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Variantes mejoradas de celobiohidrolasa 1.

La presente invencion se refiere a variantes de
celobiohidrolasa, preferiblemente Cbhl, que
presentan una mayor actividad celobiohidrolasa. La
invencion también se refiere a una construccion
génica, a una célula huésped y a una composicion
enzimatica que comprende dichas variantes. También
se proporciona un procedimiento para producir azicar
fermentable y un procedimiento para producir un
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celulésico con las variantes de celobiohidrolasa, la
célula huésped o la composicion enzimatica que
comprende dichas variantes.
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VARIANTES MEJORADAS DE CELOBIOHIDROLASA 1

DESCRIPCION

La invencion pertenece al campo de las enzimas utiles para los procesos de hidrdlisis de
biomasa celulésica durante la produccién de bioproductos, mas particularmente, a variantes
de la enzima celobiohidrolasa 1 y a su uso en la produccion de azucares fermentables y de

etanol a partir de material celulésico.

TECNICA ANTERIOR

Los biocombustibles suponen una alternativa atractiva a los combustibles fosiles y se
pueden obtener mediante la fermentacion de azicares monoméricos derivados del almidén

o la celulosa y hemicelulosa.

La biomasa vegetal proporciona una fuente completa de energia potencial en forma de
azucares que se puede utilizar para numerosos procesos industriales y agricolas, y es por
tanto un recurso renovable significativo para la generacién de azucares fermentables que
pueden dar como resultado productos finales comercialmente valiosos, tales como los
biocombustibles. Sin embargo, la enorme energia potencial de estos hidratos de carbono
esta actualmente infrautilizada porque los azucares estan formando parte de polimeros

complejos que no estan facilmente accesibles para la fermentacion.

Cualquier biomasa vegetal se puede considerar como materia prima para la produccion de
biocombustibles como pueden ser cultivos herbaceos, otros restos agricolas o incluso
residuos solidos urbanos. Estos materiales comprenden principalmente celulosa vy
hemicelulosa. Una vez que la celulosa y la hemicelulosa se convierten en glucosa y xilosa,
respectivamente, por medio de un proceso de hidrdlisis enzimatica, éstos compuestos son
facilmente fermentados por otros organismos a etanol. De esta manera, cuanta mas
cantidad de azucares complejos permanezca al final del proceso hidrolitico, menor sera el
rendimiento de la produccién de etanol al final del proceso de la fermentaciéon. Por tanto, un
area de investigacion destinada a disminuir los costes y a potenciar el rendimiento de los
procedimientos de produccion de biocombustible se centra en la mejora de la eficiencia de

las enzimas celuloliticas, asi como de los cocteles enzimaticos que comprenden dichas
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enzimas y que se pueden utilizar para generar azucares fermentables a partir de biomasa.

Debido a la complejidad de la biomasa, su conversién en azucares monoméricos implica la
accion de diversos tipos de enzimas con diversas actividades enzimaticas, que digieren
celulosa, hemicelulosa, asi como otros polimeros complejos presentes en la biomasa.
Después de la celulosa, la hemicelulosa es la segunda fraccién mas abundante disponible
en la naturaleza. Tanto la celulosa como la hemicelulosa se pueden tratar previamente, de
forma mecanica, quimica, enzimatica o de otros modos, para aumentar su susceptibilidad a
la hidrélisis. Tras este proceso de pretratamiento tiene lugar una etapa de sacarificacion,
que es un proceso enzimatico por el cual los hidratos de carbono complejos se degradan en
sus componentes monosacaridos. El objetivo de cualquier tecnologia de sacarificacion es
alterar o eliminar los impedimentos estructurales y de composicion para la hidrolisis con el
fin de mejorar la tasa de hidrdlisis enzimatica y aumentar los rendimientos de azucares
fermentables a partir de la biomasa, que comprende principalmente, celulosa y hemicelulosa
(N. Mosier y col., 2005, Bioresource Technology 96, 673—-686). Después de esta etapa de

sacarificacion se realiza un proceso de fermentacion.

Las enzimas individuales han demostrado digerir solo parcialmente la celulosa y la
hemicelulosa y, por tanto, se necesita la accion concertada de todas o al menos varias de
las enzimas denominadas “celulasas o enzimas celuloliticas” para completar la conversion
de los diferentes polimeros complejos, especificamente, celulosa y hemicelulosa, a azucares
monoméricos. Las celulasas (1,4-beta-D-glucano-4-glucanohidrolasa, EC 3.2.1.4)
comprenden al menos tres actividades enzimaticas, endo-beta-glucanasas (EC 3.2.1.4),
exo-beta-glucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y beta-glucosidasas (EC 3.2.1.21),
de las que se ha demostrado su actuacién sinérgica en la hidrolisis de la celulosa
(Woodward, J. 1991, Bioresource Technology Vol 36, pag. 67-75). Ademas de estas tres
actividades hoy en dia se reconocen otras de igual relevancia tales como, xilanasas (E.C.
3.2.1.8), beta-xilosidasas (E.C. 3.2.1.37) y polisacarido mono-oxigenasas (también
denominadas PMO, AA9, glicosil hidrolasas de la familia 61 o GH61).

La eficacia hidrolitica de un complejo multienzimatico, formado por una amplia diversidad de
enzimas celuloliticas, en el proceso de sacarificacion celulésica depende tanto de las
propiedades de las enzimas individuales como de la relacibn de cada enzima en el

complejo.
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Las celulasas microbianas se han convertido en el centro de atencion como biocatalizadores
enzimaticos debido a su naturaleza compleja y a sus extensas aplicaciones industriales. Hoy
en dia se presta una considerable atencién a los conocimientos actuales sobre la produccién
de celulasas y los retos en la investigacion sobre celulasas, especialmente en la direccion
de la mejora de la economia de varios procesos industriales, con el fin de obtener celulasas

con mayor actividad y mejores propiedades.

Especificamente, la celobiohidrolasa es una enzima que cataliza la hidroélisis de celulosa en
celobiosa mediante una actividad exoglucanasa, liberando secuencialmente moléculas de
celobiosa a partir de los extremos, reductores o no, de la celulosa o los celooligosacaridos,
dejando asi la celobiosa accesible para que siga hidrolizandose por betaglucosidasas hasta
glucosa. Por ello, se usa ampliamente junto con otras celulasas en procesos para la

conversion de la biomasa celuldsica en azucares fermentables.

Existen dos tipos de celobiohidrolasas, la celobiohidrolasa 1 (Cbh1 o Cbhla) y la
celobiohidrolasa 2 (Cbh2 o Cbhlla). La primera hidroliza a partir del extremo reductor de la
cadena de celulosa. La segunda hidroliza a partir del extremo no reductor de la cadena de

celulosa.

Segun lo anterior, existe la necesidad de desarrollar nuevas y mejoradas celobiohidrolasas
con mayor productividad que mantengan su capacidad hidrolitica durante el curso del
proceso de sacarificacion, para su uso en la conversidon de celulosa en azucares
fermentables. En este sentido, se han disefiado celobiohidrolasas con mejor actividad
hidrolitica debido a su menor inhibicion por producto (W02012048171A2,
W02012051055A2).

Seria, por tanto, de utilidad disponer de una celobiohidrolasa con actividad celulolitica
mejorada, capaz de producir azucares fermentables de forma mas eficiente, mejorandose

asi a su vez el rendimiento hidrolitico global de las mezclas enzimaticas que la contuvieran.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe variantes de la enzima celobiohidrolasa 1 (Cbh1), el uso de

dichas variantes para la hidrélisis de material celuldsico en azucares fermentables, asi como
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un procedimiento para producir azucares fermentables y un procedimiento para producir

bioproductos, tales como etanol, en los que se emplean dichas variantes.

Por tanto, la presente invencién representa una solucion a la necesidad de proporcionar
variantes de celobiohidrolasa con actividad celulolitica mejorada, utiles para la optimizacion

de la etapa de hidrdlisis de material celuldsico en azucares fermentables.

Los inventores han demostrado que las variantes de celobiohidrolasa de la presente
invencion presentan una mayor actividad celulolitica que la celobiohidrolasa parental a partir
de la cual se han obtenido. Asi, dichas variantes permiten obtener una mayor cantidad de
glucosa liberada al final del proceso hidrolitico por parte de los cocteles enzimaticos que las
comprenden, en comparacion con los mismos coécteles comprendiendo, en lugar de la
variante de la invencion, la celobiohidrolasa parental (nativa). Por tanto, su uso dentro de
este tipo de composiciones enzimaticas aumenta significativamente el rendimiento de la
etapa de hidrdlisis, al producirse un aumento de los azucares monosacaridos liberados al
final de la hidrdlisis (fundamentalmente glucosa) y con ello un aumento en la produccién del

bioproducto final, preferiblemente etanol.

Como se muestra en los ejemplos descritos mas adelante, las variantes de Cbh1 de la
presente invencion se expresaron en una célula fungica hospedadora y la mezcla enzimatica
producida por la cepa resultante se evalué en experimentos de sacarificacion de biomasa
pretratada (PCS), comprobandose un aumento en el rendimiento del proceso de
sacarificacion, concretamente un aumento en la concentraciéon de azlcares fermentables
(glucosa) liberados al final del proceso, en comparacion con la misma mezcla enzimatica

producida por la cepa control no transformada (Fig. 10y 17).

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una variante de
celobiohidrolasa 1 (Cbh1 o Cbhla) aislada que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de secuencia de al menos un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con la SEQ ID NO: 2 y comprende una sustitucién de
aminoacido en la posicién N209 correspondiente a las posiciones 1 a 526 de la SEQ ID NO:
2, donde dicha sustitucion es por un aminoacido acido y donde la variante de Cbh1 tiene
una mayor actividad celobiohidrolasa en comparacién con la Cbh1 nativa que consiste en la

SEQ ID NO: 3. En lo sucesivo, esta variante sera denominada "variante de Cbh1 de la
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invencion".

La “mayor actividad celobiohidrolasa” en comparacion con la Cbh1 nativa se mide,
preferiblemente, por medio de ensayos de liberacién de glucosa a partir de biomasa
lignoceluldsica tratada con una mezcla enzimatica que comprende la variante de Cbh1 de la
invencion frente a la misma mezcla enzimatica que no comprende esta enzima sino la Cbh1
nativa que consiste en la SEQ ID NO: 3 y bajo las mismas condiciones de hidrdlisis.
Preferiblemente, estos ensayos se llevan a cabo como se explica posteriormente en los
ejemplos mostrados mas adelante, es decir, en presencia del sustrato Avicel (celulosa
microcristalina, el cual es un producto comercialmente disponible) o de paja de maiz,
preferiblemente pretratada con &cido diluido y explosién con vapor, como biomasa
lignoceluldsica de partida y en presencia de un céctel enzimatico secretado por la cepa C1

de Myceliophthora thermophila.

El término "variante", como se usa aqui, se refiere a una enzima que procede de una enzima
nativa mediante una o mas deleciones, inserciones y/o sustituciones de uno o mas
aminoacidos y, por tanto, tiene una secuencia diferente a la de la enzima nativa. Como se
usa aqui, la expresion "variante de Cbh1" significa un polipéptido que tiene actividad
celobiohidrolasa producido, preferiblemente, por un organismo que expresa una secuencia
de nucledtidos codificante para una Cbh1 nativa que ha sido modificada para codificar dicha
variante de Cbh1. Dicha secuencia de nucleétidos modificada se obtiene mediante
intervencidon humana mediante modificacion de la secuencia de nucleétidos que codifica una
Cbh1 nativa. El término "modificacion" significa en el presente documento cualquier
modificacion quimica de la secuencia de aminoacidos o de acido nucleico de una Cbh1

nativa.

La expresion "Cbh1 nativa" se refiere a una enzima Cbh1 o su preproteina, expresada por
un microorganismo con su secuencia natural sin modificar. Preferentemente, la enzima
Cbh1 nativa a la que se hace referencia en la presente invencion es expresada por un
hongo filamentoso, mas preferiblemente por un hongo que pertenece al género
Myceliophthora, aun mas preferiblemente por Myceliophthora thermophila, aun mas
preferiblemente la enzima Cbh1 nativa es la enzima de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. La
SEQ ID NO: 2 es la preproteina de la SEQ ID NO: 3 y contiene un péptido sefial
correspondiente a los aminoacidos 1 a 17 de la SEQ ID NO: 2 unido a la SEQ ID NO: 3.
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Las variantes de la Cbh1 de la invencién pueden derivar bien de una libreria de mutantes o
bien se pueden disefiar por medio de cualquier procedimiento conocido por los expertos en
la materia para generar una libreria de mutantes de una enzima. Los mutantes que
constituyen dicha libreria pueden comprender sustituciones, deleciones y/o inserciones de

uno 0 mas aminoacidos en sus secuencias de aminoacidos.

La sustitucion de aminoacido en la posicién N209, correspondiente a las posiciones 1 a 526
de la SEQ ID NO: 2, es por un aminodacido con propiedades &cidas, por ejemplo, Acido
Aspartico, D, o Acido Glutamico, E. Por tanto, la sustitucién de la Asparragina en la posicion
N209, correspondiente a las posiciones 1 a 526 de la SEQ ID NO: 2, es por aminoacidos
que tienen las mismas propiedades, sobre, por ejemplo, las propiedades acidez,
hidrofébicidad o aromaticidad, que el aminoacido E (Acido Glutamico), por ejemplo Acido
Aspartico (D).

Se entiende por “aminoacido acido” los aminoacidos con cadenas laterales de naturaleza

acida, cargadas negativamente a pH fisiolégico.

La sustitucién de aminoacido de la variante de la invencién en la Asparragina de la posicién
209 (N209) de la SEQ ID NO: 2 es por un aminoacido acido, preferiblemente, por Aspartico
(D) o Glutamico (E), mas preferiblemente Glutamico. Asi, una realizacion preferida se refiere
a la variante de Cbh1 de la invencién donde la sustituciéon del aminoacido es N209D 6
N209E. Las sustituciones en N209 por otros aminoacidos acidos distintos a D y E deben
permitir que las variantes de Cbh1 de la invencion mantengan la misma funcién que las
variantes preferidas N209D y N209E, incluyendo la mejora de su actividad celobiohidrolasa
en comparacion con la Cbh1 nativa que comprende una N en la posicion 209
correspondiente a la SEQ ID NO: 2.

El término "identidad", como se usa aqui, en el contexto de describir dos 0 mas secuencias
polipeptidicas, hace referencia a un porcentaje especificado de coincidencias de residuos de
aminoacidos en las posiciones desde un alineamiento de dos secuencias de aminoacidos.
Los procedimientos de alineamiento de secuencias para comparar son bien conocidos en la
técnica. El grado de identidad se puede determinar mediante el método de Clustal (Higgins,
1989, CABIOS 5: 151-153), el método de Wilbur-Lipman (Wilbur y Lipman, 1983,
Proceedings of the National Academy of Science USA 80: 726-730), el programa GAG,
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incluyendo GAP (Devereux et al. 1984, Nucleic Acids Research 12: 287 Genetics Computer
Group University of Wisconsin, Madison, (WI)); BLAST o BLASTN, EMBOSS Needle y
FASTA (Altschul et al. 1999, J. Mol. Biol. 215: 403-410). Ademas, se puede usar el algoritmo

de Smith Waterman con el fin de determinar el grado de identidad entre dos secuencias.

Para la comparaciéon de secuencias, tipicamente una de las secuencias actua como
secuencia de referencia con la cual se comparan las secuencias “problema”. Cuando se usa
un algoritmo de comparacion de secuencias para determinar su identidad, la secuencia de
referencia y la/s secuencia/s problema se introducen en el programa, y se configuran los
parametros del mismo. Se pueden usar los parametros del programa que aparecen por
defecto o bien ser configurados, preferiblemente dichos parametros seran los que aparecen
por defecto. Asi, el algoritmo de comparacion de secuencias calcula el porcentaje de
identidad entre la/s secuencia/s problema y la secuencia de referencia en base a los
parametros del programa. Dos ejemplos de algoritmos que son utiles para determinar el
porcentaje de identidad de secuencia son BLAST y BLAST 2.0, descritos en Altschul et al.
(1997) Nucleic Acids Res 25(17):3389-3402 y Altschul et al. (1990) J. Mol Biol 215(3)-403-
410, respectivamente. Preferiblemente, el grado de identidad al que se refiere la presente
invencion se calcula mediante BLAST. El software para llevar a cabo el analisis BLAST se
encuentra disponible publicamente en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

La variante de Cbh1 de la invencion puede exhibir cambios limitados en su secuencia de
aminoacidos. Estos cambios deben permitir el mantenimiento de Ila actividad
celobiohidrolasa de la variante de Cbh1 preferida de la invencion (la cual comprende la SEQ
ID NO: 6 6 la SEQ ID NO: 9) en comparacién con la Cbh1 nativa. Estos cambios pueden ser
sustituciones, deleciones y/o adiciones. Las sustituciones son por aminoacidos conservados
que son aminoacidos con cadenas laterales y propiedades similares con respecto a, por
ejemplo, propiedades hidrofébicas o aromaticas. Estas sustituciones incluyen, pero no se
limitan a, sustituciones entre Glu y Asp, Lys y Arg, Asn y GIn, Ser y Thr, y/o entre los
aminodcidos incluidos en la lista siguiente: Ala, Leu, Val e lle. Los cambios no conducen a
modificaciones relevantes en las caracteristicas o propiedades esenciales de la variante

Cbh1 de la invencion.

En una realizacion mas preferida, la variante de Cbh1 de la invencién comprende la
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secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6 6 SEQ ID NO: 9. Un ejemplo de variante de Cbh1
de la invencién que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6 es el polipéptido
de SEQ ID NO: 5, que es la preproteina de SEQ ID NO: 6, la cual consiste en un péptido
sefial correspondiente a los aminoacidos 1 a 17 de la SEQ ID NO: 5 unido a la SEQ ID NO:
6. Un ejemplo de variante de Cbh1 de la invencion que comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 9 es el polipéptido de SEQ ID NO: 8, que es la preproteina de
SEQ ID NO: 9, la cual consiste en un péptido sefal correspondiente a los aminoacidos 1 a
17 de la SEQ ID NO: 8 unido a la SEQ ID NO: 9. Por tanto, en una realizacion mas
preferida, la variante de Cbh1 de la invencién consiste en la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 6 6 SEQ ID NO: 9. Esta SEQ ID NO: 6 corresponde a la Cbh1 madura (sin el péptido
sefal) de la SEQ ID NO: 5. Dicha secuencia SEQ ID NO: 6 también se denominara en lo
sucesivo proteina madura de Cbh1N209D. La SEQ ID NO: 9 corresponde a la Cbh1 madura
(sin el péptido senal) de la SEQ ID NO: 8. Dicha secuencia SEQ ID NO: 9 también se

denominara en lo sucesivo proteina madura de Cbh1N209E.

En una realizacion mas preferida, la variante de Cbh1 de la invencién consiste en la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5 6 SEQ ID NO: 8. Esta SEQ ID NO: 5 corresponde
a la Cbh1 nativa de SEQ ID NO: 2 que comprende la sustitucion de aminoacido N209D.
Como se muestra en los ejemplos mas abajo, la sustitucion N209D aumenta la actividad
hidrolitica de la Cbh1 a lo largo del proceso de sacarificacién, aumentando asi concentracion
final de azucares fermentables en el proceso hidrolitico a partir de material celulésico. Dicha
secuencia SEQ ID NO: 5 también se denominara en lo sucesivo preproteina Cbh1N209D.
La SEQ ID NO: 8 corresponde a la Cbh1 nativa de SEQ ID NO: 2 que comprende la
sustitucion de aminoacido N209E. Como se muestra en los ejemplos mas abajo, la
sustitucion N209E aumenta la actividad hidrolitica de la Cbh1 a lo largo del proceso de
sacarificacion, aumentando asi concentracion final de azucares fermentables en el proceso
hidrolitico a partir de material celuldsico. Dicha secuencia SEQ ID NO: 8 también se

denominara en lo sucesivo preproteina Cbh1N209E.

El término “pre-proteina” se refiere a un polipéptido que incluye un péptido sefal (o
secuencia lider) en su extremo amino terminal. Dicho péptido sefal es escindido de la pre-
proteina por una peptidasa, secretandose asi la proteina madura. La porcion secretada del
polipéptido se denomina “proteina madura” o “proteina secretada”. El “péptido sefial” es

aquel que dirige al polipéptido dentro de la célula hacia su via de secrecion.
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La variante de Cbh1 de la invencién puede sintetizarse, por ejemplo, pero sin limitaciones, in
vitro. Por ejemplo, por medio de la sintesis de péptidos en fase sdlida o abordajes de ADN
recombinante. La variante de Cbh1 de la invencién puede producirse de forma
recombinante, incluida su produccion como péptido maduro o como una preproteina que

incluye un péptido sefial.

La preparacién de la variante Cbh1 de la invencién se puede realizar por cualquier medio
conocido en la técnica, tales como modificacién de una secuencia de ADN que codifica una
Cbh1 nativa, tal como, por ejemplo, pero sin limitarnos, la SEQ ID NO: 1, que codifica la
preproteina de SEQ ID NO: 2, transformacion de la secuencia de ADN modificada en una
célula huésped adecuada y la expresion de la secuencia de ADN modificada para obtener la

variante enzimatica.

Debido a la degeneracion del cédigo genético, varias secuencias de nucleétidos pueden
codificar la misma secuencia de aminoacidos. Por tanto, en otro aspecto, la invencion
proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica la variante de Cbh1 de la
invencién, en lo sucesivo "secuencia de acido nucleico de la invencion", y la secuencia de
acido nucleico complementaria a la misma.

De acuerdo con la presente invencion, una "molécula de acido nucleico aislada", "secuencia
de nucledtidos", "secuencia de acido nucleico" o “polinucledtido” es una molécula de acido
nucleico (polinucledtido) que se ha extraido de su medio natural (es decir, que se ha
sometido a manipulacién humana) y puede incluir ADN, ARN o derivados de ADN o ARN,
incluyendo ADNc. La secuencia de nucleotidos de la presente invencién puede estar o no
quimica o bioquimicamente modificada, y se puede obtener artificialmente por medio de
clonacion, amplificacion y procedimientos de seleccion o sintesis. La secuencia de acido
nucleico de la invencién puede codificar el polipéptido maduro o una preproteina que

consiste en un péptido sefal unido a la enzima madura que tendra que procesarse después.

La secuencia de nucledtidos de la presente invencion también puede comprender otros
elementos, tales como intrones, secuencias no codificantes en los extremos 3' y/o 5, sitios
de union al ribosoma, etc. Esta secuencia de nucledtidos también puede incluir secuencias
codificantes para aminoacidos adicionales que son Utiles para la purificacién o estabilidad

del péptido codificado.
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En una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico de la invencién es la SEQ ID
NO: 4, que es la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 5 (preproteina de SEQ ID NO: 6). En otra realizacion preferida, la secuencia de
acido nucleico de la invencion es la SEQ ID NO: 7, que es la secuencia de acido nucleico

que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 (preproteina de SEQ ID NO: 9).

La expresion, "secuencia de acido nucleico complementaria" de una secuencia de acido
nucleico que codifica la variante de Cbh1 de la invencién hace referencia a la secuencia de
acido nucleico de la hebra complementaria a la que codifica la variante de Cbh1 de la
invencion. Se apreciara que un ADN bicatenario que codifica una secuencia de aminoacidos
dada comprende un ADN monocatenario y su hebra complementaria, que tiene una

secuencia que es complementaria al ADN monocatenario.

La Tabla 1 muestra una descripcion detallada de algunas de las secuencias mencionadas a

lo largo de la presente invencion.

Secuencia DESCRIPCION

SEQ ID NO: 1 Polinucleétido que codifica para la preproteina Cbh1nativa

SEQ ID NO: 2 Preproteina de la Cbh1 nativa (incluye los 17 aminoacidos
correspondientes al péptido sefial)

SEQ ID NO: 3 Proteina madura Cbh1 nativa

SEQID NO: 4 Polinucleétido que codifica para la preproteina mutante
Cbh1N209D

SEQ ID NO: 5 Preproteina de la Cbh1 mutante Cbh1N209D (incluye los 17
aminoacidos correspondiente al péptido sefial)

SEQ ID NO: 6 Proteina madura Cbh1N209D

SEQ ID NO: 7 Polinucleétido que codifica para la preproteina mutante
Cbh1N209E

SEQ ID NO: 8 Preproteina de la Cbh1 mutante Cbh1N209E (incluye los 17
aminoacidos correspondiente al péptido sefial)

SEQ ID NO: 9 Proteina madura Cbh1N209E

Tabla 1. Descripcion de algunas de las secuencias mencionadas en la presente invencion.
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La secuencia de acido nucleico de la invencion se puede incluir en una construccion
genética, preferiblemente en un vector de expresion. Dicha construccion genética puede
comprender ademas una 0 mas secuencias reguladoras de la expresion génica, tales como
promotores, terminadores, etc. Por tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona una
construccion genética que comprende la secuencia de acido nucleico de la invencién o la
secuencia de acido nucleico complementaria a la misma, en lo sucesivo "construcciéon
génica de la invencion". En una forma de realizacién preferida, dicha construccion génica es

un vector de expresion.

La expresion "construccion génica" o "construccion de acido nucleico" como se usa aqui
hace referencia a una unidad funcional necesaria para la transferencia o la expresion de un
gen de interés, en el presente documento, la secuencia de acido nucleico de la invencion
como se ha descrito, y secuencias reguladoras, incluyendo, por ejemplo, un promotor,
operativamente unidas a la secuencia que codifica la proteina. Se refiere a una molécula de
acido nucleico bicatenario, que se encuentra aislada de un acido nucleico natural o que se
modifica artificialmente para que contenga segmentos de acidos nucleicos. La expresion
construccion de acido nucleico es sinbnima a la expresion "casete de expresion”, cuando la
construccion de acido nucleico contiene las secuencias control requeridas para la expresiéon

de la secuencia codificante.

El término "vector de expresion", también conocido como "construccién de expresion" o
"plasmido"”, hace referencia a una molécula de ADN, lineal o circular, que comprende la
secuencia de acido nucleico de la invencion y que esta operativamente unida a segmentos
adicionales que permiten la transcripcion del péptido codificado. Generalmente, un plasmido
se usa para introducir un gen especifico en una célula diana. Una vez que el vector de
expresion esta en el interior de la célula, la proteina que esta codificada por el gen es
producida mediante los complejos ribosémicos de la maquinaria de transcripcion vy
traduccién celular. Con frecuencia el plasmido se somete a ingenieria genética para que
contenga secuencias reguladoras que actuan como regiones potenciadoras y promotoras y
que conducen a una transcripcion eficiente del gen portado en el vector de expresion. El
objetivo de un vector de expresion bien disefiado es la produccion de grandes cantidades de
ARN mensajero estable y, por tanto, de proteinas. Los vectores de expresién son
herramientas basicas de biotecnologia y de la produccién de proteinas, tales como enzimas.

El vector de expresion de la invencion se introduce en una célula huésped de modo que el
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vector se mantiene como integrante cromosomico o como vector autoreplicante

extracromosoémico.

Ejemplos de vectores de expresion son fagos, cosmidos, fagémidos, cromosomas artificiales
de levaduras (YAC), cromosomas artificiales bacterianos (BAC), cromosomas artificiales

humanos (HAC) o vectores virales, tales como adenovirus, retrovirus o lentivirus.

Las construcciones génicas de la presente invencidén abarcan un vector de expresion, donde
el vector de expresion se puede usar para transformar una célula huésped u hospedadora
adecuada para que el huésped pueda expresar la variante de Cbh1 de la invencion. Los
procedimientos para la expresion recombinante de proteinas en hongos y otros organismos
son bien conocidos en la técnica y se dispone de numerosos vectores de expresion o se

pueden construir usando procedimientos de rutina.

La expresion "secuencias control" se define aqui para incluir todos los componentes que son
necesarios o ventajosos para la expresion de la secuencia de acido nucleico de la presente
invencién. Dichas secuencias control incluyen, pero sin limitarse, un lider, una secuencia de
poliadenilacién, una secuencia propéptido, un promotor, una secuencia de péptido sefnal y
un terminador de la transcripcion. Como minimo, las secuencias control incluyen un
promotor y sefiales de terminacion de la transcripcion y de la traduccion. Las secuencias
control se pueden proporcionar con ligadores con el fin de introducir sitios de restriccion
especificos que facilitan la uniéon de las secuencias control con la region codificante de la
secuencia de acido nucleico de la presente invencion. La expresiéon "operativamente unido"
indica en el presente documento una configuracién en la que una secuencia control se
coloca en una posicién adecuada respecto a la secuencia de acido nucleico de la presente
invencién, de un modo tal que la secuencia control dirige la expresién de la secuencia de

acido nucleico de la presente invencion.

El vector de expresién de la invencion puede ser un vector de replicacién auténoma, es decir
un vector que existe como entidad extracromosdmica, cuya replicacion es independiente de
la replicacién del cromosoma, por ejemplo un plasmido, un elemento extracromosomico, un
minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio para
garantizar la autoreplicaciéon. Como alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se

introduce en la célula huésped, se integra en el genoma y se replica junto con el(los)
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cromosoma(s) en el(los) que se ha integrado.

Ademas se puede usar un unico vector o plasmido o dos o0 mas vectores o plasmidos que
juntos contienen el ADN total que se va a introducir en el genoma de la célula huésped, o un

transposoén.

Los vectores usados en la presente invencion contienen, preferiblemente, uno o mas
marcadores seleccionables que permitan la facil seleccion de las células transformadas,
transfectadas, transducidas o similares. Un marcador seleccionable es un producto génico
que proporciona resistencia a un biocida o a un virus, a metales pesados, prototrofia a los
auxotrofos y similares. Los marcadores seleccionables para usar en una célula huésped de
un hongo filamentoso incluyen, pero sin limitarse, AmdS (acetamidasa), ArgB (ornitina
carbamoiltransferasa), Bar (fosfinotricina  acetiltransferasa), = Hph  (higromicina
fosfotransferasa), NiaD (nitrato reductasa), PyrG (orotidina-5'-fosfato descarboxilasa), CysC
(sulfato adeniltransferasa), y TrpC (antranilato sintasa), asi como equivalentes de los

mismos.

Los vectores usados en la presente invencion contienen, preferiblemente, uno o mas
elementos que permiten la integracion del vector en el genoma de la célula huésped o la
replicaciéon autonoma del vector en la célula con independencia del genoma. Para la
integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede depender de la secuencia de
acido nucleico de la presente invencién o de cualquier otro elemento del vector para la
integracion en el genoma mediante recombinacion homdéloga o no homodloga. Como
alternativa, el vector puede contener secuencias adicionales de nucleétidos para dirigir la
integracion mediante recombinacion homologa en el genoma de la célula huésped en una o

mas localizacion(es) precisas en el(los) cromosoma(s).

Para la replicacion autbnoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion
que permite que el vector se replique de forma auténoma en la célula huésped en cuestion.
El origen de replicacion puede ser cualquier replicador plasmidico que participe en la
replicacion auténoma que funciona en una célula. La expresion "origen de replicacion" o
"replicador plasmidico" se define aqui como una secuencia de nucleotidos que permite que
un plasmido o vector se replique in vivo. Ejemplos de origenes de replicacion utiles en una
célula fungica filamentosa son AMA1 y ANS1 (Verdoes et al., 2007, Ind. Biotechnol., 3 (1)).
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En la célula huésped se puede insertar mas de una copia de la secuencia de acido nucleico
de la presente invencién para aumentar la producciéon del producto génico. Se puede
obtener un incremento del numero de copias del polinucle6tido mediante integracion de al
menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo
un gen marcador seleccionable amplificable con el polinucleétido, donde las células que
contienen copias amplificadas del gen marcador seleccionable y, por consiguiente, copias
adicionales del polinucledtido, se pueden seleccionar cultivando las células en presencia del
agente seleccionable adecuado. Los procedimientos usados para ligar los elementos
descritos anteriormente para construir los vectores de expresion recombinante a los que se

hace referencia en la presente invencion son bien conocidos por un experto en la técnica.

En otro aspecto, la invencién proporciona una célula huésped que comprende la
construccion génica de la invencién, en adelante denominada "célula huésped de la
invencion”. Por tanto, dicha célula huésped expresa la variante de Cbh1 de la invencion. La
"célula huésped", como se usa aqui, incluye cualquier tipo celular que es susceptible de
transformacion, transfeccion, transduccion y similar con la construccion génica de la
invencion. La célula huésped puede ser eucariota, tal como una célula de mamifero, insecto,
vegetal o fungica. En una realizacion preferida, la célula huésped es una célula de hongo
filamentoso. Los hongos filamentosos generalmente se caracterizan por una pared miceliar
compuesta por quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos
complejos. En una realizacion mas preferida, la célula huésped de hongo filamentoso es una
célula de Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Coprinus,
Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Gibberella, Humicola, Magnaporthe, Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete,
Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia,
Tolypocladium, Trametes, o Trichoderma. En una realizacion mas preferida, la célula
huésped de hongo filamentoso es una célula de Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o
Aspergillus oryzae. En otra realizacion mas preferida, la célula huésped de hongo
filamentoso es una célula de Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis
aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis gilvescens, Ceriporiopsis pannocinta,
Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora, Coprinus
cinereus, Coriolus hirsutus, Gibberella zeae, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor

miehei, Mpyceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum,
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Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus eryngii, Thielavia terrestris,
Trametes villosa, Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride. En otra realizacion
aun mas preferida, la célula huésped de la invenciéon es cualquier cepa de la especie
Myceliophthora thermophila. En una realizacion aun mas preferida, la célula huésped de la

invencion es la cepa C1 de la especie Myceliophthora thermophila.

Se entendera que, para las especies mencionadas anteriormente, la invencién abarca
estados tanto perfectos como imperfectos y otros equivalentes taxondmicos, por ejemplo
anamorfos, con independencia del nombre de la especie por el que se conocen. Los
expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de los equivalentes adecuados.

Por ejemplo, Myceliophthora thermophila es equivalente a Chrysosporium lucknowense.

El término “expresion” incluye cualquier etapa implicada en la produccion de la variante de
Cbh1 de la invencion, que incluye, pero no se limita a, transcripcion, modificacion post-

transcripcional, traduccién, modificacion post-traduccional, y secrecion.

La variante de Cbh1 de la invencién presenta una mayor actividad celobiohidrolasa, por lo
gue su uso en una composicion enzimatica para la etapa de hidrolisis del material celuldsico
en azucares fermentables en los procesos para la produccion de un bioproducto,
preferiblemente etanol, es interesante para mejorar la actividad y rendimiento de toda la

composicion enzimatica.

Por tanto, en otro aspecto de la invencion se proporciona una composicion enzimatica que
comprende la variante de Cbh1 de la invencion, de ahora en adelante conocida como
"composicion enzimatica de la invencién". En una realizacion preferida, la composicion

enzimatica de la invencion comprende ademas otras enzimas celuloliticas.

Se debe entender que la variante de Cbh1 de la invencion se puede combinar con una o
mas de las enzimas celuloliticas descritas en el presente documento o con cualquier otra
enzima disponible y adecuada para producir una composicién multienzimatica destinada a la
sacarificacion de biomasa celulésica. Uno o mas componentes de la composicion
multienzimatica (aparte de las enzimas descritas en la presente invencion) se pueden

obtener o derivar de una fuente microbiana, vegetal o de otro tipo o combinacién de las
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mismas, y contendran enzimas capaces de degradar el material celuldsico.

Esta composicion de la invencion puede comprender ademas otras actividades enzimaticas,
tales como aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, celulasas
tales como endoglucanasas, beta-glucosidasas y/o celobiohidrolasas; quitinasa, cutinasa,
ciclodextrina glucosiltransferasa, desoxirribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa,
manosidasa, oxidasa, reductasa, enzima pectinolitica, peptidoglutaminasa, peroxidasa,
fitasa, polifenoloxidasa, proteasa, ribonucleasa, transglutaminasa, o xilanasa, o cualquiera
de sus combinaciones. La(s) enzima(s) adicional(es) se puede(n) producir, por ejemplo,
mediante un microorganismo que pertenece al género Aspergillus, tal como Aspergillus
aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus
Japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, o Aspergillus oryzae; Fusarium, tal como
Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum,
Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi,
Fusarium oxysporum, Fusarium pseudograminearum, Fusarium reticulatum, Fusarium
roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sulphureum, Fusarium
toruloseum, Fusarium trichothecioides, o Fusarium venenatum; Gibberella, tal como
Gibberella zeae; Humicola, tal como Humicola insolens o Humicola Ilanuginosa;
Trichoderma, tal como Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei, o Trichoderma viride; Penicilium, tal como Penicillium
brasilianum, Penicillium canescens, Penicillium chrysogenum, Penicillium decumbens,
Penicillium ethinulatum, Penicillium funiculosum, Penicillium janthinellum, Penicillium
pinophilum o Penicillium purpurogenum o Myceliophthora, tal como Myceliophthora

thermophila.

La expresion "enzimas celuloliticas", también conocidas como "celulasas" hace referencia a
una categoria de enzimas capaces de hidrolizar la celulosa (enlaces 3-1,4-glucano o B3-D-
glucosidico) en oligosacaridos mas cortos, como por ejemplo, aunque sin limitarnos,
celobiosa y/o glucosa. Ejemplos de enzimas celuloliticas son, pero sin limitarnos,
endoglucanasas, beta-glucosidasas, celobiohidrolasas, beta-xilosidasas, alfa-xilosidasas,
xiloglucanasas, polisacarido monooxigenasas, xilanasas o arabinofuranosidasas. Por tanto,
en una realizacion mas preferida, estas enzimas celuloliticas se seleccionan de la lista que

consiste en: endoglucanasas, beta-glucosidasas, celobiohidrolasas, beta-xilosidasas,
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xiloglucanasas, polisacarido monooxigenasas, xilanasas, arabinofuranosidasas o cualquier
combinacion de las mismas. Estas enzimas celuloliticas pueden derivar de la célula huésped
de la invencion u otros microorganismos productores de enzimas celuloliticas distintos a la
célula huésped de la invenciéon. Asimismo, se pueden producir de forma natural o
recombinante y pueden ser nativas o modificadas para presentar alguna propiedad

ventajosa.

El término "endoglucanasa" o "EG" hace referencia a un grupo de enzimas celulasas
clasificadas como E.C. 3.2.1.4. Estas enzimas hidrolizan los enlaces (-1,4 glucosidicos de la

celulosa.

El término "beta-glucosidasa" (E.C. 3.2.1.21), como se usa aqui, se refiere a una enzima
que cataliza la hidrolisis de un dimero de azucar, incluyendo, pero sin limitarnos, celobiosa,
con la liberacion de un mondémero de azucar correspondiente, la cual se usa, pero sin
limitacion, para la sintesis de etanol. La enzima beta-glucosidasa actua sobre los enlaces
B1--> 4 que unen dos glucosas o moléculas sustituidas con glucosa (es decir, el disacarido
celobiosa). Es una exocelulasa con especificidad por una variedad de sustratos beta-D-
glucésido. Cataliza la hidrélisis de residuos terminales no reductores en los beta-D-

glucosidos con liberacion de glucosa.

El término "beta-xilosidasa" (E.C. 3.2.1.37), se refiere a una proteina que hidroliza los 1,4--

D-xilooligbmeros cortos en xilosa.

El término "alfa-xilosidasa" (E.C. 3.2.1.177) se refiere a la enzima que facilita la degradacion

de los residuos no reductores de xiloglucano a xilosa y glucosa.

El término "xilanasa" o “endoxilanasa” (E. C. 3.2.1.8), se refiere a la enzima que cataliza la

endohidrdlisis de enlaces 1,4- 3-D-xilosidicos en xilanos.
El término "arabinofuranosidasa" (EC 3.2.1.55) se refiere a la enzima que cataliza la

hidrolisis de los residuos Alfa-L-arabinofuranosa no reductores terminales en alfa-L-

arabinosidos.
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El término “polisacarido monooxigenasa”, “PMO”, “Glicosil-hidrolasa de la familia 61" o
“GH61” se refiere a una enzima que rompe las cadenas de celulosa por oxidacion de sus
monoémeros de glucosa en los carbonos 1, 4 y/o 6, la cual al ser incluida en una reaccion de
sacarificacion (por ejemplo, aquella en la que se emplean endoglucanasas, beta-
glucosidasas y celobiohidrolasas) resulta en una mayor cantidad (mayor rendimiento) de uno
0 mas azucares solubles (por ejemplo, glucosa) en comparacién con la reaccion de
sacarificacion llevada a cabo bajo las mismas condiciones pero en ausencia de la proteina
GH61 o PMO. La actividad PMO puede determinarse mediante, por ejemplo, ensayos
oxidativos indirectos que evidencian colorimétricamente el fendbmeno de transferencia de
electrones utilizando distintos compuestos donadores y aceptores de electrones (Kitt et al.,
2012, Biotechnology for Biofuels Vol. 5:79, pag. 1-13). Por otro lado, la eficiencia sobre
biomasa se puede medir, por ejemplo, combinando el polipéptido PMO con enzimas
celulasas en una reaccion de sacarificacion y determinando si existe un incremento en el
rendimiento de glucosa comparado con la misma reaccion de sacarificacion llevada a cabo

en ausencia de dicho polipéptido.

El término “xiloglucanasa” (EC 3.2.1.151) se refiere a la enzima que hidroliza los enlaces

1,4-beta-D-glucosidicos en el xiloglucano.

En una realizacién preferida, la composicion enzimatica de la invencion comprende ademas

la célula huésped de la invencion.

La composicion de la invencion se puede preparar de acuerdo con los procedimientos
conocidos en la técnica y puede estar en forma liquida o tratarse de una composicion seca.
Las enzimas que se van a incluir en la composicion pueden estabilizarse de acuerdo con los

procedimientos conocidos en la técnica.

Otro aspecto descrito en la invenciéon se refiere al uso de la célula hospedadora de la

invencién o de la composicion de la invencion, para la degradacion de biomasa.

La célula hospedadora o la composicion de la presente invencion, se pueden utilizar para
producir, a partir de biomasa vegetal, monosacaridos, disacaridos y polisacaridos como
materias primas quimicas o de la fermentacion para la produccién de etanol, plasticos, u

otros productos o intermedios.
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La célula hospedadora de la presente invencion se puede utilizar como fuente de la variante
de Cbh1 de la invencion y de otros polipéptidos que tienen actividad celulasa, en procesos

de sacarificacion o degradacion o hidrélisis y fermentacién de material lignocelulésico.

Por tanto, en una realizacién preferida, la composicion enzimatica de la invenciéon es una
composicidon enzimatica obtenida (secretada) mediante la célula huésped de la invencion.
Esta composicion puede obtenerse mediante el cultivo de la célula huésped de la invencion

en condiciones adecuadas para la produccion y secrecion de enzimas celuloliticas.

Se puede cultivar la célula hospedadora en un medio nutritivo adecuado, sélido o liquido,
para la produccion de la variante de Cbh1 de la invencién, y de toda la composicion
enzimatica de la invencion, utilizando procedimientos bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la célula se puede cultivar mediante cultivo en matraz con agitacion, y fermentacién
a pequefa escala o a gran escala (que incluye las fermentaciones continua, discontinua o
batch, de alimentacion discontinua o fed-batch, o en estado sdlido) llevada a cabo en un
biorreactor de laboratorio o industrial en un medio adecuado y en condiciones que permitan
expresar y/o aislar la variante o la composicion. El cultivo tiene lugar en un medio nutritivo
adecuado que comprende fuentes de carbono y nitrégeno y sales inorganicas, utilizando los
procedimientos conocidos en la técnica. Si se secreta la variante, junto con otras enzimas

celuloliticas en el medio nutritivo, éstas se pueden recuperar directamente del medio.

La variante de Cbh1 de la invencion expresada, junto con otras enzimas celuloliticas
expresadas, se pueden detectar utilizando procedimientos conocidos en la técnica
especificos para polipéptidos. Estos procedimientos de deteccion pueden incluir el uso de
anticuerpos especificos, la formacion de un producto de la enzima, o la desaparicion de un

sustrato de la enzima.

La variante de Cbh1 de la invencion resultante, junto con el resto de enzimas celuloliticas
secretadas por la célula huésped, se pueden recuperar utilizando procedimientos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, se pueden recuperar a partir del medio nutritivo mediante
procedimientos convencionales que incluyen, pero no se limitan a, centrifugacion, filtracion,

extraccion, secado mediante pulverizacién, evaporacion, o precipitacion.
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Las variantes de Cbh1 producidas en la presente invencion, junto con otras enzimas
celuloliticas secretadas por la célula huésped, se pueden purificar mediante una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, cromatografia
(por ejemplo, intercambio idnico, afinidad, hidréfoba, cromatoenfoque, y exclusion por
tamano molecular), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, focalizacion isoeléctrica
preparativa), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacion en sulfato de amonio), SDS-
PAGE, o extraccion, con el fin de obtener las enzimas sustancialmente puras que se puedan

incluir en una composicién enzimatica.

La degradacion o hidrdlisis del material celulésico en azucares fermentables, proceso
también conocido como "sacarificacion", por medio de la variante de Cbh1 de la invencion,
la célula huésped de la invencion o la composicién de la invencion, puede acompanarse
después de un proceso de fermentacién en el que los azucares fermentables obtenidos se

usan con el fin de obtener finalmente un bioproducto tal como bioetanol.

Por tanto, en otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un procedimiento para producir
azucares fermentables a partir de biomasa celulésica, en lo sucesivo "primer procedimiento

de la invencién", que comprende:

a) Incubar la biomasa celulésica con la variante de Cbh1 de la invencion, la célula
huésped de la invencion o la composicién enzimatica de la invencion, y

b) Recuperar los azucares fermentables obtenidos tras la incubacién en la etapa (a).

La expresion "azucar fermentable", como se usa en el presente documento, se refiere a
azucares simples, tales como glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, ramnosa,

sacarosa o fructosa.

En otro aspecto, la presente invenciéon se refiere a un procedimiento de producir un
bioproducto a partir de biomasa celuldsica, en lo sucesivo "segundo procedimiento de la

invencion", que comprende:

a) Incubar la biomasa celulésica con la variante de Cbh1 de la invencion, la célula
huésped de la invencién o la composicién enzimatica de la invencion,

b) Fermentar los azucares fermentables obtenidos tras la incubacién de la etapa (a) con
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al menos un microorganismo fermentador, y

c) Recuperar el bioproducto obtenido tras la fermentacion en la etapa (b).

La expresion "biomasa celuldsica” significa la fraccion biodegradable de productos, residuos
y desechos de origen bioldgico de la agricultura (incluidos vegetales, tales como residuos de
cosechas y sustancias animales), forestales (como recursos madereros) e industrias
relacionadas, incluidas pescaderias y acuicultura, asi como la fraccién biodegradable de
residuos industriales y municipales, tales como residuos sélidos municipales o papeleras. En
una realizacion preferida, el material celuldsico es paja o fraccion organica de residuos
s6lidos municipales. En una realizacion mas preferida, el material celulésico es biomasa
vegetal, mas preferiblemente seleccionada de la lista que consiste en: biomasa rica en
azucares fermentables, tales como cafa de azucar, biomasa de almidén, por ejemplo, grano
de trigo o paja de maiz. Aun mas preferentemente, la biomasa vegetal es grano de cereales,

tales como almidon, trigo, cebada o mezclas de los mismos.

En algunas realizaciones, el primer y/o segundo procedimiento de la invencion comprende,
preferiblemente, un proceso de pretratamiento antes de la etapa (a). En general, un proceso
de pretratamiento dara como resultado que los componentes de la biomasa celuldsica sean
mas accesibles para las etapas posteriores o sean mas digeribles por las enzimas tras el
tratamiento en ausencia de hidrdlisis. El pretratamiento utiliza diversas técnicas, que
incluyen, pero no se limitan a tratamiento quimico (por ejemplo, explosion de la fibra con
amonio 0 exposicion a un solvente), tratamiento fisico (por ejemplo, explosién con vapor a
elevadas temperaturas), tratamiento mecanico (por ejemplo, trituracion o molienda),
tratamiento biologico, o cualquiera de sus combinaciones, para alterar la estructura de la

biomasa celul6sica y volver la celulosa mas accesible.

El término "recuperacion”, como se usa aqui, se refiere a la recuperaciéon de los azucares
fermentables obtenidos tras la incubacion en la etapa (a) del primer procedimiento de la
invencion o del bioproducto obtenido tras la fermentacion de la etapa (b) del segundo
procedimiento de la invencion. La recuperacion se puede producir por cualquier

procedimiento conocido en la técnica, incluidos mecanicos o0 manuales.

El término “fermentador o fermentacion” tal como se usa aqui, se refiere a un proceso de

transformacion biolégica producido por la actividad de algunos microorganismos en los que
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los azucares tales como glucosa, fructosa, y sacarosa se convierten en etanol. Los
microorganismos usados de este modo son microorganismos fermentadores que tienen
capacidad de fermentacion, tales como levaduras de los géneros Saccharomyces, Pichia o
Kluyveromyces, preferiblemente Saccharomyces cerevisiae, tanto estirpes naturales
fermentadoras de hexosas como modificadas genéticamente para la conversion de

pentosas.

En otra realizacion preferida, las etapas (a) y (b) del segundo procedimiento de la invencion

se pueden realizar simultaneamente.

El término "bioproducto" o "productos biolégicos" se refiere a los materiales, quimicos y
derivados de energia de recursos biologicos renovables. Ejemplos de estos bioproductos
son, pero sin limitarnos, compuestos de hidrocarburos en sus diferentes formas, tales como
hidrocarburos alifaticos (saturados, insaturados, ciclicos) o aromaticos, como alcanos,
alquenos, alquinos, formas ciclicas de estos compuestos o hidrocarburos aromaticos;
sustancias oxigenadas como alcoholes, éteres, aldehidos, cetonas o acidos carboxilicos;
sustancias nitrogenadas como aminas, amidas, compuestos de nitrdgeno o nitrilos;
sustancias halogenadas como haluros. El término "bioproductos"” también incluye cualquier
combinacion de los compuestos descritos arriba, compuestos que ademas derivan de los
compuestos descritos arriba mediante cualquier tipo de tratamiento fisico, quimico o
biolégico, polimeros de los compuestos descritos arriba, compuestos descritos
anteriormente sustituidos por cualquier grupo o elemento funcional en uno o mas de sus

enlaces y formas ramificadas de los compuestos descritos arriba.

El etanol se puede producir mediante degradacion enzimatica del material celuldsico y la
conversion de los sacaridos liberados en etanol. Este tipo de etanol a menudo se denomina
bioetanol. Se puede usar como aditivo de combustible o como expansor en mezclas de

menos de 1% y de hasta 100% (un sustituto del combustible).

Por tanto, en una forma de realizacién mas preferida, el bioproducto es biocombustible. El
término "biocombustible", como se usa aqui, hace referencia a un hidrocarburo, o una
mezcla de los mismos, que se puede usar como combustible y se obtiene usando material
celuldsico fermentable como material de partida. Ejemplos de biocombustibles incluyen,

pero sin limitarse, etanol o bioetanol y biodiésel. En una forma de realizacion preferida, el
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biocombustible es bioetanol.

El término “bioetanol” o “etanol” hace referencia a un alcohol realizado mediante
fermentacion, principalmente a partir de material celulésico fermentable tal como hidratos de
carbono producido mediante la variante de Cbh1 de la invencion, o cultivos de almidén tales

como maiz o cafa de azucar.

Antes (es decir en la etapa (a)) y/o simultaneamente con la fermentacion de la etapa (b) del
segundo método de la invencion, la biomasa, preferiblemente biomasa pretratada, se
hidroliza para degradar la celulosa y la hemicelulosa en azucares y/u oligosacaridos. El
contenido en sdlidos durante la hidrélisis puede estar, pero sin limitacion, comprendido entre
el 10-30% del peso total, preferiblemente entre el 15-25% del peso total, mas
preferiblemente entre el 18-22% del peso total. La hidrdlisis se realiza como un proceso en
el que la biomasa, preferiblemente biomasa pretratada, se incuba con la variante de Cbh1
de la invencién, con la célula hospedadora de la invencién o con la composicion de la
invencion y forman asi la solucion de hidrdlisis. El tiempo de proceso adecuado, la
temperatura y las condiciones de pH pueden determinarse facilmente por un experto en la
técnica. Preferiblemente, dicha hidrdlisis se realiza a una temperatura entre 25 °C y 60 °C,
preferiblemente entre 40 °C y 60 °C, especificamente alrededor de 50 °C. El proceso se
realiza preferiblemente a un pH en el intervalo de 4-6,5, preferiblemente pH 4,5-5,5,
especialmente alrededor de pH 5,2. Preferiblemente, la hidrélisis se realiza en un tiempo
comprendido entre 12 y 144 horas, preferiblemente entre 16 y 120 horas, mas

preferiblemente entre 24 y 96 horas, incluso mas preferiblemente entre 32 y 72 horas.

La hidrdlisis (etapa (a)) y la fermentacion (etapa (b) del segundo método de la invencion)
pueden realizarse simultaneamente (proceso SSF) o secuencialmente (proceso SHF). De
acuerdo con la invencién, la biomasa hidrolizada, y preferiblemente pretratada, se fermenta
por al menos un microorganismo fermentador capaz de fermentar azucares fermentables,
tales como glucosa, xilosa, manosa y galactosa directa o indirectamente en el producto de
fermentacion deseado. La fermentacion se lleva a cabo preferiblemente en un tiempo
comprendido entre 8 y 96 horas, preferiblemente entre 12 y 72, mas preferiblemente entre
24 y 48 horas. En otra realizacion preferida, la fermentacion se realiza a una temperatura
entre 20 °C y 40 °C, preferiblemente de 26 °C a 34 °C, en particular alrededor de 32 °C. En

otra realizacion preferida, el pH es de 3 a 6 unidades, preferiblemente de 4 a 5. Se prefiere
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para la fermentacion etandlica una levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae,
preferiblemente cepas que sean resistentes a altos niveles de etanol, hasta, por ejemplo, el

5 o0 el 7% en vol. de etanol o mas, tal como el 10-15% en vol. de etanol.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el
presente documento tienen el mismo significado que el que les daria un experto en la
técnica a la que esta invencién pertenece. En la practica de la presente invencion se pueden
usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento. A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, con la palabra “comprende” y
sus variaciones no se pretende excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes
o etapas. Otros objetos, ventajas y caracteristicas adicionales de la invencion seran obvias
para los expertos en la técnica a partir del analisis de la descripcion o se pueden aprender
mediante la practica de la invencion. Los ejemplos y dibujos siguientes y el listado de
secuencias se proporcionan a modo de ilustracién y no se pretende que sean limitantes de

la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Esquema del plasmido 1 que permite clonar los extremos flanqueantes del gen
que se pretende delecionar. Incluye como marcador de seleccién el gen amdS que
confiere resistencia a acetamida. El marcador de seleccién incluye su region promotora
(PamdS) y terminadora (TamdS). A ambos lados del gen amdS se encuentran dos regiones
REP (repetidas) que permiten, una vez integrado el vector en el genoma y mediante

recombinacion homaologa entre ellas, la eliminacion del marcador de seleccién amdsS.

Fig. 2. Esquema del plasmido 2 utilizado para delecionar el gen cbh1. Las regiones
aguas arriba (region 5°) y aguas abajo (regién 3°) del gen cbh?1 se han clonado en el

plasmido 1.

Fig. 3. Comprobacion genética de la delecion del gen cbh1. Amplificacion mediante PCR
de un fragmento interno de 360pb del gen cbh1. Carril 1: Marcador, Carril 2: Cepa parental,
Carril 3: Cepa Acbh1.

Fig. 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12 %) del céctel enzimatico

de una cepa parental y de la cepa que carece de la enzima celobiohidrolasa. Carril 1:
25
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composicién enzimatica de la cepa parental, carril 2: marcador de peso molecular y carril 3:
composiciéon enzimatica de la cepa Acbh1. La flecha indica la altura a la que migra la banda

de proteina correspondiente a la enzima Cbh1.

Fig. 5. Medida de actividad avicelasa de la enzima Cbh1. Ensayo de actividad avicelasa
de los cocteles enzimaticos de la cepa parental de M. thermophila, y otra que carece de
dicha enzima (Cepa Acbh1). Todas las mediciones se analizaron por triplicado y las barras

de error corresponden a la desviacion estandar.

Fig. 6. Ensayo de hidrodlisis sobre biomasa lignoceluldsica (paja de maiz). Andlisis de la
liberacion de glucosa a partir de biomasa sometida a una composicion enzimatica celulolitica
obtenida a partir de una cepa de M. thermophila que no expresa el gen cbh1 (Acbht), con
respecto a la cepa parental de M. thermophila . Todas las mediciones se analizaron por

duplicado y las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

Fig. 7. Esquema del plasmido 3 utilizado para expresar el gen cbh1 en M. thermophila.
Este plasmido contiene el promotor y terminador del gen cbh1, Pcbh1 y Tcbhi,

respectivamente. Y contiene ademas el marcador pyr4 para su seleccion.

Fig. 8. Esquema del plasmido 4 utilizado como base para el banco de mutantes de

cbh1. El gen cbh1 se clond en el plasmido 3 aguas abajo de su propio promotor (Pcbh1).

Fig. 9. Ejemplo de los resultados del screening en una placa de microtitulacion. En
cada placa del screening se representan cada uno de los transformantes frente a la cantidad
de glucosa liberada en unidades g/l. Como control, la cepa parental de M. thermophila que
expresa el gen cbh1 y la cepa delecionada de este gen (Acbh1). Todas las mediciones se

analizaron por duplicado y las barras de error corresponden a la desviacién estandar.

Fig. 10. Ensayo de hidrélisis sobre biomasa lignocelulésica (paja de maiz) de la cepa
de M. thermophila con la enzima Cbh1 mutante. Analisis de la liberacion de glucosa a
partir de biomasa sometida a una composicién enzimatica celulolitica obtenida a partir de
una cepa de M. thermophila que expresa el gen de la Cbh1 mutante (Cbh1 Mutante), con
respecto a la cepa parental de M. thermophila, y a la cepa que no la expresa (Acbh1). Todas

las mediciones se analizaron por duplicado y las barras de error corresponden a la
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desviacion estandar.

Fig. 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12 %) del céctel enzimatico
de la cepa parental (Carril 1), la cepa Acbh1 (carril 2) y la cepa que contiene la enzima

mutada (carril 3).

Fig. 12. Representacion esquematica del plasmido 5. Plasmido que contiene el gen cbh1

mutante en el residuo 209.

Fig. 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 7,5 %) donde se muestran
las enzimas Cbh1 nativa y el mutante Cbh1N209D purificadas. Carril 1: Marcador de

peso molecular; Carril 2: enzima Cbh1 nativa; Carril 3: enzima mutante Cbh1N209D.

Fig. 14. Estudio de pH 6ptimo de la proteina madura Cbh1N209D frente a la proteina
nativa Cbh1. Los tampones empleados para cada pH fueron: pH 4-6 Acetato sédico 200
mM, y pH 6,5-7 Fosfato sédico 200 mM. Todas las mediciones se analizaron por duplicado y

las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

Fig. 15. Estudio de estabilidad de la proteina madura Cbh1N209D frente a la proteina
nativa Cbh1. Actividad avicelasa de las muestras Cbh1 nativa y Cbh1N209D en las
condiciones del proceso de hidrolisis expresada en porcentajes. Todas las mediciones se

analizaron por duplicado y las barras de error corresponden a la desviacién estandar.

Fig. 16. Estudio de estabilidad de la proteina madura Cbh1N209D frente a la proteina
nativa Cbh1 visualizadas en SDS-PAGE desnaturalizante al 7,5 % de poliacrilamida
(Carril 1: Marcador de peso molecular; Carriles 2, 3, 4 y 5: Proteina Cbh1 nativa sin incubar,
e incubada durante 24, 48 o 72 h respectivamente; Carriles 6, 7, 8 y 9: Proteina mutante

Cbh1N209D sin incubar, e incubada durante 24, 48 o 72 h respectivamente).

Fig. 17. Liberacion de glucosa por coécteles producidos por M. thermophila Acbh1
suplementados con proteina Cbh1 nativa o con proteina Cbh1 mutante del residuo
N209. De izquierda a derecha se muestra la liberacién de glucosa por una cepa parental de
M. thermophila, cepa de M. thermophila Acbh1, la cepa anterior suplementada con (1) la

Cbh1 purificada de una cepa parental, (2) suplementada con la Cbh1N209D, (3) o con el
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mutante N209E. Todas las mediciones se analizaron por duplicado y las barras de error

corresponden a la desviacion estandar.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Delecion del gen cbh1 en Myceliophthora thermophila C1.

Para la construccion de una cepa Acbh1 en M. thermophila C1, lo primero fue la
construccion de un plasmido para delecionar el gen cbh1 (SEQ ID NO: 1). Dicho plasmido
contiene fragmentos aguas arriba y aguas abajo del gen cbh1 de tal forma que mediante
recombinacion homologa con el genoma de M. thermophila C1, se sustituya el gen cbh1 por
el marcador de seleccion clonado entre ambos fragmentos. El fragmento aguas arriba del
gen cbh1 se amplificé a partir de ADN gendmico de M. thermophila C1 (obtenido usando el
kit DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen) con ADN polimerasa iProof High-Fidelity (BioRad)
usando los oligonucledtidos 1 y 2 (SEQ ID NO: 10 y 11 respectivamente).

Oligonucledtido 1:
CCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGACGCTGCACTGTGGCACGACTACCAGTGATC (SEQ ID
NO: 10)

Oligonucledtido 2:
GCTGCAGCCCGGGGGATCCCCAGGCTAATTGTCGCGTCGCTTCGGACGGACA (SEQ ID
NO: 11)

Estos oligos incluyen las secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Xbal
y BamH|. De la misma forma se amplificd el fragmento aguas abajo del gen cbh7 con los

oligonucledtidos 3 y 4 (SEQ ID NO: 12 y 13 respectivamente).

Oligonucledtido 3:
CATGGTCATAGAATTCGATATCAACCTCTCTGAAGGAGGTTCTGAGACACGC (SEQ ID
NO: 12)

Oligonucledtido 4:
TGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGCTAGAAGAAGGGCGTAAATAAGAAGCTATAATAGC
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TT (SEQ ID NO: 13)

Estos oligonucledtidos incluyen las secuencias de reconocimiento de las enzimas de
restriccion EcoRV y Xhol. Las condiciones de amplificacién para ambos fragmentos fueron
un ciclo a 98 °C durante 30 segundos y 35 ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 64 °C
durante 30 segundos, 72 °C durante 45 segundos y 72 °C durante 10 minutos. Una vez
amplificados los fragmentos aguas arriba y aguas abajo del gen cbh1 de tamafos

correspondientes a 1400 pb cada fragmento, se clonaron en el vector plasmido 1 (Figura 1).

Este vector contiene como marcador de seleccion el gen amdS que confiere capacidad de
utilizar la acetamida como fuente de nitrégeno. En primer lugar, el fragmento amplificado
correspondiente al extremo 3" del gen (situado aguas abajo del mismo) se digirié con las
enzimas de restriccion EcoRV-Xhol y se clond en el vector plasmido 1 digerido previamente
con las mismas enzimas de restriccion. La mezcla de ligacion se transformé en células
electrocompetentes de Escherichia coli XL1Blue MRF siguiendo el protocolo proporcionado
por el fabricante (Stratagene). Una vez obtenido este plasmido se continué clonando el
extremo situado aguas arriba del gen cbh1. Para ello el fragmento correspondiente se digirid
con las enzimas de restriccion Xbal-BamH| y se clon6 en el plasmido donde previamente se
habia clonado el extremo aguas abajo. La mezcla de ligacion se transformd en células
electrocompetentes de Escherichia coli XL1Blue MRF siguiendo el protocolo proporcionado

por el fabricante (Stratagene). El plasmido obtenido (plasmido 2) se muestra en la Figura 2.

El ADN plasmidico para delecionar el gen cbh1 se linealiz6 mediante digestién con las
enzimas de restriccion Sacl y Xhol y se utilizé para transformar células de la cepa M.
thermophila C1 (Verdoes et al., 2007, Ind. Biotechnol., 3 (1)). Este ADN se introdujo en la
cepa huésped usando un método de transformacion en protoplastos (US7399627B2). Los
transformantes se sembraron en placas de agar conteniendo 0,6 g/l de acetamida (Merck).
Tras 5 dias de incubacion a 35 °C se analizaron una centena de transformantes que
expresaban el gen amdS, y por tanto eran capaces de crecer en presencia de acetamida
como Uunica fuente de nitrogeno. Los transformantes obtenidos fueron analizados
genéticamente para comprobar si el gen cbh1 habia sido sustituido por el marcador de
seleccion. Para ello se obtuvo ADN gendmico de los transformantes obtenidos (obtenido
usando el kit DNeasy Plant Mini20 Kit de Qiagen) y se realizaron distintas PCR de

comprobacion. La primera PCR se realizé la ADN polimerasa iProof High-Fidelity (BioRad)
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usando los oligonucleétidos 5 y 6 (SEQ ID NO: 14 y 15 respectivamente) para amplificar un

fragmento interno de cbh1 de 360 pb.

Oligonucledtido 5  AACAAGTGGGATACTTCGTACT (SEQ ID NO: 14)
Oligonucleodtido 6 ATCCATGGACACGAAGTAGAG (SEQ ID NO: 15)

Las condiciones de amplificacién fueron un ciclo a 95 °C durante 4 minutos y 30 ciclos de 95
°C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante 10 minutos. En este ejemplo se identifican aquellas células huésped que han sido
transformadas y que no expresan el gen cbh1 (amplificacién negativa) frente a aquellas
células huésped que expresan dicho gen (amplificacion positiva). Estos resultados de

amplificacion se muestran en la Figura 3.

Ejemplo 2. Evaluacién de la cepa M. thermophila C1 Acbh1.

Produccioén de cocteles enzimaticos

La produccidon de cocteles enzimaticos de la cepa parental y la cepa Acbh1 se realizd
siguiendo la metodologia descrita por Verdoes y col. 2007 y Visser y col., 2011, Ind.
Biotechnol. (3). Se produjeron dos cocteles enzimaticos diferentes; un coctel control y un
coctel Acbh1. El céctel control consistio en la mezcla de enzimas extracelulares producidas
por la cepa M. thermophila C1 no modificada en las condiciones de produccién descritas en
las referencias proporcionadas anteriormente. En la Figura 4 se muestra la electroforesis en
gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de las composiciones
enzimaticas con y sin Cbh1, en el que se observa la ausencia de una banda de

aproximadamente 66 KDa correspondiente a la enzima Cbh1 glicosilada.

Medida de actividad celobiohidrolasa de un coéctel enzimatico producido por M. thermophila

C1 Acbh1y su cepa parental

Las celobiohidrolasas (EC 3.2.1.9.1) catalizan la rotura de una molécula de celobiosa en dos
moléculas de glucosa. La actividad celobiohidrolasa de los cécteles parental y Acbh1 se
midié usando el sustrato Avicel (celulosa microcristalina). Para este ensayo de avicelasa las

mezclas de la reaccion enzimatica (1 ml volumen final) contienen 200 pL de tampdn acetato
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sodico (pH 5,0, 200 mM), 10 mg de Avicel, y 50 ug del coctel enzimatico. A esta mezcla se
le anadié 100 pg de enzima B-glucosidasa para la produccion de glucosa a partir de la
celobiosa generada por la actividad de las celobiohidrolasas presentes en ambos cécteles
enzimaticos. Esta mezcla se incub6 a 50 °C durante 120 minutos a 1400 rpm de agitacion.
La reaccion fue detenida incubando la mezcla 10 min a 99 °C. Posteriormente se procedio al
centrifugado de las muestras durante 5 min a 4000xg. Para una correcta medida de la
concentracion de glucosa producida en la reaccion enzimatica se empledé el método
enzimatico GOPOD (Glucosa oxidasa/peroxidasa) (Kit de determinacion enzimatica de
glucosa por el kit GOPOD, Megazyme) segun especificaciones del fabricante (Figura 5). Una
unidad de actividad de hidrélisis sobre Avicel se defini6 como la cantidad de enzima
equivalente a la liberacion de 1 pmol de celobiosa por minuto. La concentracion proteica de
los cocteles parental y Acbh1 fue cuantificada mediante el kit BCA AppliChem (Ref. A7787),
previo tratamiento de la muestra con el kit “Compat-Able Protein Assay Preparation Reagent
Set (Thermo Scientific Ref. 23215)”, ambos segun especificaciones del fabricante. Como se
observa en la figura 5, la cepa Acbh1 muestra menos actividad avicelasa que la cepa
parental, la actividad que mantiene es debida a otras celobiohidrolasas presentes en el

coctel.

Evaluacion de cepas huésped de M. thermophila que carecen de la celulasa Cbh1 frente a

las cepas parentales que si la contienen

Se comparo la liberacion de azucares fermentables de la cepa de M. thermophila C1 Acbh1
con su cepa parental. Como sustrato para la hidrélisis enzimatica se empled biomasa
pretratada de maiz (“pretreated corn stover”, o PCS). El pretratamiento se realiz6 mediante
un sistema de explosion de vapor (Nguyen et al., 1998, Appl. Biochem. Biotechnol. 70-72), y
su analisis composicional se efectué de acuerdo los procedimientos descritos por NREL en
“Standard Biomass AnalyticalProcedures”. Con objeto de su uso en la hidrdlisis, la biomasa
fue previamente neutralizada ajustandose a un pH de 5,5. Para el proceso de hidrdlisis
enzimatica se usaron frascos ISO de 100 ml con 20 g de la mezcla de reaccion al 20 % (p/p)
de solidos totales y suplementada con 12 mg de proteina por gramo de glucano del coctel
procedente de las cepas parental y Acbh1, respectivamente. Los frascos con la mezcla se
incubaron durante 72 h a 50 °C con una agitacién de 150 rpm en un incubador orbital de 25
mm de diametro (Infors HT). Una vez realizado el proceso, el contenido de glucosa en las

muestras resultantes del hidrolizado (slurry) se analizé mediante HPLC (Agilent
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Technologies, 1200 Series) usando un detector del indice de refraccion (DIR) y una columna
Aminex HPX-87 H).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6, donde se puede apreciar que la
delecion de la Cbh1 provoca un descenso en la capacidad de sacarificacion de

aproximadamente 20 %, con respecto al control que si expresa la Cbh1.

Ejemplo 3. Mutagénesis de cbh1. Construcciéon de un vector de expresion, mutagénesis,

amplificacion de los bancos con mutaciones en cbh1.

El gen cbh1 se amplific6 desde ADN gendmico con los oligonucleétidos 7 y 8 (SEQ ID NO:
16 y 17 respectivamente), en los que se incluyen secuencias de las enzimas de restriccion
Ndel y EcoRI en los extremos (Ndel en el extremo 5" y EcoRI en el extremo 3°) para

clonarse posteriormente en el vector de expresion plasmido 3.

Oligonucleodtido 7: (SEQ ID NO: 16): CCGACATATGAAGCAGTACCTCCAGTACCTCGC
Oligonucleotido 8: (SEQ ID NO: 17): GCTGAATTCTTAGACGTTGACAGTCGAGCCGATGG

Este vector de expresion, contiene aguas arriba la secuencia del promotor de cbh1 (Pcbh1,
1796 pb) y aguas abajo la secuencia terminadora del mismo gen (Tcbh1, 1009 pb) ademas
del gen pyr4 (numero de acceso en el NCBI XP_003666633.1) de la misma cepa como
marcador de seleccion. El gen pyr4 codifica una orotidina-5"-fosfato-decarboxilasa funcional
y su vector de expresion permite la complementacion de la auxotrofia de uridina en la
correspondiente cepa huésped M. thermophila C1 auxotréfica (pyr4). El vector de expresion

(plasmido 3) se muestra en la Figura 7.

El fragmento que contiene el gen cbh1 se digiri6 con las enzimas de restriccion Ndel y
EcoRl y se clond en el plasmido 3 digerido previamente con las mismas enzimas de
restriccion. El vector de expresion y el gen se ligaron y el producto de la union se transformo
en células electrocompetentes de Escherichia coli XL1Blue MRF. El plasmido final se

muestra en la Figura 8.

El gen cbh1 clonado en plasmido 3 se sometio a mutagénesis al azar mediante amplificacion

con PCR usando el kit de mutagénesis GeneMorph Il EZClone Domain Mutagenesis Kit
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(Agilent Technologies Inc.). La amplificacion mutagénica se realizd6 usando los

oligonucledtidos 9y 10 (SEQ ID NO: 18 y 19 respectivamente).

Oligonucleodtido 9 (SEQ ID NO: 18): GTGCTGATCCTCTTCCGTCCCATATG
Oligonucledtido 10 (SEQ ID NO: 19): CTCGAGGTCGACGGTATCGATAAG

El sistema GeneMorph Il EZClone Domain Mutagenesis permite diferentes tasas de
mutacion dependiendo de la cantidad de ADN diana y los ciclos de amplificaciéon usados
durante el proceso. Con estas premisas se generdé un banco de mutantes a una frecuencia
de mutacion entre 1 y 4,5 mutaciones/kb. La cantidad de ADN molde inicial fue 0,5 ug del
plasmido 4. Las condiciones para la reacciéon de amplificacion fueron un ciclo de 95 °C
durante un minuto, seguido de 25 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30
segundos y 72 °C durante 1,45 minutos. El termociclador se mantuvo a 72 °C durante 10
minutos, seguido de un ciclo de 12 °C. Los productos de PCR correspondiente a versiones
mutadas de cbh1 se purificaron en gel de agarosa con un kit de extraccién de gel QlAquick
(Qiagen) y se usaron como megacebadores en una segunda PCR para amplificar el
plasmido 4 completo usando las condiciones siguientes: un ciclo a 95 °C durante 1 minuto y
25 ciclos de 95 °C durante 50 segundos, 60 °C durante 50 segundos y 68 °C durante 24
minutos. Se realizé una digestion de las reacciones de amplificacion con Dpnl (10 U/ul)
durante 2 horas a 37 °C para eliminar el plasmido de expresion parental usado como diana
ya que Dpnl solo reconoce ADN metilado. Por tanto, solo los plasmidos amplificados durante

esta segunda reaccion de PCR permanecen tras la digestion con Dpnl.

Ambos bancos de mutaciones se transformaron en células ultracompetentes Escherichia coli
XL-10 Gold siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante (Agilent Technologies
Inc.) y se extrajo el ADN plasmidico con el kit Plasmid Maxi (Omega bio-tek, Inc.) a partir de

un total de 7000 colonias transformadas con ambos bancos de mutantes.

Ejemplo 4. Transformacion de los bancos de mutantes de cbh1 en Myceliophthora

thermophila C1 y seleccion de una version mejorada de cbh1.

El ADN plasmidico de los bancos de mutantes de cbh7 se introdujo en la cepa huésped M.
thermophila pyr4 usando un método de transformacion en protoplastos (US7399627B2). Los

transformantes se sembraron en placas de agar sin suplemento de uridina. Tras 5 dias de
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incubaciéon a 35 °C se analizaron los transformantes prototréficos resultantes mediante
ensayos de sacarificacion en formato de alto rendimiento o high throughput screening
(US7794962B2) en placas de 96 pocillos.

El objetivo de la seleccion o screening era identificar las versiones mutadas de cbh7 con alta
liberacion de glucosa. En la Figura 9 se muestra un ejemplo de los resultados de liberacién
de glucosa en una placa de microtitulaciéon obtenida durante la seleccién. Todos los
transformantes que liberaban de media una cantidad de glucosa mayor que dos veces la
desviacién estandar, con respecto a la producida por el control, se confirmaron en un

segundo ensayo en placas de microtitulacion.

Algunos de los transformantes positivos se confirmaron mediante fermentacién a escala de
matraz, y la produccion de los coctel enzimaticos de interés y su evaluacion por
sacarificacion de biomasa pretratada fueron realizados tal y como se ha indicado

previamente.

La Figura 10 muestra los resultados de liberacion de glucosa a partir de biomasa sometida a
la composicion enzimatica obtenida a partir de la célula de M. thermophila que exprexa el
gen de la Cbh1 mutante con respecto a la cepa parental y a la cepa de que no expresa la
enzima (Acbh1), donde puede apreciarse un mayor rendimiento de sacarificacion por parte
de la mezcla conteniendo la Cbh1 mutante. Las electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) de los cdcteles producidos por la cepa parental, la cepa que

no expresa la enzima y la cepa que expresa la Cbh1 mutante pueden verse en la Figura 11.

Para determinar la secuencia del gen cbh1 expresado, se amplificd el fragmento de ADN
correspondiente al gen cbh1 mutante a partir del ADN gendmico usando los oligonucleotidos
9y 10 (SEQ ID NO: 18 y 19 respectivamente).

Los oligonucledtidos 9 y 10 se usaron para amplificar el casete Pcbh7-cbh1 usando ADN
genomico de los transformantes seleccionados por su mayor actividad en sacarificacion
(obtenido usando el kit DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen) con la ADN polimerasa iProof
High-Fidelity (BioRad). La amplificacién se realizé mediante un ciclo a 98 °C durante 2
minutos y 35 ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 72 °C

durante 2,15 minutos. El termociclador se mantuvo a 72 °C durante 10 minutos, seguido de
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un ciclo de mantenimiento a 12 °C. El fragmento de ADN amplificado se digirié con las
enzimas de restriccion Ndel y EcoRl y se clon6 en plasmido 3 digerido previamente con las
mismas enzimas de restriccion. La mezcla de ligacion se transformd en células
electrocompetentes de Escherichia coli XL1Blue MRF siguiendo el protocolo proporcionado

por el fabricante (Stratagene).

Ambas cadenas de las versiones del gen cbh1 mutadas se secuenciaron por el método
Sanger. El gen mutado mostré la mutacion puntual que implicada el cambio de una adenina
(en la posicién +692) de la secuencia de nucleétidos de cbh1 nativo SEQ ID NO: 1, por una
guanina, resultando la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 4. Esa secuencia codifica
para una proteina SEQ ID NO: 5 en la que la asparragina (N) en el residuo 209 de la
proteina nativa de SEQ ID NO: 2 se habia intercambiado por acido aspartico (D). El
plasmido 5 (Figura 12) se transformé en M. thermophila C1 con el fin de confirmar el

fenotipo de mejora de liberacién de glucosa.

Ejemplo 5. Analisis comparativo de la proteina purificada Cbh1N209D frente a la proteina
nativa Cbh1.

Purificacion de las enzimas Cbh1 nativa y del mutante Cbh1N209D

Tanto la enzima nativa Cbh1 madura (SEQ ID NO: 3) como la proteina madura de
Cbh1N209D (SEQ ID NO: 6) se purificaron usando una cromatografia de intercambio i6nico.
Las muestras se prepararon centrifugando los caldos extracelulares a 21.000xg durante 45
minutos. Los sedimentos se descartaron y los sobrenadantes se filtraron a través de un filtro
de nylon de 0,45 ym (VWR). Las preparaciones enzimaticas resultantes y diluidas 1:2 en
H,O desionizada tipo | (muestras de 5 g) se introdujeron en una columna HiLoad 26/10 Q-
Sepharose HP (GE Healthcare) equilibrada con el tampén Tris-HCI 50 mM, a pH 7,0. La
columna se lavé con el tampon de partida y las proteinas unidas eluyeron con un gradiente
de NaCl a un caudal de 5 ml min™ usando un perfil de elucién lineal de 0 a 30 %. Las
distintas muestras obtenidas durante la elucion fueron analizadas en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes. Se seleccionaron aquellas fracciones enriquecidas en la banda esperada
de 66 KDa, y que mostraron actividad avicelasa. A las fracciones anteriormente escogidas
se les afiadio sulfato amoénico al 30 % y fueron introducidas en una columna de interaccién

hidrofébica HiLoad 26/10 Phenyl-Sepharose HP (GE Healthcare), previamente equilibrada
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con el tampén Fosfato sédico 100 mM, 1 M sulfato amoénico, a pH 7,0. La columna se lavo
con el tampdn de partida y las proteinas unidas eluyeron con un gradiente descendente de
Sulfato aménico a un caudal de 5 ml min™ usando un perfil de elucién lineal de 0 a 100 %.
Se obtuvieron muestras de las proteinas Cbh1 parental y mutante Cbh1N209D con un grado

de pureza > 95 %.
Como se muestra en la figura 13, tras una electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) tanto la proteina Cbh1 parental como la mutante Cbh1N209D muestran la

misma masa molecular.

Caracterizacion de pH 6ptimo de la enzima Cbh1N209D

Para la determinacion del pH éptimo de la proteina Cbh1N209D frente a la proteina Cbh1
nativa, se utilizoé el ensayo avicelasa variando el tampodn para cambiar el pH de la reaccion.
En este caso, se emplearon tampones similares para el estudio de la actividad de dichas
enzimas en una franja de pH de 4-7. Los valores de actividad avicelasa fueron
representados como porcentaje relativo en comparacion con la mayor actividad obtenida en

cada caso.

Como se observa en la figura 14, ambas proteinas mostraron una franja de pH 6ptimo

similar en presencia de avicel y un maximo de actividad a pH 4,5-5.

Caracterizacion de la estabilidad de la enzima Cbh1N209D durante el proceso de

sacarificacion de biomasa

La estabilidad de las enzimas Cbh1 y de Cbh1N209D purificadas se analizé en condiciones
del proceso de hidrdlisis mediante el ensayo de avicel. Para la determinacion de la
estabilidad a lo largo de este proceso, las enzimas purificadas se diluyeron a la misma
concentracion en tampon acetato sédico 200 mM pH 5, y fueron incubadas con una
agitacion de 150 rpm en un incubador orbital de 25 mm de diametro (Infors HT) durante 72 h
a 50 °C, tomandose muestras a 0, 24,48 y 72 h.

Posteriormente se realizaron ensayos de avicelasa, y la actividad se representd como

porcentaje relativo en comparacion con la actividad de la muestra inicial. Las muestras de
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los distintos tiempos del proceso fueron también analizadas mediante gel desnaturalizante
SDS-PAGE. Como se observa en la figura 15, ambas proteinas retuvieron el 100 % de su
actividad durante todo este proceso descrito, lo que coincide con el patron observado en el
gel de poliacrilamida (figura 16) en el que se confirma que ninguna de las dos proteinas

sufre aparentemente ninguna variacion.

Ejemplo 6. Evaluacion de la enzima mutante Cbh1N209D en comparacion con la enzima
Cbh1 silvestre de M. thermophila C1.

Se comparo la liberacion de azucares fermentables de la cepa de M. thermophila C1 Acbh1
suplementada con la enzima mutante Cbh1N209D, frente a la misma cepa suplementada
con la proteina Cbh1 parental. Como se indica anteriormente, se empled biomasa pretratada
de maiz (“pretreated corn stover’, o PCS) como sustrato para la hidrdlisis enzimatica, y se
realizé el proceso de hidrodlisis usandose una mezcla de reaccion al 20 % (p/p) de sélidos
totales y suplementada con 12 mg de proteina/g glucano en el caso de los cocteles
procedentes de las cepas parental y Acbh1, y con 9,6 mg/g glucano mas 2,4 mg/g glucano
de la proteina purificada correspondiente en cada caso. Los tubos con la mezcla se
incubaron durante 72 h a 50 °C con una agitacién de 150 rpm en un incubador orbital de 25
mm de diametro (Infors HT). Una vez finalizado el proceso, el contenido de glucosa en las
muestras resultantes del hidrolizado (slurry) se analizé6 mediante HPLC como se ha indicado

previamente.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 17, donde se puede apreciar que la
adicion de la proteina Cbh1N209D libera aproximadamente 4 % mas de glucosa que la
proteina parental. La adicidon de una proteina en la que el cambio de aminoacido N209 se
realizé por otro aminoacido acido (N209E), produjo un aumento en la liberacion de glucosa

de 7 % con respecto a la proteina parental.
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de celobiohidrolasa 1 que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de secuencia de al menos un 80% con la SEQ ID NO: 2 y
comprende una sustitucion de aminoacido en la posicion N209 correspondiente a las
posiciones 1 a 526 de la SEQ ID NO: 2, donde dicha sustitucion es por un aminoacido acido
y donde la variante de celobiohidrolasa 1 tiene mayor actividad celobiohidrolasa en

comparacion con la celobiohidrolasa 1 que consiste en la SEQ ID NO: 3.

2. La variante de celobiohidrolasa 1 de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde la
sustitucion del aminoacido es N209D 6 N209E.

3. La variante de celobiohidrolasa 1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1

6 2, que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6 6 SEQ ID NO: 9.

4, La variante de celobiohidrolasa 1 de acuerdo con la reivindicacién 3, que consiste en
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6 6 SEQ ID NO: 9.

5. La variante de celobiohidrolasa 1 de acuerdo con la reivindicacién 3, que consiste en
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5 6 SEQ ID NO: 8.

6. Una secuencia de acido nucleico aislada que codifica la variante de celobiohidrolasa

1 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Una secuencia de acido nucleico aislada complementaria a la secuencia de acido

nucleico de acuerdo con la reivindicacion 6.

8. Una construccion génica que comprende la secuencia de acido nucleico de acuerdo

con cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7.

9. La construccion génica de la reivindicacion 8, donde la construccién génica es un

vector de expresion.

10. Una célula huésped que comprende la construccion génica de acuerdo con
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cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9.

11. La célula huésped de la reivindicacion 10, donde dicha célula es Myceliophthora

thermophila C1.

12. Una composicion enzimatica que comprende la variante de celobiohidrolasa 1 de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

13. La composicién enzimatica de la reivindicacién 12, que ademas comprende otras

enzimas celuloliticas.

14. La composicion enzimatica de acuerdo con la reivindicacién 13, donde las otras
enzimas celuloliticas se seleccionan de la lista que consiste en: endoglucanasas, beta-
glucosidasas, celobiohidrolasas, beta-xilosidasas, xiloglucanasas, polisacarido

monooxigenasas, xilanasas, arabinofuranosidasas o cualquier combinacion de las mismas.

15. La composiciéon enzimatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 a
14 que ademas comprende la célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 u
11.

16. Un procedimiento para producir azucares fermentables a partir de biomasa

celulésica, que comprende:

a. Incubar biomasa celuldsica con la variante de celobiohidrolasa 1 segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, con la célula huésped de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 10 u 11 o con la composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 12a 15,y

b. Recuperar los azucares fermentables obtenidos tras la incubacion en la etapa (a).

17. Un procedimiento para producir un bioproducto a partir de biomasa celuldsica que

comprende:

a. Incubar biomasa celulésica con la variante de celobiohidrolasa 1 segun con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, con la célula huésped de acuerdo con cualquiera de
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las reivindicaciones 10 u 11 o con la composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 15,

b. Fermentar los azucares fermentables obtenidos tras la incubacion de la etapa (a) con
al menos un microorganismo fermentador, y

C. Recuperar el bioproducto obtenido tras la fermentacion en la etapa (b).

18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, donde el bioproducto es etanol.
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Figura 2
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10

Cepa parental Acbh1

Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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<110>
<120>
<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 1
atgtacgcca

ES18
19

1
1648
DNA
Myce

tgcactctga
agctgcacca
accgatagcg
ggtccttctt
atcaccacga
aacatcggct
tcgcacccgg
ccagctcctc
caatggcgcc
caacaaggca
caagttcatc
cgccggceacg
catggccgcc
cgactcgtgc
atgcgacttc
cgacacgacc
ctccgagatc
catcccgggc
cttcggcgac
cgcggggcecc
gctcgactcc
ccccaccacc
cttctccaac
cagcggcaac

atcctccggt

61.44

Tiophthora

agttcgcgac
ccgctgagaa
gcgtccaggg
ccaccaactg
gcgcctccaa
gcggtaactc
cgcgtaccta
ccgccgggag
ggcaacgagt
ctctacttcg
ggtgccaagt
aacggcgagg
ggcaagtacg
gccttcactc
ggcggtacct
aactcgtacc
aagaagatca
aagcggttct
gtcgagggca
gtgaccgact
atggtcctcg
acctggccca
tcgggcgtcc
atccgcttcg
cccaacccgc

tccteecggcec

ES 2 589 186 Bl

LISTADO DE SECUENCIAS

PatentIn version 3.5

thermophila

cctcgccgcec
ccacccctcg
ttccatcacc
ctacgagggc
gtgctgcatc
cctgaacctc
cctgatggag
atgatggcgc
tcaccttcga
tgtccatgga
acggtaccgg
ccaacgtaga
gcagctgctg
cccacccttg
acagcaccga
gccagggcaa
cggtcgtcac
acgtccagaa
actccatcac
tccaggacaa
tcatgtccat
tcgacggcgc
ccgctgaggt
gccccatcgg

ccgtcagctc

cgactggcgg

cttgtggctg
ctgacgtggt
atcgacgcca
aacaagtggg
gacggcgctg
aagttcgtca
agcgacacca
ccagcccgct
tgtcgacgtc
tgccgatggt
ctactgtgat
gaactggcag
ctccgagatg
caccgtgatc
ccgctatgcec
caagaccttc
ccagttcctc
cggcaaggtc
ccaggactgg
gggcggcatg
ctgggacgac
cggcaagccg
cgaggccgag
ctccaccgtc
gtccaccccg

cacgggtgtc

ABENGOA BIOENERGIA NUEVAS TECNOLOGIAS, S.A.

"VARIANTES MEJORADAS DE CELOBIOHIDROLASA 1"

gcgccgcetgce
ccaagtgcac
actggcggtg
atacttcgta
actactcgag
ccaagggcca
agtaccagag
gacgcgaatg
tccaacctcg
ggcatgtcca
tctcagtgcc
agctcgacca
gacgtctggg
ggccagtcgc
ggcatctgcg
tacggcaagg
aagaactcgg
atccccaact
tgcgaccgcec
gtccagatgg
cacgccgtca
ggcgccgagce
gcccccaact
tccggectge
gtcccctect

gctaagcact

Pagina 1

tcagaacgcc
gtctggeggc
gactcaccgg
ctgcagcgat
cacctatggc
gtactcgacc
taagttcctc
acacagtgtt
gctgcggect
agtactcggg
cccgcgacct
acgatgccaa
aggccaacaa
gctgcgaggg
accccgacgg
gcatgacggt
ccggcgagcet
ccgagtccac
agaaggccgc
gcaaggccct
acatgctctg
gcggtgectg
ccaacgtcat
ccgacggcgg
cgtccaccac

atgagcaatg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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cggaggaatc gggttcactg gccctaccca gtgcgagagc ccctacactt gcaccaagct 1620
gaatgactgg tactcgcagt gcctgtaa 1648
<210> 2

<211> 526

<212> PRT

<213> Myceliophthora thermophila

<220>

<221> SIGNAL

<222> ()..@Aa7»n

<400> 2

Met Tyr Ala Lys Phe Ala Thr Leu Ala Ala Leu val Ala Gly Ala Ala
1 5 10 15

Ala Gln Asn Ala Cys Thr Leu Thr Ala Glu Asn His Pro Ser Leu Thr
20 25 30

Trp Ser Lys Cys Thr Ser Gly Gly Ser Cys Thr Ser val Gln Gly Ser
35 40 45

Ile Thr Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Thr His Arg Thr Asp Ser Ala
50 55 60

Thr Asn Cys Tyr Glu Gly Asn Lys Trp Asp Thr Ser Tyr Cys Ser Asp
65 70 75 80

Gly Pro Ser Cys Ala Ser Lys Cys Cys Ile Asp Gly Ala Asp Tyr Ser
85 90 95

Ser Thr Tyr Gly Ile Thr Thr Ser Gly Asn Ser Leu Asn Leu Lys Phe
100 105 110

val Thr Lys Gly GIn Tyr Ser Thr Asn Ile Gly Ser Arg Thr Tyr Leu
115 120 125

Met Glu Ser Asp Thr Lys Tyr GIn Met Phe Gln Leu Leu Gly Asn Glu
130 135 140

Phe Thr Phe Asp val Asp val Ser Asn Leu Gly Cys Gly Leu Asn Gly
145 150 155 160

Ala Leu Tyr Phe val Ser Met Asp Ala Asp Gly Gly Met Ser Lys Tyr
165 170 175

Ser Gly Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser

Gln Cys Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Glu Ala Asn val Glu
195 200 205

Asn Trp GIn Ser Ser Thr Asn Asp Ala Asn Ala Gly Thr Gly Lys Tyr
Pagina 2



Lys

Thr

305

Ser

Asp

val

385

Ser

Ala

Pro

Ser

Pro

465

Gly

210

Ser

Ala

Gly

Cys

Thr

290

val

Lys

Thr

Arg

Thr

Cys

Asn

Thr

450

val

Ser

Cys

Phe

Asp

Asp

Phe

val

Arg

Met

Ser

Trp

Pro

Ser

435

val

Ser

Ser

Cys

Thr

Ser

260

Pro

TYyr

Thr

Phe

Pro

340

Lys

val

Pro

Thr

420

Asn

Ser

Ser

Gly

Ser

Pro

245

Cys

Asp

Gly

Gln

TYyr

325

Gly

Ala

Gln

Trp

Ile

405

Thr

val

Gly

Ser

Pro
485

Glu

230

Gly

Gly

Lys

Phe

310

val

val

Ala

Met

Asp

390

Asp

Ser

Leu

Thr
470

Thr

215

Met

Pro

Gly

cys

Gly

Leu

Gln

Glu

Phe

Gly

Asp

Gly

Gly

Phe

Pro

455

Pro

Gly

Asp

Cys

Thr

Asp

280

Met

Lys

Asn

Gly

Gly

Lys

Ala

val

Ser

440

Asp

val

Gly

ES 2 589 186 Bl

val

Thr

Tyr

Phe

Thr

Asn

Gly

Asn

345

Asp

Ala

Ala

Gly

Pro

425

Asn

Gly

Pro

Thr

Trp

val

250

Ser

Asn

val

Ser

Lys

Ser

val

Leu

val

Lys

Ala

Gly

Ser

Gly
490

220

Glu Ala
235

Ile Gly
Thr Asp
Ser Tyr
Asp Thr

300

Ala Gly

315

val Ile

ITe Thr

Thr Asp

Ala Gly

Asn Met

395

Pro Gly

Glu val

Arg Phe

Ser Gly

Ser Ser

475

val Ala

Pagina 3

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

Glu

Pro

Gln

Phe

365

Pro

Leu

Ala

Glu

Thr

Lys

Asn

Ser

Tyr

270

Gln

Lys

Leu

Asn

Met

Trp

Glu

Ala

430

Pro

Pro

Thr

His

Met

Arg

Ala

Gly

Lys

Ser

ser

335

Trp

Asp

val

Leu

Arg

Glu

Ile

Asn

Ser

Tyr

Ala
240
Cys

Gly

Asn

Glu

320

Glu

Cys

Lys

Leu

Gly

Ala

Gly

Pro

Ser
480



Gln Cys Gly Gly Ile Gly Phe Thr
500

ES 2 589 186 Bl

Gly
505

Tyr Thr Cys Thr Lys Leu Asn Asp Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

515

3
509
PRT

520

Myceliophthora thermophila

3

Gln Asn Ala Cys
1

Ser

Thr

Asn

Pro

65

Thr

Thr

Glu

Thr

Leu

145

Gly

Cys

Trp

Ser

Lys

Tyr

Lys

Ser

Phe

130

Tyr

Asn

Pro

Gln

Cys
210

Cys

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Gly

Asp

Phe

Lys

Arg

Ser

195

Cys

Thr

20

Ala

Glu

Ala

Ile

Gln

100

Thr

val

val

Ala

Asp

180

Ser

Ser

Thr Leu
5
Ser Gly
Asn Trp
Gly Asn
Ser Lys
Thr Thr
85
Tyr Ser
Lys Tyr
Asp val
Ser Met
150
Gly Ala
Leu Lys

Thr Asn

Glu Met

Thr Ala Glu

Gly

Arg

cys

Ser

Thr

Gln

Ser

135

Asp

Lys

Phe

Asp

Asp
215

Ser

Trp

40

Trp

Cys

Gly

Asn

Met

120

Asn

Ala

Tyr

Ile

Ala

200

val

Cys

Thr

Asp

Ile

Asn

Ile

105

Phe

Leu

Asp

Gly

Asn

185

Asn

Trp

Pro

Tyr

Asn

10

Thr

His

Thr

Asp

ser

90

Gly

Gln

Gly

Gly

Thr

170

Gly

Ala

Thr

Ser

His

Ser

Arg

Ser

Gly

75

Leu

Ser

Leu

Cys

Gly

Glu

Gly

Gln

Gln

Pro

val

Thr

Tyr

Ala

Asn

Arg

Leu

Gly

Met

Tyr

Ala

Thr

Glu Ala Asn

220

Pagina 4

Cys

Cys
525

Ser

Gln

Asp

45

Cys

Asp

Leu

Thr

Gly

Leu

Ser

Cys

Asn

Gly

Asn

Glu Ser Pro

510

Leu

Leu

Gly

30

Ser

Ser

Tyr

Lys

Tyr

110

Asn

Asn

Lys

Asp

val

190

Lys

Met

Thr

15

Ser

Ala

Asp

Ser

Phe

95

Leu

Glu

Gly

Tyr

Ser

175

Glu

Tyr

Ala

Trp

Ile

Thr

Gly

Ser

80

val

Met

Phe

Ala

Ser

160

Gln

Asn

Gly

Ala



ES 2 589 186 Bl

Ala Phe Thr Pro His Pro Cys Thr val Ile Gly Gln Ser Arg Cys Glu

225 230 235 240

Gly Asp Ser Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Thr Asp Arg Tyr Ala Gly Ile
245 250 255

Cys Asp Pro Asp Gly Cys Asp Phe Asn Ser Tyr Arg Gln Gly Asn Lys
260 265 270

Thr Phe Tyr Gly Lys Gly Met Thr val Asp Thr Thr Lys Lys Ile Thr
275 280 285

val val Thr Gln Phe Leu Lys Asn Ser Ala Gly Glu Leu Ser Glu Ile
290 295 300

Lys Arg Phe Tyr val Gln Asn Gly Lys val Ile Pro Asn Ser Glu Ser
305 310 315 320

Thr Ile Pro Gly val Glu Gly Asn Ser Ile Thr Gln Asp Trp Cys Asp
325 330 335

Arg Gln Lys Ala Ala Phe Gly Asp val Thr Asp Phe GIn Asp Lys Gly
340 345 350

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

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

Thr Trp Pro Ile Asp Gly Ala Gly Lys Pro Gly Ala Glu Arg Gly Ala
385 390 395 400

Cys Pro Thr Thr ser Gly val Pro Ala Glu val Glu Ala Glu Ala Pro
405 410 415

Asn Ser Asn val Ile Phe Ser Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile Gly Ser
420 425 430

Thr val Ser Gly Leu Pro Asp Gly Gly Ser Gly Asn Pro Asn Pro Pro
435 440 445

val Ser Ser Ser Thr Pro val Pro Ser Ser Ser Thr Thr Ser Ser Gly
450 455 460

Ser Ser Gly Pro Thr Gly Gly Thr Gly val Ala Lys His Tyr Glu GIn
465 470 475 480

Cys Gly Gly 1Ile Gly Phe Thr Gly Pro Thr GIn Cys Glu Ser Pro Tyr
485 490 495

Pagina 5
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Thr Cys Thr Lys Leu Asn Asp Trp Tyr Ser Gln Cys Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

DNA

4
1648

500

de SEQ ID NO:

<400> 4
atgtacgcca

tgcactctga
agctgcacca
accgatagcg
ggtccttctt
atcaccacga
aacatcggct
tcgcacccgg
ccagctcctc
caatggcgcc
caacaaggca
caagttcatc
cgccggceacg
catggccgcc
cgactcgtgc
atgcgacttc
cgacacgacc
ctccgagatc
catcccgggc
cttcggcgac
cgcggggecc
gctcgactcc
ccccaccacc
cttctccaac
cagcggcaac
atcctccggt
cggaggaatc

gaatgactgg

agttcgcgac
ccgctgagaa
gcgtccaggg
ccaccaactg
gcgcctccaa
gcggtaactc
cgcgtaccta
ccgccgggag
ggcaacgagt
ctctacttcg
ggtgccaagt
aacggcgagg
ggcaagtacg
gccttcactc
ggcggtacct
aactcgtacc
aagaagatca
aagcggttct
gtcgagggca
gtgaccgact
atggtcctcg
acctggccca
tcgggcgtcc
atccgcttcg
cccaacccgc
tcctccggcec
gggttcactg

tactcgcagt

Secuencia Artificial

cctcgccgcec
ccacccctcg
ttccatcacc
ctacgagggc
gtgctgcatc
cctgaacctc
cctgatggag
atgatggcgc
tcaccttcga
tgtccatgga
acggtaccgg
ccaacgtaga
gcagctgctg
cccacccttg
acagcaccga
gccagggcaa
cggtcgtcac
acgtccagaa
actccatcac
tccaggacaa
tcatgtccat
tcgacggcgc
ccgctgaggt
gccccatcgg
ccgtcagctc
cgactggcgg
gccctaccca

gcctgtaa

505

cttgtggctg
ctgacgtggt
atcgacgcca
aacaagtggg
gacggcgctg
aagttcgtca
agcgacacca
ccagcccgct
tgtcgacgtc
tgccgatggt
ctactgtgat
ggactggcag
ctccgagatg
caccgtgatc
ccgctatgcec
caagaccttc
ccagttcctc
cggcaaggtc
ccaggactgg
gggcggcatg
ctgggacgac
cggcaagccg
cgaggccgag
ctccaccgtc
gtccaccccg

cacgggtgtc

gtgcgagagc

Pagina 6

Polinucledtido que codifica para la preproteina

gcgccgcetgce
ccaagtgcac
actggcggtg
atacttcgta
actactcgag
ccaagggcca
agtaccagag
gacgcgaatg
tccaacctcg
ggcatgtcca
tctcagtgcc
agctcgacca
gacgtctggg
ggccagtcgc
ggcatctgcg
tacggcaagg
aagaactcgg
atccccaact
tgcgaccgcec
gtccagatgg
cacgccgtca
ggcgccgagce
gcccccaact
tccggectge
gtcccctect
gctaagcact

ccctacactt

mutante Cbh1N209D

tcagaacgcc
gtctggcggc
gactcaccgg
ctgcagcgat
cacctatggc
gtactcgacc
taagttcctc
acacagtgtt
gctgcggect
agtactcggg
cccgcgacct
acgatgccaa
aggccaacaa
gctgcgaggg
accccgacgg
gcatgacggt
ccggcgagct
ccgagtccac
agaaggccgc
gcaaggccct
acatgctctg
gcggtgectg
ccaacgtcat
ccgacggcgg
cgtccaccac
atgagcaatg

gcaccaagct

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1648



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

5
526
PRT

Secuencia Artificial

ES 2 589 186 Bl

Preproteina de la Cbhl mutante Cbh1N209D

SIGNAL

(L..an

5

Met Tyr Ala Lys
1

Ala

Trp

Ser

val

Met

Phe

145

Ala

Ser

GlIn

Asp

Gln

Ser

Thr

50

Asn

Pro

Thr

Thr

Glu

130

Thr

Leu

Gly

Cys

Trp

Asn Ala

20

Lys Cys

Ile Asp

Cys Tyr

Ser Cys

Tyr Gly

Lys Gly

Ser Asp

Phe Asp

Tyr Phe

Asn Lys

Pro Arg

195

Gln Ser

Phe

Cys

Thr

Ala

Glu

Ala

85

Gln

Thr

val

val

165

Ala

Asp

Ser

Ala

Thr

Ser

Asn

Gly

70

Ser

Thr

Tyr

Lys

Gly

Leu

Thr

Thr

Leu

Gly

Trp

55

Asn

Lys

Thr

Ser

TYyr

135

val

Met

Ala

Lys

Asn
215

Leu

Thr

Gly

40

Arg

Lys

cys

Ser

Thr

120

Gln

Ser

Asp

Lys

Phe

200

Asp

Ala

Ala

25

Ser

Trp

Trp

Cys

Met

Asn

Ala

Tyr

Ile

Ala

Ala

10

Glu

Cys

Thr

Asp

Ile

90

Asn

Phe

Leu

Asp

170

Gly

Asn

Asn

Leu val

Asn His

Thr Ser

His Arg

60

Thr Ser

75

Asp Gly

Ser Leu

Gly ser

Gln Leu

140

Gly Cys

Gly Gly

Thr Gly

Gly Glu

Ala Gly
220

Pagina 7

Ala

Pro

val

45

Thr

Tyr

Ala

Asn

Arg

Leu

Gly

Met

Tyr

Ala

205

Thr

Gly

ser

30

Gln

Asp

Cys

Asp

Leu

110

Thr

Gly

Leu

Ser

Cys

Asn

Gly

Ala

15

Leu

Gly

Ser

Ser

Tyr

95

Lys

Tyr

Asn

Asn

Lys

Asp

val

Lys

Ala

Thr

Ser

Asp

80

Ser

Phe

Leu

Glu

Gly

Tyr

Ser

Tyr



Gly

Ala

Glu

Lys

Thr

305

Ser

Asp

Gly

val

385

Ser

Ala

Pro

Ser

Pro
465

Ser

Ala

Gly

Cys

Thr

290

val

Lys

Thr

Arg

Gly

Met

Thr

Cys

Asn

Thr

450

val

Ser

Cys

Phe

Asp

Asp

Phe

val

Arg

Met

Ser

Trp

Pro

Ser

435

val

Ser

Ser

Cys

Thr

Ser

260

Pro

TYyr

Thr

Phe

Pro

340

Lys

val

Pro

Thr

420

Asn

Ser

Ser

Gly

Ser

Pro

245

Cys

Asp

Gly

Gln

TYyr

325

Gly

Ala

Gln

Trp

Ile

405

Thr

val

Gly

Ser

Pro
485

Glu

230

His

Gly

Gly

Lys

Phe

310

val

val

Ala

Met

390

Asp

Ser

Leu

Thr
470

Thr

Met

Pro

Gly

cys

Gln

Glu

Phe

Gly

Asp

Gly

Gly

Phe

Pro

455

Pro

Gly

Asp

cys

Thr

Asp

280

Met

Lys

Asn

Gly

Gly

Lys

His

Ala

val

Ser

440

Asp

val

Gly

ES 2 589 186 Bl

val

Thr

Tyr

Phe

Thr

Asn

Gly

Asn

345

Asp

Ala

Ala

Gly

Pro

425

Asn

Gly

Pro

Thr

Trp

val

250

Ser

Asn

val

Ser

Lys

Ser

val

Leu

val

Lys

Ala

Gly

Ser

Gly
490

Glu

235

Ile

Thr

Ser

Asp

Ala

315

val

Ile

Thr

Ala

Asn

395

Pro

Glu

Arg

Ser

Ser

475

val

Ala

Gly

Asp

Tyr

Thr

300

Gly

Ile

Thr

Asp

Gly

Met

Gly

val

Phe

Gly

Ser

Ala

Pagina 8

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

Glu

Pro

Gln

Phe

365

Pro

Leu

Ala

Glu

Thr

Lys

Asn

Ser

Tyr

270

Gln

Lys

Leu

Asn

Met

Trp

Glu

Ala

430

Pro

Pro

Thr

His

Met

Arg

Ala

Gly

Lys

Ser

ser

335

Trp

Asp

val

Leu

Arg

Glu

Ile

Asn

Ser

Tyr

Ala
240
Cys

Gly

Asn

Glu

320

Glu

Cys

Lys

Leu

Gly

Ala

Gly

Pro

Ser

480

Glu



Gln Cys Gly Gly Ile Gly Phe Thr
500

ES 2 589 186 Bl

Gly Pro Thr Gln Cys Glu Ser Pro

505

510

Tyr Thr Cys Thr Lys Leu Asn Asp Trp Tyr Ser Gln Cys Leu
515 520

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6
5
P

09
RT

Secuencia Artificial

Proteina

6

Gln Asn Ala Cys

1

Ser

Thr

Asn

Pro

65

Thr

Thr

Glu

Thr

Leu

145

Gly

Cys

Trp

Lys

Tyr

Lys

Ser

Phe

130

Tyr

Asn

Pro

Gln

Cys

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Gly

Asp

Phe

Lys

Arg

Ser
195

Thr

20

Ala

Glu

Ala

Gln

100

Thr

val

val

Ala

Asp

180

Ser

madura CbhIN209D

Thr

5

Ser

Asn

Gly

Ser

Thr

85

Tyr

Lys

Asp

Ser

Thr

Leu

Gly

Trp

Asn

Lys

Thr

Ser

Tyr

val

Met

150

Ala

Lys

Asn

Thr Ala Glu

Gly

Arg

cys

Ser

Thr

Gln

Ser

135

Asp

Lys

Phe

Asp

Ser

Trp

40

Trp

Cys

Gly

Asn

Met

120

Asn

Ala

Tyr

Ala
200

Cys

Thr

Asp

Asn

Ile

105

Phe

Leu

Asp

Gly

Asn

185

Asn

Asn

10

Thr

His

Thr

Asp

ser

90

Gly

Gln

Gly

Gly

Thr

170

Gly

Ala

His

Ser

Arg

Ser

Gly

75

Leu

Ser

Leu

Cys

Gly

Glu

Gly

Pro

val

Thr

Tyr

Ala

Asn

Arg

Leu

Gly

Met

Tyr

Ala

Thr

Pagina 9

525

Ser

Gln

Asp

45

Cys

Asp

Leu

Thr

Gly

Leu

Ser

Cys

Asn

Gly

Leu

Gly

30

Ser

Ser

Tyr

Lys

Tyr

110

Asn

Asn

Lys

Asp

val

190

Lys

Thr

15

Ser

Ala

Asp

Ser

Phe

95

Leu

Glu

Gly

Tyr

Ser

175

Glu

Tyr

Trp

Ile

Thr

Gly

Ser

80

val

Met

Phe

Ala

Ser

160

Gln

Asp

Gly



Ser

Ala

225

Gly

Cys

Thr

val

Met

Thr

385

Cys

Asn

Thr

val

Ser

465

Cys

Cys

210

Phe

Asp

Asp

Phe

val

290

Arg

Gln

Met

Ser

370

Trp

Pro

Ser

val

Ser

450

Ser

Gly

Cys

Thr

Ser

Pro

Tyr

275

Thr

Phe

Pro

Lys

val

355

Pro

Thr

Asn

Ser

435

Ser

Gly

Gly

Ser

Pro

Cys

Asp

260

Gly

Gln

TYyr

Gly

Ala

340

Gln

Trp

Thr

val

420

Gly

Ser

Pro

Ile

Glu

Gly

Gly

Lys

Phe

val

val

325

Ala

Met

Asp

Asp

Ser

405

Ile

Leu

Thr

Thr

Gly

Met

Pro

230

Gly

cys

Gly

Leu

Gln

310

Glu

Phe

Gly

Asp

Gly

Phe

Pro

Pro

Gly

Phe

215

cys

Thr

Asp

Met

Gly

Gly

Lys

His

375

Ala

val

Ser

Asp

val

455

Gly

Thr

val

Thr

Tyr

Phe

Thr

280

Asn

Gly

Asn

Asp

Ala

360

Ala

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

Thr

Gly

ES 2 589 186 Bl

Trp Glu Ala Asn Asn

val

Ser

Asn

265

val

Ser

Lys

Ser

val

345

Leu

val

Lys

Ala

Ile

425

Gly

Ser

Gly

Pro

Ile

Thr

250

Ser

Asp

Ala

val

Ile

330

Thr

Ala

Asn

Pro

Glu

410

Arg

Ser

Ser

val

Thr
490

Gly

235

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ile

315

Thr

Asp

Gly

Met

Gly

val

Phe

Gly

Ser

Ala

475

Gln

220

Gln

Arg

Arg

Thr

Glu

300

Pro

Gln

Phe

Pro

Leu

380

Ala

Glu

Gly

Asn

Thr

460

Lys

Cys

Pagina 10

Ser

Tyr

Gln

Lys

Leu

Asn

Asp

Gln

Met

365

Trp

Glu

Ala

Pro

Pro

445

Thr

Glu

Met

Arg

Ala

Lys

Ser

Ser

Trp

350

val

Leu

Arg

Glu

Ile

430

Asn

Ser

Tyr

Ser

Ala

Cys

Gly

Asn

Glu

Glu

Cys

335

Lys

Leu

Asp

Gly

Ala

415

Gly

Pro

Ser

Glu

Pro
495

Ala

Glu

240

Lys

Thr

Ser

320

Asp

Gly

val

Ser

Ala

400

Pro

Ser

Pro

Gly

Gln

480

Tyr



ES 2 589 186 Bl

Thr Cys Thr Lys Leu Asn Asp Trp Tyr Ser GIn Cys Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

DNA

<400> 7
atgtacgcca

tgcactctga
agctgcacca
accgatagcg
ggtccttctt
atcaccacga
aacatcggct
tcgcacccgg
ccagctcctc
caatggcgcc
caacaaggca
caagttcatc
cgccggceacg
catggccgcc
cgactcgtgc
atgcgacttc
cgacacgacc
ctccgagatc
catcccgggc
cttcggcgac
cgcggggecc
gctcgactcc
ccccaccacc
cttctccaac
cagcggcaac
atcctccggt

cggaggaatc

7
1648

500

agttcgcgac
ccgctgagaa
gcgtccaggg
ccaccaactg
gcgcctccaa
gcggtaactc
cgcgtaccta
ccgccgggag
ggcaacgagt
ctctacttcg
ggtgccaagt
aacggcgagg
ggcaagtacg
gccttcactc
ggcggtacct
aactcgtacc
aagaagatca
aagcggttct
gtcgagggca
gtgaccgact
atggtcctcg
acctggccca
tcgggcgtcc
atccgcttcg
cccaacccgc
tcctccggcec

gggttcactg

Secuencia Artificial

cctcgeegcec
ccacccctcg
ttccatcacc
ctacgagggc
gtgctgcatc
cctgaacctc
cctgatggag
atgatggcgc
tcaccttcga
tgtccatgga
acggtaccgg
ccaacgtaga
gcagctgctg
cccacccttg
acagcaccga
gccagggcaa
cggtcgtcac
acgtccagaa
actccatcac
tccaggacaa
tcatgtccat
tcgacggegc
ccgctgaggt
gccccatecgg
ccgtcagctc
cgactggcgg

gccctaccca

505

cttgtggctg
ctgacgtggt
atcgacgcca
aacaagtggg
gacggcgctg
aagttcgtca
agcgacacca
ccagcccgct
tgtcgacgtc
tgccgatggt
ctactgtgat
ggagtggcag
ctccgagatg
caccgtgatc
ccgctatgcec
caagaccttc
ccagttcctc
cggcaaggtc
ccaggactgg
gggcggcatg
ctgggacgac
cggcaagccg
cgaggccgag
ctccaccgtc
gtccaccccg

cacgggtgtc

gtgcgagagc

Polinucledtido que codifica para la preproteina
de SEQ ID NO: 8

gcgccgcetgce
ccaagtgcac
actggcggtg
atacttcgta
actactcgag
ccaagggcca
agtaccagag
gacgcgaatg
tccaacctcg
ggcatgtcca
tctcagtgcc
agctcgacca
gacgtctggg
ggccagtcgc
ggcatctgcg
tacggcaagg
aagaactcgg
atccccaact
tgcgaccgcc
gtccagatgg
cacgccgtca
ggcgccgagce
gcccccaact
tccggectgce
gtcccctect
gctaagcact

ccctacactt

Pagina 11

mutante Cbh1N209E

tcagaacgcc
gtctggeggc
gactcaccgg
ctgcagcgat
cacctatggc
gtactcgacc
taagttcctc
acacagtgtt
gctgcggect
agtactcggg
cccgcgacct
acgatgccaa
aggccaacaa
gctgcgaggg
accccgacgg
gcatgacggt
ccggcgagcet
ccgagtccac
agaaggccgc
gcaaggccct
acatgctctg
gcggtgcectg
ccaacgtcat
ccgacggcgg
cgtccaccac
atgagcaatg

gcaccaagct

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



ES 2 589 186 Bl

gaatgactgg tactcgcagt gcctgtaa 1648
<210> 8

<211> 526

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Preproteina de 1a Cbhl mutante Cbh1N209E

<220>

<221> SIGNAL

<222> ()..@Aa»n

<400> 8

Met Tyr Ala Lys Phe Ala Thr Leu Ala Ala Leu val Ala Gly Ala Ala
1 5 10 15

Ala Gln Asn Ala Cys Thr Leu Thr Ala Glu Asn His Pro Ser Leu Thr
20 25 30

Trp Ser Lys Cys Thr Ser Gly Gly Ser Cys Thr Ser val Gln Gly Ser
35 40 45

Ile Thr Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Thr His Arg Thr Asp Ser Ala
50 55 60

Thr Asn Cys Tyr Glu Gly Asn Lys Trp Asp Thr Ser Tyr Cys Ser Asp
65 70 75 80

Gly Pro Ser Cys Ala Ser Lys Cys Cys Ile Asp Gly Ala Asp Tyr Ser
85 90 95

Ser Thr Tyr Gly Ile Thr Thr Ser Gly Asn Ser Leu Asn Leu Lys Phe
100 105 110

val Thr Lys Gly GIn Tyr Ser Thr Asn Ile Gly Ser Arg Thr Tyr Leu
115 120 125

Met Glu Ser Asp Thr Lys Tyr GIn Met Phe Gln Leu Leu Gly Asn Glu
130 135 140

Phe Thr Phe Asp val Asp val Ser Asn Leu Gly Cys Gly Leu Asn Gly
145 150 155 160

Ala Leu Tyr Phe val Ser Met Asp Ala Asp Gly Gly Met Ser Lys Tyr
165 170 175

Ser Gly Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser

Gln Cys Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Glu Ala Asn val Glu
195 200 205

Pagina 12



Lys

Thr

305

Ser

Asp

Gly

val

385

Ser

Ala

Pro

Ser

Pro

465

Gly

Trp

210

Ser

Ala

Gly

Cys

Thr

290

val

Lys

Thr

Arg

Gly

Met

Thr

Cys

Asn

Thr

450

val

Ser

Gln

Cys

Phe

Asp

Asp

Phe

val

Arg

Ser

Trp

Pro

Ser

435

val

Ser

Ser

Ser

Cys

Thr

Ser

260

Pro

TYyr

Thr

Phe

Pro

340

Lys

val

Pro

Thr

420

Asn

Ser

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

245

Cys

Asp

Gly

Gln

Tyr

325

Gly

Ala

Gln

Trp

Ile

405

Thr

val

Gly

Ser

Pro
485

Thr

Glu

230

His

Gly

Gly

Lys

Phe

310

val

val

Ala

Met

390

Asp

Ser

Leu

Thr
470

Thr

Asn

215

Met

Pro

Gly

cys

Gln

Glu

Phe

Gly

Asp

Gly

Gly

Phe

Pro

455

Pro

Gly

Asp

Asp

Cys

Thr

Asp

280

Met

Lys

Asn

Gly

Gly

Lys

His

Ala

val

Ser

440

Asp

val

Gly

ES 2 589 186 Bl

Ala Asn Ala Gly Thr

val

Thr

Tyr

Phe

Thr

Asn

Gly

Asn

345

Asp

Ala

Ala

Gly

Pro

425

Asn

Gly

Pro

Thr

Trp

val

250

Ser

Asn

val

Ser

Lys

Ser

val

Leu

val

Lys

Ala

Gly

Ser

Gly
490

220

Glu Ala
235

Ile Gly
Thr Asp
Ser Tyr
Asp Thr

300

Ala Gly

315

val Ile

ITe Thr

Thr Asp

Ala Gly

Asn Met

395

Pro Gly

Glu val

Arg Phe

Ser Gly

Ser Ser

475

val Ala

Pagina 13

Asn

Gln

Arg

Arg

Thr

Glu

Pro

Gln

Phe

365

Pro

Leu

Ala

Glu

Gly

Asn

Thr

Lys

Gly

Asn

Ser

Tyr

270

Gln

Lys

Leu

Asn

350

Gln

Met

Trp

Glu

Ala

430

Pro

Pro

Thr

His

Lys

Met

Arg

Ala

Gly

Lys

Ser

Ser

335

Trp

Asp

val

Leu

Ile

Asn

Ser

Tyr

Tyr

Ala

240

Cys

Gly

Asn

Glu

320

Cys

Lys

Leu

Gly

Pro

Ser

480

Glu



Gln Cys Gly Gly Ile Gly Phe Thr
500

ES 2 589 186 Bl

Gly Pro Thr Gln Cys Glu Ser Pro

505

510

Tyr Thr Cys Thr Lys Leu Asn Asp Trp Tyr Ser Gln Cys Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
5
P

515

09
RT

Secuencia Artificial

Proteina

9

Gln Asn Ala Cys

1

Ser

Thr

Asn

Pro

65

Thr

Thr

Glu

Thr

Leu

145

Cys

Trp

Lys

Ile

Cys

Ser

Tyr

Lys

Ser

Phe

130

Tyr

Asn

Pro

Gln

Cys

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Gly

Asp

Phe

Lys

Arg

Ser
195

Thr

20

Ala

Glu

Ala

Gln

100

Thr

val

val

Ala

Asp

180

Ser

madura CbhIN209E

Thr

5

Ser

Asn

Gly

Ser

Thr

85

Tyr

Lys

Asp

Ser

Thr

Leu

Gly

Trp

Asn

Ser

Tyr

val

Met

150

Ala

Lys

Asn

520

Thr Ala Glu

Gly

Arg

Lys

55

cys

Ser

Thr

Gln

Ser

135

Asp

Lys

Phe

Asp

Ser

Trp

40

Trp

Cys

Gly

Asn

Met

120

Asn

Ala

Tyr

Ala
200

Asp

Ile

Asn

Ile

105

Phe

Leu

Asp

Gly

Asn

185

Asn

Asn His
10

Thr Ser

His Arg

Thr Ser

Asp Gly
75

Ser Leu
90

Gly ser

Gln Leu

Gly Cys

Gly Gly

155

Thr Gly
170

Gly Glu

Ala Gly

Pro

val

Thr

Tyr

Ala

Asn

Arg

Leu

Gly

Met

Tyr

Ala

Thr

Pagina 14

525

Ser

Gln

Asp

45

Cys

Asp

Leu

Thr

Gly

Leu

Ser

Cys

Asn

Gly

Leu

Gly

30

Ser

Ser

Tyr

Lys

Tyr

110

Asn

Asn

Lys

Asp

val

190

Lys

Thr

15

Ser

Ala

Asp

Ser

Phe

95

Leu

Glu

Gly

Tyr

Ser

175

Glu

Tyr

Trp

Ile

Thr

Gly

Ser

80

val

Met

Phe

Ala

Ser

160

Gln

Glu

Gly



Ser

Ala

225

Gly

Cys

Thr

val

Arg

Gly

Met

Thr

385

Cys

Asn

Thr

val

Ser
465

Cys

210

Phe

Asp

Asp

Phe

val

290

Arg

Gln

Met

Ser

370

Trp

Pro

Ser

val

Ser

450

Ser

Cys

Thr

Ser

Pro

Tyr

275

Thr

Phe

Pro

Lys

val

355

Pro

Thr

Asn

Ser

435

Ser

Gly

Ser

Pro

Cys

260

Gly

Gln

TYyr

Gly

Ala

340

Gln

Trp

Thr

val

420

Gly

Ser

Pro

Glu

His

Gly

Gly

Lys

Phe

val

val

325

Ala

Met

Asp

Asp

Ser

405

Leu

Thr

Thr

Met

Pro

230

Gly

cys

Gly

Leu

Gln

310

Glu

Phe

Gly

Asp

Gly

Gly

Phe

Pro

Pro

Gly

Asp

215

cys

Thr

Asp

Met

Lys

Asn

Gly

Gly

Lys

His

375

Ala

val

Ser

Asp

val

455

Gly

val

Thr

Tyr

Phe

Thr

280

Asn

Gly

Asn

Asp

Ala

360

Ala

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

Thr

ES 2 589 186 Bl

Trp

val

Ser

Asn

265

val

Ser

Lys

Ser

val

345

Leu

val

Lys

Ala

Ile

425

Gly

Ser

Gly

Glu

Thr

250

Ser

Asp

Ala

val

Ile

330

Thr

Ala

Asn

Pro

Glu

410

Arg

Ser

Ser

val

Ala

Gly

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ile

315

Thr

Asp

Gly

Met

Gly

val

Phe

Gly

Ser

Ala
475

Asn

220

Gln

Arg

Arg

Thr

Glu

300

Pro

Gln

Phe

Pro

Leu

380

Ala

Glu

Gly

Asn

Thr

460

Lys

Pagina 15

Asn

Ser

Tyr

Gln

Lys

Leu

Asn

Asp

Gln

Met

365

Trp

Glu

Ala

Pro

Pro

445

Thr

His

Met

Arg

Ala

Gly

Lys

Ser

Ser

Trp

Leu

Arg

Glu

Ile

430

Asn

Ser

Tyr

Ala

Cys

Glu

Glu

Cys

335

Lys

Leu

Asp

Gly

Ala

415

Gly

Pro

Ser

Glu

Ala

Glu

240

Lys

Thr

Ser

320

Asp

Gly

val

Ser

Ala

400

Pro

Ser

Pro

Gly

Gln
480



ES 2 589 186 Bl

Cys Gly Gly 1Ile Gly Phe Thr Gly Pro Thr GIn Cys Glu Ser Pro Tyr
485 490 495

Thr Cys Thr Lys Leu Asn Asp Trp Tyr Ser GIn Cys Leu
500 505

<210> 10

<211> 52

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucledtido 1
<400> 10

ccgcggtgge ggccgctcta gacgctgcac tgtggcacga ctaccagtga tc

<210> 11

<211> 52

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucledtido 2
<400> 11

gctgcagccc gggggatccc caggctaatt gtcgcgtcgc ttcggacgga ca

<210> 12

<211> 52

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucleétido 3
<400> 12

catggtcata gaattcgata tcaacctctc tgaaggaggt tctgagacac gc

<210> 13

<211> 60

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucleétido 4
<400> 13

tgggtaccgg gccccccctc gagctagaag aagggcgtaa ataagaagct ataatagctt

<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucleétido 5
<400> 14

aacaagtggg atacttcgta ct

<210> 15
<211> 21

Pagina 16

52

52

52

60

22



<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucleétido 6

<400> 15
atccatggac acgaagtaga g

<210> 16

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucleétido 7

<400> 16

ES 2 589 186 Bl

ccgacatatg aagcagtacc tccagtacct cgc

<210> 17

<211> 35

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> O0ligonucleétido 8

<400> 17

gctgaattct tagacgttga cagtcgagcc gatgg

<210> 18

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucleétido 9

<400> 18
gtgctgatcc tcttccgtcc catatg

<210> 19

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> o0ligonucleétido 10

<400> 19
ctcgaggtcg acggtatcga taag

Pagina
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33

35

26

24
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