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DESCRIPCIÓN 
 
Procedimiento para tratar el material celulósico y enzimas CBHII/CEL6A útiles en el mismo. 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a un procedimiento para el tratamiento de material celulósico con un enzima 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico o una preparación enzimática que comprende dicho enzima. El enzima resulta 
útil en diversas aplicaciones industriales, en particular en la producción de biocombustibles, en las que la producción 
de azúcares fermentables a partir de materia lignocelulósico en intervalos de temperatura moderada a elevada 10 
resulta ventajosa. La invención se refiere además a polipéptidos CBHII/Cel6A fúngicos y moléculas de ácidos 
nucleicos aisladas codificantes de dichos enzimas, a un vector recombinante, a células hospedadoras para producir 
dichos enzimas, a composiciones enzimáticas que comprenden dichos enzimas, así como a un procedimiento para 
la preparación de dichas composiciones. La invención se refiere además a diversos usos de dichos enzimas o 
composiciones enzimáticas, en los que se desea la conversión enzimática de material celulósico o lignocelulósico. 15 
 
Antecedentes de la invención 
 
La limitada disponibilidad de combustibles fósiles y las crecientes cantidades de CO2 liberadas a partir de los 
mismos y que causan el fenómeno del efecto invernadero han hecho surgir la necesidad de utilizar biomasa como 20 
fuente renovable y limpia de energía. Una tecnología alternativa prometedora es la producción de biocombustibles, 
tales como etanol, butanol o propanol a partir de materiales celulósicos. En el sector del transporte los 
biocombustibles son hasta el momento la única opción que podría reducir las emisiones de CO2 en un orden de 
magnitud. El etanol puede utilizarse en vehículos y sistemas de distribución existentes y, de esta manera, no 
requiere caras inversiones en infraestructuras. Los azúcares derivados de las materias primas renovables 25 
celulósicas y lignocelulósicas también pueden utilizarse como materias primas para una diversidad de productos 
químicos que pueden sustituir a los productos químicos procedentes del petróleo. 
 
La mayoría de carbohidratos en las plantas se encuentran en forma de lignocelulosa, que consiste esencialmente de 
celulosa, hemicelulosa y lignina, En un procedimiento convencional de lignocelulosa a etanol, el material 30 
lignocelulósico en primer lugar se pretrata química o físicamente utilizando la hidrólisis ácida, la explosión de vapor, 
la expansión de fibras con amoníaco, la oxidación húmeda alcalina o el pretratamiento con ozono, para que la 
fracción de celulosa resulte más accesible a la hidrólisis enzimática. A continuación, la fracción de celulosa se 
hidroliza para obtener azúcares que pueden ser fermentadas por levaduras en etanol y destilarse para obtener 
etanol puro. Se obtiene lignina como coproducto principal que puede utilizarse como combustible sólido. En este 35 
procedimiento de hidrólisis y fermentación separados (HFS), la temperatura de la hidrólisis enzimática típicamente 
es más elevada que la de la fermentación. La utilización de enzimas termoestables en la hidrólisis ofrece beneficios 
potenciales, tales  como tasas de reacción más altas a temperaturas elevadas, reducción de la carga enzimática 
debido a la actividad específica y vida útil más elevadas de los enzimas, mayor flexibilidad con respecto a la 
configuración del procedimiento y una mayor higiene. 40 
 
Se sigue investigando para hacer que el procedimiento de producción de bioetanol resulte más económico. Una de 
las opciones es la simultaneidad de los procesos de sacarificación y fermentación (SFS). Los principales beneficios 
son la menor inhibición por parte del producto final de la hidrólisis enzimática y los menores costes de inversión. Los 
retos están en encontrar condiciones favorables, por ejemplo de temperatura y pH, para tanto la hidrólisis enzimática 45 
como la fermentación. En el bioprocedimiento consolidado (BPC), la cantidad de enzimas añadidos externamente 
puede reducirse significativamente mediante el aprovechamiento de un organismo fermentador o productor de etanol 
que sea capaz de producir un conjunto de enzimas lignocelulolíticos. 
 
En los últimos años la ingeniería metabólica de los microorganismos utilizados en la producción de etanol ha 50 
mostrado avances significativos. Aparte de Saccharomyces cerevisiae, la atención se ha centrado en 
microorganismos tales como las especies bacterianas Zymomonas y Escherichia coli, y levaduras tales como Pichia 
stipitis y Kluyveromyces fragilis para la producción de etanol a partir de celulosa. En el procedimiento SFS, el 
inhibidor y la tolerancia de temperatura, así como la capacidad de utilizar múltiples azúcares, son propiedades 
importantes del microorganismo fermentador. Se han desarrollado levaduras manipuladas que son capaces de 55 
fermentar los azúcares pentosa xilosa y arabinosa además de la glucosa. Se han manipulado algunos microbios 
termofílicos, tales como Thermoanaerobacterium saccharolyticum o Clostridium thermocellum para fermentar 
azúcares, incluyendo xilosa, formando etanol a temperatura elevadas, de entre 50ºC y 60ºC (SFS termofílico o 
SFST). Estos organismos fermentadores también presentan potencial como BPC (Shaw et al., 2008). 
 60 
La hidrólisis enzimática se considera la tecnología más prometedora para convertir la biomasa celulósica en 
azúcares fermentables. Sin embargo, la hidrólisis enzimática se utiliza únicamente en cantidad limitada a escala 
industrial y especialmente al utilizar material fuertemente lignificado, tal como madera o residuos agrícolas, la 
tecnología no resulta satisfactoria. Se han realizado esfuerzos por mejorar la eficiencia de la hidrólisis enzimática del 
material celulósico (Badger, 2002; Kurabi et al., 2005). 65 
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El documento WO 2001/060752 (Forskningscenter Risø, Dinamarca) describe un procedimiento continuo para 
convertir la biomasa lignocelulósica sólida en productos combustibles. Tras el pretratamiento mediante oxidación 
húmeda o explosión de vapor, la biomasa se separa parcialmente en celulosa, hemicelulosa y lignina y después se 
somete a hidrólisis parcial utilizando uno o más enzimas carbohidrasa (EC 3.2). 
 5 
El documento WO 2002/024882 (Iogen Bio-Products Corp., CA) se refiere a un procedimiento de conversión de 
celulosa en glucosa mediante el tratamiento de un sustrato lignocelulósico pretratado con una mezcla de enzimas 
que comprende celulosa y una celobiohidrolasa I (CBHI) modifcada que se ha obtenido mediante la inactivación de 
su dominio de unión a celulosa (DUC). El documento US2004/0005674 (Athenix Corp., EEUU) describe nuevas 
mezclas de enzimas que pueden utilizarse directamente sobre los sustratos de lignocelulosa. La mezcla sinérgica de 10 
enzimas contiene una celulosa y un enzima auxiliar, tal como celulasa, xilanasa, ligninasa, amilasa, proteasa, 
lipidasa o glucuronidasa, o cualquier combinación de los mismos. La celulasa se considera que incluye los enzimas 
endoglucanasa (EG), beta-glucosidasa (BG) y celobiohidrolasa (CBH). El documento US2005/0164355 (Novozymes 
Biotech Inc., EEUU) describe un procedimiento para degradar el material lignocelulósico con uno o más enzimas 
celulolíticos seleccionados de entre EG, BG y CBH, y en presencia de por lo menos un surfactante. También pueden 15 
utilizarse enzimas adicionales tales como hemicelulasas, esterasa, peroxidasa, proteasa, lacasa o una mezcla de los 
mismos. 
 
Los enzimas celulolíticos de origen fúngico mejor investigados y aplicados más ampliamente se han obtenido de 
Trichoderma reesei (el anamorfo de Hypocrea jecorina). También se han dado a conocer celulasas de hongos 20 
menos conocidos. 
 
Hong et al. (2003a y 2003b) han caracterizado EG y CBHI de Thermoascus aurantiacus y la producción de los 
mismos en levaduras. Tuohy et al. (2002) describen tres formas de celobiohidrolasas, incluyendo CBHI y CBHII de 
Talaromyces  emersonii. 25 
 
Es conocida la utilización de la celobiohidrolasa I (CBHI), un miembro de la familia 7 de glucosil hidrolasa en la 
conversión enzimática de material celulósico, por ejemplo a partir del documento WO 03/000941 (Novozymes A/S, 
Dinamarca), que se refiere a enzimas CBHI obtenidos de diversos hongos. El documento WO 2005/074656 
(Novozymes Inc., EEUU) da a conocer polipéptidos que presentan actividad celulolítica obtenidos de, por ejemplo, 30 
Thermoascus aurantiacus. 
 
El documento WO 2007/071818 (Roal Oy, FI) describe la producción de hidrolizados de azúcares de material 
celulósico mediante conversión enzimática y preparaciones enzimáticas que comprenden dichos enzimas. Entre los 
enzimas útiles en el procedimiento se incluyen celobiohidrolasa, endoglucanasa, beta-glucosidasa y opcionalmente 35 
xilanasa termoestables, obtenidas de Thermoascus aurantiacus, Acremonium thermophilum o Chaetomium 
thermophilum. 
 
Las celobiohidrolasas II han sido dadas a conocer en varias solicitudes. El documento nº WO 2004/056981 
(Novozymes A/S, Dinamarca) da a conocer polipéptidos que presentan actividad de celobiohidrolasas II y 40 
polinucleótidos codificantes de los polipéptidos, así como procedimientos para producir y utilizar los polipéptidos en 
aplicaciones, tales como en la producción de etanol. Se dan a conocer secuencias de ADN de longitud completa de 
Aspergillus tubigensis, Chaetomium thermophilum, Myceliophtora thermophila, especies de Thielavia, Acremonium 
thermophilum, Trichophaea saccata, Stibella anualata y Malbrancheae cinnamonea. El documento EP 1578964 B1 
(Novozymes A/S, Dinamarca) da a conocer la secuencia de aminoácidos de longitud completa de la CBHII de C. 45 
thermophilum y un polipéptido codificado por una secuencia de nucleótidos que se hibrida bajo condiciones 
restrictivas con un fragmento de la secuencia de nucleótidos codificante de dicho enzima. 
 
El documento CN1757709 (Shandong Agricultural Univ., CN) da a conocer la secuencia de nucleótidos de un 
enzima CBHII termofílico de Chaetomium thermophilum CT2 y la expresión del mismo en la levadura Pichia pastoris. 50 
El enzima es capaz de convertir el material de fibra rechazado. 
 
El documento WO 2006/074005 (Genencor Int., Inc., EEUU) da a conocer una variante del enzima CBHII/Cel6A de 
Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei). El enzima variante resulta útil, por ejemplo, en la producción de bioetanol. 
 55 
El documento WO 2007/094852 (Diversa Corp., EEUU; Verenium Corp., EEUU) da a conocer enzimas celulolíticos, 
ácidos nucleicos codificantes de los mismos y procedimientos para la producción y utilización de los mismos. El 
enzima puede ser una endoglucanasa, una celobiohidrolasa, una beta-glucosidasa, una xilanasa, una mananasa, 
una beta-xilosidasa, una arabinofuranosidasa o una oligomerasa. El enzima y mezclas de enzimas resultan útiles, 
por ejemplo, en la producción de combustible o bioetanol. 60 
 
El documento WO 2008/095033 (Syngenta, CH; Verenium Corp., EEUU) da a conocer enzimas que presentan 
actividad lignocelulolítica, incluyendo celobiohidrolasas útiles, por ejemplo, en la preparación de combustibles y el 
procesamiento de materiales de biomasa. El documento WO 2009/045627 (Verenium Corp., EEUU) da a conocer 
procedimientos para descomponer la hemicelulosa mediante la utilización de enzimas que presentan actividad de 65 
xilanasa, mananasa y/o glucanasa y actividad y estabilidad incrementadas a pH y temperatura incrementados. 
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El documento WO 2009/089630 (Iogen Energy Corp., CA) da a conocer una variante de una celulasa de la familia 6 
con inhibición reducida por la glucosa, que comprende una o más sustituciones de aminoácidos. 
 
El documento WO 2009/059234 (Novozymes Inc., EEUU) da a conocer procedimientos de producción de material 5 
celulósico reducido en un metal redox-activo útil en la degradación o conversión de un material celulósico y en la 
producción de un producto de fermentación. La solicitud da a conocer, por ejemplo, un polipéptido CBHII de 
Chaetomium thermophilum. 
 
El documento WO 2009/085868 (Novozymes A/S, Dinamarca) da a conocer polipéptidos, polinucleótidos 10 
codificantes del enzima y un procedimiento para producir un producto de fermentación, que comprende la 
sacarificación de un material celulósico con una composición de enzimas celulolíticos que comprende dicho 
polipéptido. Dichas celobiohidrolasas pueden obtenerse de Trichoderma reesei, Humicola insolens, Myceliophtora 
thermophila, Thielavia terrestris y Chaetomium thermophilum. Los documentos WO 2006/074435 y US2006/218671 
(Novozymes Inc., EEUU) dan a conocer secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de la celobiohidrolasa Cel6A 15 
de Thielavia terrestris. El documento US 7220565 (Novozymes Inc., EEUU) da a conocer polipéptidos que presentan 
una actividad potenciadora de la celulolisis e identidad respecto a la secuencia de aminoácidos madura de 
Myceliophtora thermophila CBHII. 
 
Los documentos US2007/0238155 y US2009/0280105 (Dyadic Int., Inc., EEUU) dan a conocer composiciones de 20 
enzimas que comprenden nuevos enzimas de Chrysosporium lucknowense, que comprenden, por ejemplo, los 
enzimas CBHIIa y CBHIIb asignados a la familia 6 de glucosil hidrolasas. Las composiciones de enzimas resultan 
eficaces en la hidrólisis del material lignocelulósico. 
 
La secuencia genómica de Neurospora crassa OR74A se da a conocer en Galagan et al. (2003), incluyendo una 25 
secuencia del precursor de la exoglucanasa 2. Collins et al. (2003) dan a conocer la secuencia codificante de 
CBHII/Cel6A de Talaromyces emersonii. 
 
Se espera que en el futuro próximo se incremente considerablemente el mercado de biocombustibles, tales como los 
combustibles para transporte renovables. Como resultado, existe un interés en rápido crecimiento en la utilización de 30 
materias primas alternativas para la producción de biocombustible. La fermentación de la biomasa celulósica 
presente en plantas y maderas o residuos municipales para producir etanol y otros alcoholes es una ruta atractiva a 
combustibles que complementen los combustibles fósiles. Una barrera a la producción de biocombustibles a partir 
de la biomasa celulósica y lignocelulósica es la robustez de las paredes celulares y la presencia de monómeros 
sacáridos en forma de polímeros inaccesibles que requieren una gran cantidad de procesamiento para producir los 35 
sacáridos monoméricos disponibles para los microorganismos que se utilizan típicamente para producir alcohol 
mediante fermentación. De esta manera, existe una necesidad continua de nuevos procedimientos, así como de 
nuevos enzimas y mezclas de enzimas, que potencien la eficiencia de la degradación de los sustratos celulósicos y 
lignocelulósicos. En particular, se requieren enzimas y mezclas de enzimas que sean capaces de atacar los 
diferentes enlaces glucosídicos del material celulósico cristalino y proporcionen de esta manera una hidrólisis 40 
prácticamente completa de los diversos materiales que deben tratarse. También existe una necesidad de enzimas 
que sean estables a las elevadas temperaturas del procedimiento, permitiendo de esta manera la utilización de una 
consistencia de elevada biomasa y que conduzca a concentraciones de azúcar y etanol elevadas. Este enfoque 
podría conducir a ahorros significativos de energía y de costes de inversión. La elevada temperatura también reduce 
el riesgo de contaminación durante la hidrólisis. La presente invención presenta como objetivo satisfacer por lo 45 
menos partes de dichas necesidades. 
 
Sumario de la invención 
 
El objetivo de la presente invención es proporcionar nuevos enzimas y composiciones enzimáticas para potenciar la 50 
eficiencia de la hidrólisis de la cleulosa. Las celobiohidrolasas y en particular las celobiohidrolasas II obtenibles de 
Acremonium thermophilum, Melanocarpus albomyces, Chaetomium thermophilum o Talaromyces emersonii resultan 
útiles para hidrolizar y degradar el material celulósico. Los enzimas resultan cinéticamente muy eficaces en un 
intervalo amplio de temperaturas, y aunque presentan una actividad elevada a temperaturas elevadas, también son 
muy eficientes a temperaturas de hidrólisis estándares. Lo anterior los convierte en extremadamente adecuados a la 55 
modificación de los procedimientos de hidrólisis de sustratos celulósicos que se llevan a cabo tanto a temperaturas 
convencionales como a temperaturas elevadas. 
 
Todas las referencias a secuencias diferentes de SEC ID nº 11 y nº 12 o de las cepas de A. thermophilum 
depositadas diferentes de CBS 116240 o de las cepas de E. coli diferentes de DSM 22946 se proporcionan 60 
únicamente a título comparativo. 
 
La presente invención se refiere a un procedimiento para el tratamiento de material celulósico con un polipéptido 
CBHII/Cel6A o con una preparación de enzimas que comprende dicho polipéptido o un microorganismo fermentador 
productor de dicho polipéptido, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de: i) producción de un polipéptido 65 
CBHII/Cel6A de la invención o una preparación enzimática que comprende dicho polipéptido o un microorganismo 
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fermentador productor de dicho polipéptido; ii) hacer reaccionar el material celulósico con el polipéptido CBHII/Cel6A 
de la invención o la preparación enzimática que comprende dicho polipéptido o el microorganismo fermentador 
productor de dicho polipéptido, e iii) obtener material celulósico parcial o totalmente hidrolizado. Según una forma de 
realización, el polipéptido CBHII/Cel6A útil en dicho procedimiento presenta actividad de celobiohidrolasa y 
comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 76% respecto al polipéptido 5 
de longitud completa de SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto al polipéptido de longitud 
completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto al polipéptido de longitud completa de SEC 
ID nº 15 o una identidad de por lo menos 91% respecto al polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 16. Según 
otra forma de realización, el polipéptido CBHII/Cel6A también puede ser un fragmento o variante que presenta 
propiedades similares, tal como una especificidad de sustrato similar y una dependencia o estabilidad frente al pH y 10 
la temperatura. La celobiohidrolasa CBHII/Cel6A útil en el procedimiento es un enzima celobiohidrolasa II de la 
familia 6 de glucosilhidrolasas y presenta tanto un plegamiento y estereoquímica conservados de la reacción de 
hidrólisis. 
 
Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A pueden obtenerse de un género de Acremonium, Melanocarpus, Chaetomium o 15 
Talaromyces, más preferentemente de A. thermophilum, M. albomyces, C. thermophilum o T. emersonii, más 
preferentemente de las cepas depositadas A. thermophilum CBS 116240, M. albomyces CBS 685.95, C. 
thermophilum CBS 730.95 o T. emersonii DSM 2432. 
 
La celobiohidrolasa CBHII/Cel6A aplicable en el procedimiento es capaz de hidrolizar diferentes materiales 20 
celulósicos a temperaturas moderadas a elevadas, en particular en combinación con otros enzimas utilizados en la 
hidrólisis de diversos materiales celulósicos o lignocelulósicos. 
 
La celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención es aplicable en diversos usos, en particular en la producción de 
biocombustible. 25 
 
También se dan a conocer nuevas celobiohidrolasas CBHII/Cel6A, que presentan actividad de celobiohidrolasa y 
comprenden una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 76% respecto al 
polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto al polipéptido de 
longitud completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto al polipéptido de longitud completa 30 
de SEC ID nº 15 o una identidad de por lo menos 91% respecto al polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 16. 
Según una forma de realización, el polipéptido CBHII/Cel6A también puede ser un fragmento o variante con 
propiedades similares, tal como una especificidad de sustrato similar y dependencia o estabilidad frente al pH y la 
temperatura. Dicha celobiohidrolasa CBHII/Cel6A es capaz de hidrolizar material celulósico a temperaturas 
moderadas a elevadas. 35 
 
Dicho enzima se encuentra codificado por una molécula aislada de ácidos nucleicos, que comprende una secuencia 
polinucleotídica codificante de un polipéptido de la invención. Según una forma de realización, dicha molécula de 
ácidos nucleicos comprende la secuencia polinucleotídica definida en SEC ID nº 11, SEC ID nº 13, SEC ID nº 9 o 
SEC ID nº 10 o una subsecuencia de las mismas. 40 
 
Según una forma de realización, la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A puede encontrarse codificada por una molécula 
aislada de ácidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones restrictivas con una secuencia polinucleotídica incluida 
en SEC ID nº 11, SEC ID nº 13, SEC ID nº 9, SEC ID nº 10, SEC ID nº 7, SEC ID nº 8 o una subsecuencia de las 
mismas. 45 
 
Según una forma de realización, el enzima se encuentra codificado por un polinucleótido aislado incluido en el 
plásmido pALK2582 depositado en Escherichia coli bajo el número de acceso DSM 22946, el plásmido pALK2581 
depositado en E. coli bajo el número de acceso DSM 22945, el plásmido pALK2904 depositado en E. coli bajo el 
número de acceso DSM 22947 o el plásmido pALK3006 depositado en E. coli bajo el número de acceso DSM 50 
23185. 
 
La celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención puede producirse a partir de un vector de expresión recombinante 
que comprende la molécula de ácidos nucleicos o secuencia de nucleótidos codificante de dicha celobiohidrolasa. 
Dicho polipéptido celobiohidrolasa puede producirse en un hospedador heterólogo, preferentemente en un 55 
hospedador microbiano. 
 
Una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende una secuencia polinucleotídica codificante de un 
polipéptido fúngico CBHII/Cel6A seleccionado de entre el grupo que consiste en: 
 60 

(a) una molécula de ácidos nucleicos o secuencia polinucleotídica codificante de un polipéptido que presenta 
actividad de celobiohidrolasa y que comprende la secuencia de aminoácidos de longitud completa ilustrada 
en SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15 o SEC ID nº 16, o un fragmento o variante de la misma que 
presenta propiedades similraes. 

 65 
(b) una molécula de ácidos nucleicos o secuencia polinucleotídica codificante de un polipéptido que presenta 
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actividad de celobiohidrolasa y una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos 
de longitud completa de SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de 
aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto a la 
secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 15 o una identidad de por lo menos 91% 
respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 16, o un fragmento o variante de 5 
la misma que presenta propiedades similares, 

 
(c) una molécula de ácidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de la secuencia polinucleotídica 

ilustrada como SEC ID nº 11, SEC ID nº 13, SEC ID nº 9 o SEC ID nº 10, 
 10 
(d) una molécula de ácidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de la secuencia polinucleotídica 

contenida en DSM 22946, DSM 22945, DSM 22947 o DSM 23185, 
 
(e) una molécula de ácidos nucleicos la secuencia codificante de la cual difiere de la secuencia codificante de 

una molécula de ácidos nucleicos según cualquiera de (c) a (d) debido a la degeneración del código genético, 15 
y 

 
(f) se da a conocer además una molécula de ácidos nucleicos que se hibrida bajo condiciones restrictivas con 

una molécula de ácidos nucleicos contenida en DSM 22946, DSM 22945, DSM 22947 o DSM 23185, y 
codificante de un polipéptido que presenta actividad de celobiohidrolasa y una secuencia de aminoácidos que 20 
muestra una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa tal 
como se ilustra en SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos 
de longitud completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto a la secuencia de 
aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 15 o una identidad de por lo menos 91% respecto a la 
secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 16, o un fragmento o variante de la misma que 25 
presenta propiedades similares. 

 
La invención se refiere además a un vector de expresión recombinante que comprende la molécula de ácidos 
nucleicos o secuencia polinucleotídica de la invención ligada operablemente a secuencias reguladoras capaces de 
dirigir la expresión del gen codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención y la producción de dicha 30 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A en un hospedador adecuado. 
 
La invención se refiere además a una célula hospedadora que comprende el vector de expresión recombinante tal 
como se ha indicado anteriormente. Preferentemente, el hospedador es un hospedador microbiano, tal como un 
hospedador hongo filamentoso. Son hospedadores preferentes, Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Humicola, 35 
Chrysosporium, Neurospora, Rhizopus, Penicilliium y Mortierella. Más preferentemente, el hospedador es 
Trichoderma o Aspergillus, más preferentemente el hongo filamentoso T. reesei. 
 
La presente invención se refiere a un procedimiento de producción de un polipéptido de la invención que presenta 
actividad de celobiohidrolasa, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de cultivar la célula hospedadora de la 40 
invención y recuperar el polipéptido. También comprendido dentro de la invención se encuentra un polipéptido que 
presenta actividad de celobiohidrolasa codificado por la molécula de ácidos nucleicos de la invención y que es 
obtenible mediante el procedimiento indicado anteriormente. 
 
La invención se refiere además a un procedimiento para obtener una preparación de enzimas que comprende las 45 
etapas de cultivar una célula hospedadora de la invención y preparar el caldo de cultivo completo, o separar las 
células del medio de cultivo agotado y obtener el sobrenadante. También comprendida dentro de la invención se 
encuentra comprendida una preparación enzimática obtenible mediante el procedimiento indicado anteriormente. La 
invención se refiere además a una preparación enzimática que comprende la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la 
invención. 50 
 
La preparación enzimática puede comprender además otros enzimas seleccionados de entre el grupo: 
celobiohidrolasa, endoglucanasa, beta-glucosidasa, beta-glucanasa, xiloglucanasa, xilanasa, beta-xilosidasa, 
mananasa, beta-manosidasa, α-glucuronidasa, acetil-xilán-esterasa, α-arabinofuranosidasa, α-galactosidasa, 
pectinasa, que implica endo- y exo-α-L-arabinasas, α-galactosidasa, endo- y exo-galactoronasa, endopectinliasa, 55 
pectato liasa y pectinesterasa, fenol-esterasa, ligninasa que implica lignina peroxidasa, peroxidasa dependiente de 
manganeso, enzima generador de H2O2 y lacasa con o sin un mediador. 
 
La preparación enzimática puede encontrarse en forma de un caldo de cultivo completo o medio de cultivo agotado. 
Puede encontrarse en forma de líquido, polvos o granulado. 60 
 
También se encuentra comprendida dentro de la invención la utilización del polipéptido CBHII/Cel6A o preparación 
enzimática de la invención para la producción de biocombustible, para detergentes, para tratar fibras, para tratar 
alimentos o piensos, para pasta (“pulp”) o papel, para bebidas o para cualesquiera aplicaciones que implican 
hidrólisis o la modificación del material celulósico. 65 
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En particular, el polipéptido CBHII/Cel6A o composición enzimática que comprende dicho polipéptido resulta útil para 
la producción de biocombustible. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 5 
La figura 1 representa esquemáticamente los casetes de expresión utilizados en la transformación de protoplastos 
de Trichoderma reesei para producir en exceso las proteínas CBHII/Cel6A recombinantes. Los genes cbh2/cel6A se 
encontraban bajo el control del promotor cbh1/cel7A de T. reesei (p cbh1) y la terminación de l transcripción se 
garantiza mediante la utilización de la secuencia terminadora cbh1/cel7A de T. reesei (t cbh1). Se incluyó el gen 
amdS como marcador de transformación. 10 
 
La figura 2 representa la determinación de dependencia del pH para las composiciones enzimáticas (100 µg de 
proteína en la reacción) que comprenden las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A recombinantes de Acremonium 
thermophilum CBS 116240, Melanocarpus albomyces CBS 685.95, Chaetomium thermophilum CBS 730.95 y 
Talaromyces emersonii DSM 2432. La hidrólisis se llevó a cabo en celulosa Avicel Ph 101 en un intervalo de pH de 3 15 
a 10 a 50ºC durante 21 horas. Se determinó la formación de azúcares reductores mediante el procedimiento de la 
hidrazida de ácido para-hidroxibenzoico (PAHBAH) (Lever, 1972) utilizando una curva estándar de celobiosa. 
 
La figura 3 representa la determinación de la estabilidad térmica de las composiciones enzimáticas (100 µg de 
proteína en la reacción) que comprenden las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A recombinantes de Acremonium 20 
thermophilum CBS 116240, Melanocarpus albomyces CBS 685.95, Chaetomium thermophilum CBS 730.95 y 
Talaromyces emersonii DSM 2432. La hidrólisis se llevó a cabo en celulosa Avicel Ph 101 en un intervalo de 
temperaturas de 40ºC a 80ºC a pH óptimo de las composiciones enzimáticas durante 21 horas. Se determinó la 
formación de azúcares reductores mediante el procedimiento de la hidrazida de ácido para-hidroxibenzoico (
 PAHBAH) (Lever, 1972) utilizando una curva estándar de celobiosa. 25 
 
La figura 4 representa los resultados de la hidrólisis de material de madera dura mediante explosión con vapor 
realizada con mezclas enzimáticas que comprenden la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención. El sustrato de 
madera dura se hidrolizó utilizando diferentes mezclas enzimáticas a una dosis de 5 mg de proteína por cada gramo 
de sólidos totales tanto a 55ºC como a 37ºC. La composición de la mezcla enzimática termofílica (MEZCLA 2) y las 30 
mezclas enzimáticas mesofílicas (MEZCLA ENZIMAS T. REESEI y MEZCLA ACC) que comprende 
At_ALKO4245_Cel6A, Ma_ALKO4237_Cel6A o Ct_ALKO4265_Cel6A se describen en mayor detalle en el Ejemplo 
4. Las muestras de matraces de agitación por duplicado se extrajeron tras un tiempo de hidrólisis de 72 horas y se 
cuantificaron mediante HPLC, en la que se determinó la concentración de glucosa y xilosa. Los resultados de los 
blancos de sustrato, que contenían tampón en lugar de la muestra enzimática, se restaron de los resultados 35 
obtenidos con las mezclas enzimáticas. Se presenta la concentración agrupada de glucosa y xilosa. 
 
La figura 4A representa los resultados de la hidrólisis de madera dura mediante explosión con vapor realizada a 
55ºC con una mezcla enzimática termofílica (MEZCLA 2) complementada con At_ALKO4245_Cel6A (MEZCLA 
2_AT), Ma_ALKO4237_Cel6A (MEZCLA 2_MA) o Ct_ALKO4265_Cel6A (MEZCLA 2_CT). 40 
 
La figura 4B representa los resultados de la hidrólisis de madera dura mediante explosión con vapor realizada a 
37ºC con una mezcla enzimática mesofílica (MEZCLA ENZIMAS T. REESEI) complementada con 
At_ALKO4245_Cel6A (MEZCLA TR_AT), Ma_ALKO4237_Cel6A (MEZCLA TR_MA) o Ct_ALKO4265_Cel6A 
(MEZCLA TR_CT). 45 
 
La figura 4C representa los resultados de la hidrólisis de madera dura mediante explosión con vapor realizada a 
37ºC con una mezcla enzimática mesofilica (MEZCLA ACC) complementada con At_ALKO4245_Cel6A (MEZCLA 
ACC_AT), Ma_ALKO4237_Cel6A (MEZCLA ACC_MA) o Ct_ALKO4265_Cel6A (MEZCLA ACC_CT). 
 50 
La figura 5 representa los resultados de la hidrólisis de mazorcas de maíz mediante explosión con vapor realizada 
con mezclas enzimáticas que comprenden una celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención. El sustrato de 
mazorcas de maíz se hidrolizó utilizando diferentes mezclas enzimáticas a una dosis de 5 mg de proteína por cada 
gramo de sólidos totales a 55ºC. La composición de la mezcla enzimática termófila (MEZCLA 2) que comprendía el 
polipéptido At_ALKO4245_Cel6A de la invención (MEZCLA 2_AT) se describe con mayor detalle en el Ejemplo 5. 55 
Las muestras de matraces de agitación por duplicado se extrajeron tras un tiempo de hidrólisis de 72 horas y se 
cuantificó mediante HPLC, en la que se determinó la concentración de glucosa y xilosa. Los resultados de los 
blancos de sustrato, que contenían tampón en lugar de la muestra de enzima, se restaron de los resultados 
obtenidos con las mezclas enzimáticas. Se presenta la concentración agrupada de glucosa y xilosa. 
 60 
Listado de secuencias 
 
SEC ID nº 1: secuencia del cebador oligonucleótido CBH_1S. 
 
SEC ID nº 2: secuencia del cebador oligonucleótido CBH_1AS. 65 
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SEC ID nº 3: secuencia del cebador oligonucleótido CBH_8. 
 
SEC ID nº 4: secuencia del cebador oligonucleótido CBH_9. 
 
SEC ID nº 5: secuencia del cebador oligonucleótido Te_CBH_A. 5 
 
SEC ID nº 6: secuencia del cebador oligonucleótido Te_CBH_B. 
 
SEC ID nº 7: secuencia del fragmento de PCR obtenido de Acremonium thermophilum AKO4245 (CBS 116240) 
utilizando los cebadores CBH_1S y CBH_1AS. 10 
 
SEC ID nº 8: secuencia del fragmento de PCR obtenido de Melanocarpus albomyces ALKO4237 (CBS 685.95) 
utilizando los cebadores CBH_1S y CBH_1AS. 
 
SEC ID nº 9: secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Chaetomium thermophilum ALKO4265 (CBS 730.95). 15 
 
SEC ID nº 10: secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Talaromyces emersonii RF8069 (DSM 2432). 
 
SEC ID nº 11: secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Acremonium thermophilum ALKO4245 (CBS 
116240). 20 
 
SEC ID nº 12: secuencia de aminoácidos deducida de Acremonium thermophilum ALKO4245 (CBS 116240) 
CBHII/Cel6A. 
 
SEC ID nº 13: secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Melanocarpus albomyces ALKO4237 (CBS 685.95). 25 
 
SEC ID nº 14: secuencia de aminoácidos deducida de Melanocarpus albomyces ALKO4237 (CBS 685.95) 
CBHII/Cel6A. 
 
SEC ID nº 15: secuencia de aminoácidos deducida de Chaetomium thermophilum ALKO4265 (CBS 730.95) 30 
CBHII/Cel6A. 
 
SEC ID nº 16: secuencia de aminoácidos deducida de Talaromyces emersonii RF8069 (DSM 2432) CBHII/Cel6A. 
 
Depósitos 35 
 
Se depositó Acremonium thermophilum ALKO4245 en el Centraalbureau Voor Schimmelcultures, Upsalalaan 8, 
3584 CT, Utrecht, Países Bajos, el 20 de septiembre de 2004 y número de acceso asignado CBS 116240. 
 
Se depositó Chaetomium thermophilum ALKO4265 en el Centraalbureau Voor Schimmelcultures, Oosterstraat 1, 40 
3742 SK BAARN, Países Bajos, el 8 de noviembre de 1995 y número de acceso asignado CBS 730.95. Tras la 
terminación del periodo de depósito actual, las muestras se almacenaron bajo contrato de manera que la cepa se 
encuentre disponible más allá del tiempo de la patente. 
 
Se depositó Melanocarpus albomyces ALKO4237 en el Centraalbureau Voor Schimmelcultures, Oosterstraat 1, 3740 45 
AG BAARN, Países Bajos, el 11 de octubre de 1995 y número de acceso asignado CBS 685.95. Tras la terminación 
del periodo de depósito actual, las muestras se almacenaron de manera que la cepa se encuentre disponible más 
allá del tiempo de la patente. 
 
La cepa de Escherichia coli RF8175, incluyendo el plásmido pALK2582, se depósito en el Deutsche Sammlung von 50 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffenstrasse 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania, el 9 de 
septiembre de 2009 y número de acceso asignado DSM 22946. 
 
La cepa de E. coli RF8174, incluyendo el plásmido pALK2581, se depósito en el Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffenstrasse 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania, el 9 de 55 
septiembre de 2009 y número de acceso asignado DSM 22945. 
 
La cepa de E. coli RF8214, incluyendo el plásmido pALK2904, se depositó en el Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffenstrasse 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania, el 9 de 
septiembre de 2009 y número de acceso asignado DSM 22947. 60 
 
La cepa de E. coli RF8333, incluyendo el plásmido pALK3006, se depositó en el Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Inhoffenstrasse 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania, el 10 de 
diciembre de 2009 y número de acceso asignado DSM 23185. 
 65 
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Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención proporciona un procedimiento para el tratamiento de material celulósico con un polipéptido 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A o una composición enzimática que comprende dicho polipéptido. la invención 
proporciona además polipéptidos celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngicos y composiciones enzimáticas que 5 
comprenden dichos polipéptidos CBHII/Cel6A, los cuales muestran una amplia especificidad de sustrato y son 
estables en intervalos de pH y temperatura amplios. Presentan un buen rendimiento a temperaturas tanto 
moderadas como elevadas. Según una forma de realización, los polipéptidos celobiohidrolasa CBHII/Cel6A son 
estables durante como mínimo 21 horas hasta 70ºC, preferentemente en un intervalo de temperaturas de 40ºC a 
60ºC. Los polipéptidos y composiciones enzimáticas que comprenden dichos polipéptidos resultan ideales en 10 
aplicaciones diferentes que requieren una hidrólisis eficiente de materiales celulósicos o lignocelulósicos complejos, 
en los que la celulosa es uno de los componentes principales. Los polipéptidos y composiciones enzimáticas 
resultan útiles, por ejemplo, en la hidrólisis de material celulósico con el fin de producir monómeros sacáridos a partir 
de materia prima polimérica, que después puede ser fermentada por microorganismos en la producción de 
biocombustible. De esta manera, la presente invención proporciona celobiohidrolasas CBHII/Cel6A alternativas para 15 
la utilización en biocombustible y otras aplicaciones. Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A fúngicas pueden producirse 
en hospedadores fúngicos de alto rendimiento con o sin procesamiento posterior, por ejemplo la separación de caldo 
de fermentación y micelios es fácil de llevar a cabo, o en organismos fermentadores. 
 
"Celulosa" o "material celulósico" tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a cualquier material que 20 
comprende celulosa como componente significativo. La celulosa es el componente estructural principal de las 
plantas superiores. Proporciona a las células vegetales una resistencia ténsil elevada, ayudándolas a resistir el 
estrés mecánico y la presión osmótica. la celulosa es un β-1,4-glucano compuesto de cadenas lineales de residuos 
de glucosa unidos mediante enlaces β-1,4-glucosídicos. La celobiosa es la unidad repetitiva más pequeña de la 
celulosa. Entre los ejemplos de material celulósico se incluyen fibras textiles derivadas de, por ejemplo, algodón, 25 
lino, cáñamo, yute y las fibras celulósicas artificiales, tales como Modal, viscosa y Lyocell. 
 
El término "celulosa" o "material celulósico" se refiere también a "lignocelulosa" o "material lignocelulósico", que 
comprende celulosa como componente significativo. 
 30 
En las paredes celulares, la celulosa se encuentra empaquetada en láminas de diversa orientación, las cuales se 
encuentran incluidas en una matriz de hemicelulosa, pectina y/o polímeros de unidades de fenol-propanol, tales 
como lignina, para formar "material lignocelulósico" o "lignocelulosa". La lignocelulosa es físicamente dura, densa e 
inaccesible. Entre los materiales que contienen lignocelulosa se incluyen, por ejemplo, materiales vegetales tales 
como madera, incluyendo madera dura y madera blanda, virutas de madera dura y de madera blanda, pulpa de 35 
madera, serrín y residuos industriales de silvicultura y de madera, cultivos herbáceos, biomasa agrícola tal como 
paja de cereales, pulpa de remolacha azucarera, fibra de maíz, rastrojo y mazorcas de maíz, beta-glucanos de 
cereales, bagazo de caña azucarera, tallos, hojas, vainas, cáscaras y similares; productos residuales, tales como 
residuos urbanos sólidos, residuos de papel de periódicos y de papel de oficina, fibras de desecho, lodos de papel, 
residuos triturados de, por ejemplo, cereales; cultivos energéticos específicos (por ejemplo sauce, chopo, pastos 40 
altos ('switchgrass') o alpiste, y similares). 
 
El material celulósico y lignocelulósico es degradado naturalmente por varios organismos, entre ellos bacterias y 
hongos que producen enzimas capaces de hidrolizar polímeros de carbohidratos. La degradación habitualmente 
requiere la acción de muchos enzimas que típicamente actúan secuencial o simultáneamente. La conversión 45 
biológica de la celulosa en glucosa generalmente requiere tres tipos principales de enzimas hidrolíticos: (1) 
endoglucanasas (EG), que cortan enlaces beta-1,4-glucosídicos internos principalmente en las regiones amorfas de 
la celulosa, (2) exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH) que cortan el disacárido celobiosa desde el extremo 
reductor o no reductor de la cadena polimérica de la celulosa cristalina, (3) beta-1,4-glucosidasas (BG), que 
hidrolizan la celobiosa y otros celo-oligosacáridos cortos en glucosa. La glucosa y la celobiosa actúan como 50 
inhibidores de producto final de la reacción de hidrólisis. 
 
"Celulasa" o "enzima celulolítico" es un enzima que presenta "actividad de celulasa" o "actividad celulolítica", que se 
refiere a que es capaz de hidrolizar material celulósico. Uno de los sistemas enzimáticos celulolíticos más 
estudiados es el del hongo filamentoso "Trichoderma reesei", que es conocido que muestra por lo menos dos CBH, 55 
8 EG y 5 BG. 
 
Los "enzimas lignocelulolíticos" son enzimas que presentan "actividad de lignocelulasa" o "actividad lignocelulolítica", 
lo que significa que son capaces de hidrolizar material lignocelulósico, tal como celulosas, hemicelulosas o derivados 
de los mismos en sacáridos más pequeños. 60 
 
Los "beta-glucanos" son beta-D-glucanos de enlace mixto (1→3),(1→4). Son frecuentes en, por ejemplo, cereales. 
 
La "beta-glucanasa" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a enzimas que pueden cortar por lo menos 
parcialmente los enlaces en el beta-glucano. 65 
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La "celobiohidrolasa" o "CBH" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a enzimas que cortan los enlaces 
1,4-beta-D-glucosídicos de polímeros tales como la celulosa desde el extremo reductor o no reductor y producen 
principalmente celobiosa. También se denominan exoglucanasas o 1,4-beta-D-glucano  celobiohidrolasas o celulosa 
1,4-beta-celobiosidasas. Las CBH presentan una estructura modular que consiste en dominios diferentes, tales 
como un dominio catalítico y un dominio de unión a celulosa N- o C-terminal (DUC). También existen 5 
celeobiohidrolasas en la naturaleza que no presentan DUC. Las CBH también pueden presentar dominios 
adicionales de función desconocida. Los diferentes dominios habitualmente se unen entre sí mediante un conector 
O-glucosilado o péptido bisagra rico en glicina, prolina, serina o treonina. 
 
El término "celobiohidrolasa II" o "celobiohidrolasa CBHII" o "celobiohidrolasa CBHII/Cel6A" o "celulasa 10 
CBHII/Cel6A" o "polipéptido CBHII/Cel6A" o "enzima CBHII/Cel6A" se refiere, en relación a la presente invención, a 
un enzima 1,4-β-D-glucano celobiohidrolasa clasificado como EC 3.2.1.91 por la nomenclatura de la unión 
internacional de bioquímica y biología molecular (IUBMB, por sus siglas en inglés; ver http:/www.iubmb.org). 
Basándose en sus similitudes estructurales, las celobiohidrolasas II o las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la 
presente invención se clasifican en la familia 6 de glucosil hidrolasas (GH6), las cuales presentan secuencias de 15 
aminoácidos y estructuras tridimensionales similares (Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch, 1993, 1996; Henrissat et 
al., 1998; ver también http:/www.cazy.org/fam/GH6.html). Debido a que existe una relación directa entre la secuencia 
y las similitudes de pliegue, dicha clasificación se cree que refleja las características estructurales de los enzimas 
mejor que únicamente su especificidad de sustrato, ayuda a revelar las relaciones evolutivas entre los enzimas y 
proporciona una cómoda herramienta para obtener información sobre los mecanismos. 20 
 
La expresión "actividad de celobiohidrolasa" o "actividad de CBH" tal como se utiliza en la invención se refiere a la 
actividad hidrolítica que actúa sobre los enlaces 1,4-beta-D-glucosídicos en la celulosa, celotriosa, celotetraosa o en 
cualquier polímero de glucosa unido mediante enlaces beta-1,4 que libera principalmente celobiosa del extremo 
reductor o no reductor de la cadena polimérica. La rotura enzimática de un enlace glucosídico es un proceso 25 
estereoselectivo, en el que la configuración en entorno al centro anomérico (carbono C1) puede invertirse o 
conservarse. Ambos mecanismos contienen una pareja de residuos ácido carboxílico dispuestos en cada extremo 
del enlace que debe cortarse. Los enzimas inversores utilizan un mecanismo de único desplazamiento, mientras que 
los enzimas conservadores implican una reacción de doble desplazamiento (Sinnott, 1990; Withers y Aebersold, 
1995). Habitualmente se determina el curso estereoquímico de la hidrólisis mediante RMN de protones, en la que los 30 
protones α- y β-anoméricos proporcionan diferentes desplazamientos químicos (Withers et al., 1986). 
 
La expresión "actividad de celobiohidrolasa II" o "actividad de CBHII/Cel6A" tal como se utiliza en la invención se 
refiere a actividad hidrolítica que actúa sobre los enlaces 1,4-beta-D-glucosídicos en la celulosa, celotriosa, 
celotetraosa o en cualquier polímero de glucosas unidas mediante enlace beta-1,4, liberando principalmente 35 
celobiosa del extremo no reductor de la cadena polimérica. El mecanismo de reacción de las celobiohidrolasas 
CBHII/Cel6A es la inversión. 
 
Los procedimientos de análisis de la actividad de celulasa son bien conocidos en la literatura y se hace referencia a 
los mismos en, por ejemplo, Ghose (1987), Tomme et al. (1988) y van Tilbeurgh et al. (1988). La actividad global de 40 
celulasa se mide comúnmente como actividad degradadora de papel de filtro (UPF). La actividad de celobiohidrolasa 
puede analizarse utilizando celodextrinas solubles pequeñas y sus glucósidos cromogénicos, tales como 4-
metilumbeliferil-beta-D-glucósidos. Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A pueden identificarse basándose en el 
resultado de la reacción de hidrólisis; los enzimas CBHII/Cel6A no pueden cortar el enlace heterosídico de los 
oligosacáridos cromogénicos pequeños (van Tilbeurgh et al., 1988). La actividad de celobiohidrolasa también puede 45 
analizarse en celulosa microcristalina, tal como Avicel Ph 101, tal como se utiliza en el Ejemplo 3. la formación de 
azúcares reductores solubles tras la hidrólisis puede determinarse mediante el procedimiento de la hidrazida de 
ácido para-hidroxibenzoico (PAHBAH) (Lever, 1972) utilizando una curva estándar de celobiosa, el procedimiento de 
Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952), el procedimiento de ferricianuro alcalino (Robyt y Whelan, 1972), el procedimiento 
de 2,2'-bichinconinato (Waffenschmidt y Jaenicke, 1987) o el procedimiento del ácido dinitrosalicílico (DNS) de Miller 50 
(1959). Entre otros sustratos celulósicos se incluyen, por ejemplo, la celulosa Solka-Floc o la celulosa hinchada con 
ácido fosfórico (Karlsson et al., 2001). 
 
La celobiohidrolasa II también puede identificarse en un ensayo de transferencia western o un ensayo ELISA 
utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales generados contra el polipéptido CBHII/Cel6A purificado. 55 
 
De esta manera, la expresión "celobiohidrolasa CBHII/Cel6A" se refiere a enzimas celobiohidrolasa II que son 
elementos de la familia 6 de glucosil-hidrolasas, que presentan tanto un pliegue conservado como la estereoquímica 
de la reacción de hidrólisis. 
 60 
La expresión "temperatura moderada" o "temperatura convencional" en el contexto de la presente invención se 
refiere a temperaturas utilizadas comúnmente en la hidrólisis de la celulosa y correspondientes a las temperaturas 
óptimas o estabilidades térmicas de los enzimas utilizados en dichos procedimientos. De esta manera, las 
expresiones se refieren a intervalos de temperatura de entre 30ºC y 45ºC. 
 65 
La expresión "temperatura elevada" o "temperatura alta" se refiere a intervalos de temperatura de entre 45ºC y 70ºC. 
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En procedimientos de hidrólisis a corto plazo, los enzimas pueden resultar eficaces incluso hasta 80ºC. Los enzimas 
activos o estables en dichos intervalos de temperatura elevada también se denominan enzimas "termoestables" o 
"termofílicos". 
 
Las cepas de microorganismo capaces de producir polipéptido celobiohidrolasa CBHII/Cel6A o actividad de 5 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A pueden cribarse en diferentes sustratos. En primer lugar, las cepas seleccionadas se 
cultivan en un medio adecuado. Tras producir una cantidad suficiente de una celobiohidrolasa interesante, el enzima 
puede aislarse o purificarse y sus propiedades pueden caracterizarse más completamente. Alternativamente, 
pueden aislarse genes codificantes de celobiohidrolasas o celobiohidrolasas CBHII/Cel6A y compararse la 
secuencia de aminoácidos codificada por los genes, con las secuencias de aminoácidos de las celobiohidrolasas 10 
CBHII/Cel6A aislarse y caracterizarse en el Ejemplo 1. 
 
Los enzimas celobiohidrolasa producidos, en particular los enzimas celobiohidrolasa CBHII/Cel6A, pueden 
purificarse mediante la utilización de procedimientos convencionales de química enzimática, tal como la preparación 
de sales, la ultrafiltración, la cromatografía de intercambio iónico, la cromatografía de afinidad, la filtración en gel y la 15 
cromatografía de intercambio hidrofóbica. La purificación puede monitorizarse a partir de la determinación de la 
proteína, ensayos de actividad enzimática y mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. Puede 
determinarse la actividad enzimática y estabilidad del enzima purificado a diversos valores de temperatura y pH, así 
como la masa molecular y el punto isoeléctrico. Alternativamente, pueden identificarse las propiedades de las 
celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la invención mediante la producción de los enzimas en un hospedador 20 
recombinante y la purificación y caracterización del enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A recombinante. Además, 
las propiedades de la preparación de enzima recombinante que comprende la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la 
invención como uno de los componentes enzimáticos principales puede caracterizarse tal como se indica en el 
Ejemplo 3. 
 25 
La masa molecular de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A purificada puede determinarse a partir de la espectrometría 
de masas o en SDS-PAGE según Laemmli (1970). La masa molecular también puede predecirse a partir de la 
secuencia de aminoácidos del enzima utilizando la herramienta pI/MW en el servidor ExPASy 
(http://expasy.org/tools/pi_tool.html; Gasteiger et al., 2003). 
 30 
La dependencia de la temperatura o la termoestabilidad del enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A puede 
determinarse en un tampón adecuado a diferentes temperaturas mediante la utilización de, por ejemplo, celulosa 
Avicel como sustrato, tal como se indica en el Ejemplo 3, o mediante la utilización de otros sustratos y sistemas de 
tampón descritos en la literatura. La determinación de la dependencia del pH y de la estabilidad frente al pH puede 
llevarse a cabo en un tampón adecuado a diferentes valores de pH siguiendo la actividad sobre un sustrato 35 
celulósico. 
 
El pI puede determinarse mediante enfoque isoeléctrico sobre un gel de gradiente de pH inmovilizado compuesto de 
poliacrilamida, almidón o agarosa o mediante la estimación del pI a partir de la secuencia de aminoácidos, por 
ejemplo mediante la utilización de la herramienta pI/MW en el servidor ExPASy (http://expasy.org/tools/pi_tool.html; 40 
Gasteiger et al., 2003). 
 
El extremo N-terminal del enzima CBHII/Cel6A recombinante purificado, así como los péptidos internos, pueden 
secuenciarse según la reacción de degradación de Edman (Edman y Begg, 1967) o mediante la predicción del sitio 
de corte de la secuencia de señal de secreción a partir de la secuencia de aminoácidos, por ejemplo mediante la 45 
utilización del programa SignalP V3.0 (Nielsen et al., 1997; Nielsen y Krogh, 1998; Bendtsen et al., 2004) tal como se 
indica en el Ejemplo 1 o en otros procedimientos descritos en la literatura. 
 
La expresión "de longitud completa" se refiere a la forma del enzima traducido a partir de la secuencia de ADN 
codificante que se inicia con el codón de inicio ATG, que codifica la primera metionina en la secuencia de 50 
aminoácidos y que finaliza en el codón de parada TGA, TAG o TAA. 
 
El término "maduro" se refiere a la forma del enzima que después de la eliminación de la secuencia de señal 
(péptido de señal de secreción o prepéptido) comprende los aminoácidos esenciales para la actividad enzimática o 
catalítica. En los hongos filamentosos es la forma secretada al medio de cultivo como resultado de, por ejemplo, el 55 
procesamiento N-terminal de la secuencia de señal y otro procesamiento N-terminal y la glucosilación post-
traduccional. Además, la forma madura se refiere a un enzima que ha sido cortado de su proteína portadora en las 
construcciones de fusión. 
 
Muchas de las celobiohidrolasas bacterianas y fúngicas se producen como enzimas modulares (Srisodsuk et al., 60 
1993; Suurnäkki et al., 2000). Además de un dominio catalítico o nuclear que expresa actividad celulolítica, estos 
enzimas pueden comprender uno o más dominios de unión a celulosa (DUC), también denominados 
dominios/módulos de unión a carbohidrato (DUC/MUC), los cuales pueden encontrarse situados en el extremo N-
terminal o C-terminal del dominio catalítico. Los DUC presentan actividad de unión a carbohidrato y median en la 
unión del enzima celulasa a la celulosa cristalina pero presentan poco o ningún efecto sobre la actividad hidrolítica 65 
de la celulasa del enzima sobre los sustratos solubles. Estos dos dominios típicamente se conectan mediante un 
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conector flexible y altamente glucosilado o región bisagra, tal como se pone de manifiesto a partir de las secuencias 
de aminoácidos de SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15 y SEC ID nº 16. 
 
El término "fragmento" tal como se da a conocer se refiere a un polipéptido que no presenta uno o más residuos 
aminoácidos desde el extremo N-terminal y/o C-terminal del polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 12, SEC 5 
ID nº 14, SEC ID nº 15 o SEC ID nº 16, tal como la forma madura del polipéptido u otra parte enzimáticamente activa 
del polipéptido. El fragmento todavía presenta la actividad catalítica esencial o actividad de celobiohidrolasa de la 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de longitud completa y propiedades sustancialmente similares, tales como la 
dependencia y estabilidad frente al pH y la temperatura y la especificidad de sustrato. Los polipéptidos dados a 
conocer en SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15 y SEC ID nº 16 contienen naturalmente un DUC N-terminal y 10 
un conector. Estas regiones conectoras o DUC nativas pueden sustituirse por, por ejemplo, un DUC de una especie 
de Trichoderma o de Chaetomium. Los enzimas CBHII/Cel6A de la invención pueden utilizarse en las aplicaciones 
también sin una secuencia de señal y/o DUC o la secuencia de señal y/o el DUC puede obtenerse a partir de 
diferentes enzimas de los microorganismos anteriormente indicados o de microorganismos diferentes o puede 
incorporarse sintética o recombinantemente al dominio catalítico de los enzimas anteriormente indicados. 15 
 
El término "identidad" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la identidad entre dos secuencias de 
aminoácidos comparados entre sí dentro de la región de secuencia correspondiente que presenta aproximadamente 
la misma cantidad de aminoácidos. Por ejemplo, puede compararse la identidad de una secuencia de longitud 
completa o de una secuencia madura de las dos secuencias de aminoácidos. Además, puede compararse la 20 
identidad de una secuencia de longitud completa o de una secuencia madura que no presenta el DUC N-terminal de 
las dos secuencias de aminoácidos. De esta manera, la comparación de, por ejemplo, las secuencias de 
CBHII/Cel6A, incluyendo el DUC y/o las secuencias de señal con secuencias que no presentan dichos elementos, 
no se encuentra dentro del contexto de la invención. La identidad de las secuencias de longitud completa puede 
medirse mediante la utilización de, por ejemplo, la alineación de ClustalW (por ejemplo en 25 
www.ebi.ac.uk/Tools/Clustalw) con una matriz tal como la siguiente: BLOSUM, apertura de hueco: 10, extensión de 
hueco: 0,5, o utilizando un programa de Clone Manager (versión 9) (Scientific and Educational Software, Care, 
EEUU), incluyendo las funciones "Comparar dos secuencias/Global/Comparar secuencias" como aminoácidos/matriz 
de puntuación BLOSOM62, tal como se indica en el Ejemplo 1. 
 30 
Las secuencias de aminoácidos de las dos moléculas que deben compararse pueden diferir en una o más 
posiciones, que, sin embargo, no alteran la función biológica o estructura de las moléculas. Dichas "variantes" 
pueden producirse naturalmente debido a diferentes organismos hospedadores o mutaciones en la secuencia de 
aminoácidos, por ejemplo como variante alélica dentro de la misma cepa, especie o género, o pueden conseguirse 
mediante mutagénesis específica. Según una forma de realización, pueden comprender sustituciones, deleciones, 35 
combinaciones o inserciones de aminoácidos de una o más posiciones en la secuencia de aminoácidos, aunque 
todavía funcionen de manera sustancialmente similar a los enzimas definidos en SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC 
ID nº 15 o SEC ID nº 16, es decir, comprenden una variante que presenta actividad celulolítica. 
 
Según una forma de realización, en un procedimiento de tratamiento de material celulósico, que incluye también 40 
material lignocelulósico con un polipéptido CBHII/Cel6A o una composición enzimática que comprende dicho 
polipéptido o tal como en un bioprocedimiento consolidado, el material celulósico puede tratarse con un 
microorganismo fermentador que produce dicho polipéptido, en el que el polipéptido CBHII/Cel6A muestra actividad 
de celobiohidrolasa y comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 76% 
respecto al polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto al 45 
polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto al polipéptido de 
longitud completa de SEC ID nº 15 o una identidad de por lo menos 91% respecto al polipéptido de longitud 
completa de SEC ID nº 16, o un fragmento o variante de los mismos con propiedades similares. Dicho enzima es 
capaz de hidrolizar material celulósico, incluyendo lignocelulosa a temperaturas moderadas a elevadas. Dicho 
procedimiento comprende las etapas siguientes: i) producción de un polipéptido CBHII/Cel6A de la invención o una 50 
composición enzimática que comprende dicho polipéptido o un microorganismo fermentador que produce dicho 
polipéptido, ii) reaccionar del material celulósico con el polipéptido CBHII/Cel6A de la invención o la composición 
enzimática que comprende dicho polipéptido o el microorganismo fermentador productor de dicho polipéptido, y iii) 
obtención de material celulósico parcial o totalmente hidrolizado, incluyendo material lignocelulósico hidrolizado. 
 55 
Los enzimas celobiohidrolasa CBHII/Cel6A útiles para tratar o hidrolizar material celulósico son "obtenibles de" 
cualquier organismo, incluyendo plantas. Preferentemente, los enzimas CBHII/Cel6A se originan a partir de 
microorganismos, por ejemplo bacterias u hongos. Según una forma de realización, las bacterias pueden ser, por 
ejemplo, de un género seleccionado de entre Bacillus, Azospirillum, Streptomyces y Pseudomonas. Según una 
forma de realización, el enzima se origina a partir de hongos (incluyendo hongos filamentosos y levaduras), por 60 
ejemplo de un género seleccionado de entre el grupo que consiste en las levaduras Schizosaccharomyces, 
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Candida y Yarrowia, o de los hongos filamentosos Achaetomium, 
Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Botrytis, Chaetomium, Chrysosporium, Cryptococcus, Collybia, Fomes, 
Fusarium, Humicola, Hypocrea, Lentinus, Magnaporthea, Melanocarpus, Mucor, Myceliophthora, Myriococcum, 
Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicilliium, Phanerochaete, Phlebia, Pleurotus, Podospora, Polyporus, 65 
Pycnoporus, Rhizoctonia, Schizophyllum, Scytalidium, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Trametes y 
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Trichoderma. Preferentemente, los enzimas CBHII/Cel6A se obtienen de Acremonium thermophilum, Melanocarpus 
albomyces, Chaetomium thermophilum o Talaromyces emersonii. 
 
Se dan a conocer además los enzimas obtenibles de la cepa de hongo filamentoso ALKO4245 depositada como 
CBS 116240 y que se clasifica actualmente como Acremonium thermophilium, Melanocarpus albomyces cepa 5 
ALKO4237, depositada como CBS 685.95, Talaromyces emersonii cepa DSM 2432 (en la colección de cultivos del 
solicitante bajo el número RF8069) o Chaetomium thermophilum cepa ALKO4265, depositada como CBS 730.95. 
 
Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A dadas a conocer se comercializan como At_ALKO4245_Cel6A, 
Ma_ALKO4237_Cel6A, Ct_ALKO4265_Cel6A y Te_RF8069_Cel6A, siendo las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A 10 
originadas de las cepas Acremonium thermophilum CBS 116240, Melanocarpus albomyces CBS 685.95, 
Chaetomium thermophilum CBS 730.95 o Talaromyces emersonii DSM 2432 y elementos de la familia 6 de 
glucósido hidrolasas. 
 
Tabla 1: celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la invención 15 
 

Celobiohidrolasa II Gen Obtenible de 
Ácidos 

nucleicos 
SEC ID nº 

Aminoácidos 
SEC ID nº 

At_ALKO4245_Cel6A At_ALKO4245_cel6A 
Acremonium 
thermophilum 11 12 

Ma_ALKO4237_Cel6A Ma_ALKO4237_cel6A 
Melanocarpus 

albomyces 13 14 

Ct_ALKO4265_Cel6A Ct_ALKO4265_cel6A Chaetomium 
thermophilum 

9 15 

Te_RF8069_Cel6A Te_RF8069_cel6A 
Talaromyces 

emersonii 10 16 

 
Según una forma de realización, el enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico útil en el procedimiento es un 
polipéptido que presenta actividad de celobiohidrolasa y que comprende el enzima At_ALKO4245_Cel6A que 
presenta la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 12 o una secuencia de aminoácidos que 20 
presenta una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 12. Los enzimas 
preferentes muestran una identidad de por lo menos 78%, 80% o 82%, preferentemente de por lo menos 84%, 86% 
o 88%, más preferentemente de por lo menos 90%, todavía más preferentemente de por lo menos 92%. Todavía 
más preferentemente, las secuencias de aminoácidos muestran una identidad de por lo menos 94% o de por lo 
menos 96% o 97%, más preferentemente de por lo menos 98%, todavía más preferentemente de 99% respecto a la 25 
secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 12. Las identidades de los dos enzimas se comparan dentro de las 
regiones de secuencia correspondientes, es decir, dentro de la región completa de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A. 
 
Se da a conocer además un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica útil en el procedimiento que presenta una 
actividad de celobiohidrolasa y que comprende el enzima Ma_ALKO4237_Cel6A que presenta la secuencia de 30 
aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 14 o una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de 
por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 14. según una forma de realización, los 
enzimas muestran una identidad de por lo menos 78%, 80% o 82%, preferentemente de por lo menos 84%, 86% o 
88%, más preferentemente de por lo menos 90%, todavía más preferentemente de por lo menos 92%. Según una 
forma de realización, las secuencias de aminoácidos muestran una identidad de por lo menos 94% o de por lo 35 
menos 96% o 97%, más preferentemente de por lo menos 98%, todavía más preferentemente de 99% respecto a la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 14. Se comparan las identidades de los dos enzimas dentro de las regiones 
de secuencia correspondientes, es decir, dentro de la región de longitud completa de la celobiohidrolasa 
CBHII/Cel6A. 
 40 
Según una forma de realización es un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico útil en el procedimiento que 
presenta actividad de celobiohidrolasa y que comprende el enzima Ct_ALKO4265_Cel6A que presenta la secuencia 
de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 15 o una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad 
de por lo menos 95% respecto a la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 15. Los enzimas preferentes muestran una 
identidad de por lo menos 76%, preferentemente de por lo menos 97%, más preferentemente de por lo menos 98%, 45 
todavía más preferentemente de por lo menos 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 15. Las 
identidades de los dos enzimas se comparan dentro de las regiones de secuencia correspondientes, es decir, dentro 
de la región de longitud completa de la celobiohidrolasa CEBHII/Cel6A. 
 
Se da a conocer además un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico útil en el procedimiento que presenta 50 
actividad de celobiohidrolasa y que comprende el enzima Te_RF8069_Cel6A que presenta la secuencia de 
aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 16 o una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de 
por lo menos 91% respecto a la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 16. Según una forma de realización, los 
enzimas muestran una identidad de por lo menos 92%, más preferentemente de por lo menos 93%, todavía más 
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preferentemente de por lo menos 94%. Todavía más preferentemente, las secuencias de aminoácidos muestran una 
identidad de por lo menos 95% o de por lo menos 96% o 97%, más preferentemente de por lo menos 98%, todavía 
más preferentemente de 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 16. Se comparan las 
identidades de los dos enzimas dentro de las regiones de secuencia correspondientes, es decir, dentro de la región 
de longitud completa de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A. 5 
 
Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A fúngicas tal como se dan a conocer son activas o estables en un amplio intervalo 
de pH, de por lo menos pH 3 a pH 10, y más preferentemente en un intervalo de pH de por lo menos pH 3 a pH 7 al 
someterlas a ensayo a 50ºC durante 21 horas utilizando celulosa Avicel como sustrato, tal como se indica en el 
Ejemplo 3. 10 
 
Según una forma de realización, At_ALKO4245_Cel6A se encuentra activa entre pH 3 y pH 7, preferentemente entre 
pH 4 y pH 6, y más preferentemente entre pH 4 y pH 5. La actividad máxima de At_ALKO4245_Cel6A se mide a pH 
5, al someterla a ensayo a 50ºC durante 21 horas utilizando celulosa Avicel como sustrato. 
 15 
Según una forma de realización, Ma_ALKO4237_Cel6A se encuentra activo en un intervalo de pH de entre pH 3 y 
pH 10, preferentemente de entre pH 4 y pH 8, más preferentemente de entre pH 4 y pH 7, todavía más 
preferentemente de entre pH 4 y pH 6, y todavía más preferentemente de entre pH 4 y pH 5. La actividad máxima de 
Ma_ALKO4237_Cel6A se mide a pH 4 al someterla a ensayo a 50ºC durante 21 horas utilizando celulosa Avicel 
como sustrato. 20 
 
Según una forma de realización, Ct_ALKO4265_Cel6A se encuentra activo en un intervalo de pH de entre pH 3 y pH 
10, preferentemente de entre pH 3 y pH 8, más preferentemente de entre pH 3 y pH 7, todavía más preferentemente 
de entre pH 4 y pH 7, y todavía más preferentemente de entre pH 4 y pH 6. La actividad máxima de 
Ct_ALKO4265_Cel6A se mide a pH 5 al someterla a ensayo a 50ºC durante 21 horas utilizando celulosa Avicel 25 
como sustrato. 
 
Según una forma de realización, Te_RF8089_Cel6A es activo en un intervalo de pH de entre pH 3 y pH 7, 
preferentemente de entre pH 3 y pH 6, y más preferentemente de entre pH 4 y pH 6. La actividad máxima de 
Te_RF8089_Cel6A se mide a pH 4 al someterla a ensayo a 50ºC durante 21 horas utilizando celulosa Avicel como 30 
sustrato. 
 
Los enzimas de la invención resultan eficaces en la degradación de material celulósico y lignocelulósico en un 
amplio intervalo de temperaturas. Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la invención son activas o estables durante 
un máximo de 21 horas en un intervalo de temperaturas de entre 40ºC y 70ºC al someterla a ensayo al pH óptimo de 35 
los enzimas utilizando celulosa Avicel como sustrato, tal como se indica en el Ejemplo 3. 
 
La celobiohidrolasa At_ALKO4245_Cel6A se encuentra activa entre 40ºC y 70ºC, preferentemente entre 40ºC y 
60ºC, más preferentemente entre 50ºC y 60ºC. Al pH óptimo la actividad máxima de At_ALKO4245_Cel6A se mide a 
60ºC al utilizar un tiempo de incubación de 21 horas y celulosa Avicel como sustrato. 40 
 
Según una forma de realización, la celobiohidrolasa Ma_ALKO4237_Cel6A se encuentra activa en un intervalo de 
temperaturas de entre 40ºC y 60ºC. El enzima muestra una actividad máxima a 50ºC al incubarla durante 21 horas al 
pH óptimo utilizando celulosa Avicel como sustrato. La celobiohidrolasa Ct_ALKO4265_Cel6A se encuentra activa 
en un intervalo de temperaturas de entre 40ºC y 70ºC, preferentemente en el intervalo de entre 50ºC y 60ºC. Al pH 45 
óptimo, la actividad máxima se mide a 60ºC al utilizar un tiempo de incubación de 21 horas y celulosa Avicel como 
sustrato. La celobiohidrolasa Te_RF8089_Cel6A se encuentra activa entre 40ºC y 70ºC, preferentemente entre 40ºC 
y 60ºC, más preferentemente entre 50ºC y 60ºC. La actividad máxima se mide a 60ºC al incubar durante 21 horas al 
pH óptimo utilizando celulosa Avicel como sustrato. 
 50 
Los enzimas celulolíticos actualmente utilizados en la hidrólisis de material celulósico y la producción de azúcares 
fermentables para, por ejemplo, aplciaciones de bioetanol se obtienen principalmente de microorganismos bien 
estudiados, tales como el hongo filamentoso Trichoderma reesei (por ejemplo la línea de productos Accellerase®, 
Genencor Int., Inc., EEUU). Los enzimas celulolíticos se utilizan convencionalmente a temperaturas comprendidas 
en el intervalo de entre 30ºC y 45ºC. Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la presente invención son eficientes 55 
también a estas temperaturas, aunque además funcionan extremadamente bien incluso a temperaturas de hasta 
70ºC, tal como de entre 40ºC y 70ºC, por ejemplo de entre 40ºC y 70ºC o de entre 40ºC y 60ºC o de entre 50ºC y 
60ºC, tal como se muestra en el Ejemplo 3. En los tiempos de hidrólisis cortos las composiciones enzimáticas 
pueden resultar funcionales hasta 80ºC. En tiempos de hidrólisis cortos se requieren tiempos de incubación más 
prolongados y, por lo tanto, se utilizan normalmente temperaturas más bajas. Lo anterior provoca que las 60 
celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la invención resulten extremadamente adecuadas a la modificación de los 
procedimientos de hidrólisis de sustratos celulósicos llevados a cabo a temperaturas convencionales o moderadas y 
a temperaturas elevadas. 
 
En los Ejemplos 4 y 5, se describen experimentos realizados con diversos materiales celulósicos, tales como 65 
madera dura y mazorcas de maíz. A partir de la figura 4 resulta evidente que el rendimiento de las mezclas 
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enzimáticas complementadas con las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A fúngicas At_ALKO4245_Cel6A, 
Ma_ALKO42237_Cel6A o Ct_ALKO4265_Cel6A en la hidrólisis de madera dura sometida a explosión de vapor es 
mucho mejor que el rendimiento de las mezclas enzimáticas sin dicha complementación. En los experimentos 
realizados a 55ºC (figura 4A), se encontró que la cantidad de azúcares liberada del sustrato de madera dura se 
incrementaba en 12%, 14% y 26% mediante la complementación con Ma_ALKO4237_Cel6A, Ct_ALKO4265_Cel6A 5 
o At_ALKO4245_Cel6A en la MEZCLA 2, respectivamente. Se encontró que el enzima ALKO4245 de Acremonium 
thermophilum era el enzima CBHII/Cel6A de mejor rendimiento de entre los estudiados en la presente memoria. El 
enzima At_ALKO4245_Cel6A mostró una hidrólisis incrementada también a 37ºC, añadido en la mezcla de 
Trichoderma del estado de la técnica (MEZCLA ENZIMAS T.REESEI) (figura 4B9 o en el producto comercial 
(MEZCLA ACC) (figura 4C). 10 
 
También se obtuvieron resultados similares en las mazorcas de maíz sometidas a explosión con vapor (figura 5). La 
MEZCLA 2 de enzima termofílico se complementó con el enzima At_ALKO4245_Cel6A de la invención. La cantidad 
agrupada de glucosa y xilosa tras 72 horas de hidrólisis era notablemente más elevada que sin dicha 
complementación. 15 
 
Según una forma de realización, el procedimiento de tratamiento del material celulósico y lignocelulósico, tal como 
material lignocelulósico que incluía hemicelulosa, pectina y lignina, implica la utilización de una o más de las 
celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la invención como "composición enzimática" o "preparación enzimática" que 
comprende por lo menos un enzima adicional capaz de hidrolizar dicho material. Los enzimas adicionales pueden 20 
seleccionarse de entre el grupo de celobiohidrolasa, endoglucanasa, beta-glucosidasa, beta-glucanasa, 
xiloglucanasa, xilanasa, beta-xilosidasa, mananasa, beta-manosidasa, α-glucuronidasa, acetil-xilán-esterasa, α-
arabinofuranosidasa, α-galactosidasa, pectinasa, que ipmlica endo- y exo-α-L-arabinasas, α-galactosidasa, endo- y 
exo-galactoronasa, endopectinliasa, pectinesterasa, pectato liasa, fenol-esterasa, ligninasa que implica lignina 
peroxidasa, peroxidasa dependiente de manganeso, enzima generador de H2O2 y lacasa con o sin un mediador. 25 
 
Según una forma de realización, la preparación o composición enzimática comprende por lo menos uno de los 
enzimas indicados anteriormente. Puede contener enzimas en forma por lo menos parcialmente purificada y aislada. 
Incluso puede consistir esencialmente del enzima o enzimas deseados. Alternativamente, la preparación puede ser 
un medio de cultivo o filtrado agotado que contiene uno o más de los enzimas deseados. Preferentemente, la 30 
preparación enzimática es medio de cultivo agotado. La expresión "medio de cultivo agotado" se refiere al medio de 
cultivo del hospedador que comprende los enzimas producidos. Preferentemente, las células hospedadoras se 
separan de dicho medio después de la producción. La preparación o composición enzimática también puede ser un 
"caldo de cultivo completo" obtenido opcionalmente después de eliminar el/los hospedador/hospedadores o 
microorganismo/microorganismos de producción sin ningún procesamiento o producción posterior del enzima o 35 
enzimas celulolíticos deseados. En el "bioprocedimiento consolidado", la composición enzimática o por lo menos 
algunos de los enzimas de la composición enzimática puede ser producido por el microorganismo fermentador. 
 
La expresión "polipéptido aislado" en el presente contexto puede referirse simplemente a que las células y residuos 
celulares han sido eliminados del medio de cultivo que contiene el polipéptido. Convenientemente, los polipéptidos 40 
son aislados, por ejemplo mediante la adición de polímeros aniónicos y/o catiónicos, al medio de cultivo agotado con 
el fin de potenciar la precipitación de células, residuos celulares y algunos enzimas que presentan actividades 
secundarios no deseadas. A continuación, el medio se filtra utilizando un agente de filtración inorgánico y un filtro 
para eliminar los sedimentos formados. Después, el filtrado se procesa adicionalmente utilizando una membrana 
semipermeable para eliminar el exceso de sales, azúcares y productos metabólicos. 45 
 
Además de la actividad enzimática, la preparación puede contener aditivos, tales como mediadores, estabilizadores, 
tampones, conservantes, surfactantes y/o componentes del medio de cultivo. Los aditivos preferentes son los que se 
utilizan comúnmente en preparaciones enzimáticas destinadas a una aplicación particular. La preparación 
enzimática puede encontrarse en forma de líquido, polvos o granulado. 50 
 
Según una forma de realización de la invención, la preparación enzimática comprende una mezcla de CBH, EG y 
BG, opcionalmente junto con enzimas degradadores de la hemicelulosa en combinación con las celobiohidrolasas 
CBHII/Cel6A de la invención. Pueden utilizarse diferentes mezclas y combinaciones enzimáticas para adecuarse a 
diferentes materiales de sustrato y condiciones del procedimiento. Por ejemplo, en el caso de que el procedimiento 55 
de degradación deba llevarse a cabo a una temperatura elevada, se seleccionan enzimas termoestables. 
 
La "hemicelulosa" es un grupo heterogéneo de polímeros de carbohidrato que contiene principalmente diferentes 
glucanos, xilanos y mananos. La hemicelulosa consiste en un esqueleto lineal con residuos unidos mediante enlace 
β-1,4, sustituidos con cadenas laterales cortas que habitualmente contienen grupos ácido acetilo, ácido 4-O-60 
glucurónico, L-arabinosa y galactosilo. La hemicelulosa puede entrecruzarse químicamente con lignina y celulosa. 
Entre los "enzimas degradadores de xilano", o "xilanasas", se incluyen enzimas tanto exohidrolíticos como 
endohidrolíticos, tales como endo-1,4-beta-D-xilanasa (EC 3.2.1.8) o exo-1,4-beta-D-xilosidasa (EC 3.2.1.37), que 
descomponen la hemicelulosa en xilosas. Los gluco- y galacto-mananos son hidrolizados por las endo-1,4-beta-
mananasas (EC 3.2.1.78) y la beta-manosidasa (EC 3.2.1.25), rindiendo beta-D-manosa. Entre los enzimas capaces 65 
de eliminar los sustituyentes de cadena lateral se incluyen α-glucuronidasas, acetil-xilán-esterasas, α-
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arabinofuranosidasas y α-galactosidasas, que actúan cooperativamente con los enzimas degradadores del 
esqueleto (Biely et al., 1997; Sundberg y Poutanen, 1991; Stålbrand et al., 1995). 
 
Los enzimas que participan en la degradación de la "pectina" implican endo- y exo-α-L-arabinasas y α-galactosidasa, 
endo- y exo-galactoronasas, endopectinliasas y pectinesterasas (Del Cañizo et al., 1994). 5 
 
La "lignina" es un polímero entrecruzado complejo de unidades p-hidroxifenilpropano de diversa sustitución. Su 
hidrólisis implica peroxidasas de lignina, fenol-esterasas, peroxidasas dependientes de manganeso, enzimas 
generadores de H2O2 y lacasas (Cullen y Kersten, 2004). 
 10 
Los enzimas de la composición enzimática pueden añadirse al material lignocelulósico de manera simultánea o 
secuencial. 
 
Según una forma de realización, el procedimiento es aplicable a diversos materiales que contienen celulosa, 
lignocelulosa y beta-glucano, tales como materiales vegetales, por ejemplo madera, incluyendo madera dura y 15 
madera blanda, virutas de madera dura y de madera blanda, pulpa de madera, serrín y residuos industriales 
silvícolas y de madera, cultivos herbáceos, biomasa agrícola, tal como paja de cereales, pulpa de remolacha 
azucarera, fibra de maíz, rastrojo y mazorcas de maíz, beta-glucanos de cereales, bagazo de caña azucarera, tallos, 
hojas, vainas y cáscaras, y similares; productos de desecho, tales como residuos sólidos urbanos, papel de 
periódico y residuos de papel de oficina, fibra de desecho, lodos de papel,  residuos triturados de, por ejemplo, 20 
cereales; cultivos energéticos específicos (por ejemplo sauce, chopo, pastos altos ('switchgrass') o alpiste, y 
similares). 
 
Según una forma de realización de la invención, el procedimiento resulta aplicable a la producción de 
biocombustibles, tales como etanol, propanol y butanol y similares a partir de material celulósico. 25 
 
Según una forma de realización se encuentra un procedimiento en el que el polipéptido CBHII/Cel6A utilizado en la 
hidrólisis del material celulósico se obtiene de la cepa CBS 116240 de Acremonium thermophilum y presenta la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 12 o una identidad de por lo menos 78%, 80%, 82%, 84%, 86%, 88%, 90%, 
92%, 94%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 12, o un fragmento o 30 
variante de la misma que presenta actividad de celobiohidrolasa. 
 
También se da a conocer un polipéptido CBHII/Cel6A fúngico que presenta actividad de celobiohidrolasa y que 
comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 76-% respecto al polipéptido 
de longitud completa de SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto al polipéptido de longitud 35 
completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto al polipéptido de longitud completa de SEC 
ID nº 15, o una identidad de por lo menos 91% respecto al polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 16, o un 
fragmento o variante de los mismos que presentan propiedades similares. 
 
El polipéptido CBHII/Cel6A puede obtenerse a partir de los géneros de hongo filamentoso Acremonium, 40 
Melanocarpus, Chaetomium o Talaromyces. Entre las especies dadas a conocer se incluyen Acremonium 
thermophilum, Melanocarpus albomyces, Chaetomium thermophilum o Talaromyces emersonii. 
 
Se dan a conocer además enzimas obtenibles a partir de una cepa de hongo filamentoso ALKO4245 depositada 
como CBS 116240 actualmente clasificada como Acremonium thermophilium, Melanocarpus albomyces cepa 45 
ALKO4237, depositada como CBS 685.95, Chaetomium thermophilum cepa ALKO4265, depositada como CBS 
730.95 o Talaromyces emersonii cepa DSM 2432 (en la colección de cultivos del solicitante bajo el número RF8069). 
 
Según una forma de realización preferente de la invención, el enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico es un 
polipéptido que presenta actividad de celobiohidrolasa y que comprende el enzima At_ALKO4245_Cel6A que 50 
presenta la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 12. 
 
Se da a conocer además un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico que presenta actividad de 
celobiohidrolasa y que comprende el enzima Ma_ALKO4237_Cel6A con la secuencia de aminoácidos de longitud 
completa de SEC ID nº 14. 55 
 
Se da a conocer además un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico que presenta actividad de 
celobiohidrolasa y que comprende el enzima Ct_ALKO4265_Cel6A con la secuencia de aminoácidos de longitud 
completa de SEC ID nº 15. 
 60 
Se da a conocer además un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico que presenta actividad de 
celobiohidrolasa y que comprende el enzima Te_RF8069_Cel6A con la secuencia de aminoácidos de longitud 
completa de SEC ID nº 16. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, el enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A es capaz de 65 
hidrolizar material celulósico a temperaturas moderadas a elevadas. Las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la 
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invención son activas o estables incluso a temperaturas de hasta 70ºC, tal como de entre 40ºC y 70ºC, por ejemplo 
de entre 40ºC y 60ºC o de entre 50ºC y 60ºC, al someterlas a ensayo al pH óptimo de los enzimas utilizando 
celulosa Avicel Ph101 como sustrato, tal como se indica en el Ejemplo 3. Para tiempos de hidrólisis cortos, las 
composiciones enzimáticas pueden ser funcionales hasta una temperatura de 80ºC. Para la hidrólisis total, resultan 
necesarios tiempos de incubación más prolongados y, por lo tanto, normalmente se utilizan temperaturas más bajas. 5 
Lo anterior convierte a las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la invención en extremadamente adecuadas para 
modificar los procesos de hidrólisis del sustrato celulósico realizados a temperaturas tanto convencionales como 
moderadas y a temperaturas elevadas que requieren la termoestabilidad de los enzimas. 
 
Según una forma de realización, el enzima CBHII/Cel6A fúngico se encuentra codificado por una molécula aislada 10 
de ácidos nucleicos que comprende una secuencia polinucleotídica, que codifica un polipéptido que comprende la 
secuencia de aminoácidos caracterizada en SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15 o SEC ID nº 16. De esta 
manera, se da a conocer el enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A o el polipéptido que comprende la secuencia de 
aminoácidos de la forma de longitud completa del enzima At_ALKO4245_Cel6A caracterizado en SEC ID nº 12, el 
enzima Ma_ALKO4237_Cel6A caracterizado en SEC ID nº 14, Ct_ALKO4265 caracterizado en SEC ID nº 15 o 15 
Te_RF8069_Cel6A caracterizado en SEC ID nº 16. 
 
Además, se dan a conocer los polipéptidos codificados por las moléculas de ácidos nucleicos codificantes de un 
polipéptido CBHII/Cel6A que presentan una actividad de celobiohidrolasa y una identidad de por lo menos 76% 
respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% 20 
respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% 
respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 15 o de por lo menos 91% respecto a la 
secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 16. Las identidades de los dos enzimas se comparan 
dentro de las regiones de secuencia correspondientes, es decir, dentro de la región de longitud completa del 
polipéptido CBHII/Cel6A. 25 
 
Se da a conocer además una secuencia polipeptídica que se encuentra codificada por una molécula de ácidos 
nucleicos codificante de un fragmento del polipéptido, en el que el fragmento de polipéptido no presenta uno o más 
residuos aminoácidos del extremo N-terminal y/o C-terminal del polipéptido de longitud completa de SEC ID nº 12, 
SEC ID nº 14, SEC ID nº 15 o SEC ID nº 16. El fragmento todavía presenta la actividad catalítica esencial o la 30 
actividad de celobiohidrolasa de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de longitud completa y propiedades 
sustancialmente similares, tales como dependencia del pH y de la temperatura y especificidad de sustrato. El 
fragmento puede ser, por ejemplo, un enzima que no presenta la secuencia de señal de secreción o el dominio de 
unión a carbohidrato o DUC. 
 35 
Se dan a conocer además variantes naturales o sintéticas de las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A que presentan 
propiedades similares a los polipéptidos definidos en SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15 o SEC ID nº 16. La 
variación puede resultar de la deleción, sustitución, inserción, adición o combinación de una o más posiciones en la 
secuencia de aminoácidos. 
 40 
Una forma de realización es una celobiohidrolasa CBHII/Cel6A que se encuentra codificada por una molécula 
aislada de ácidos nucleicos que comprende una secuencia polinucleotídica incluida en SEC ID nº 11, SEC ID nº 13, 
SEC ID nº 9 o SEC ID nº 10 o una subsecuencia de las mismas. 
 
Se da a conocer además una celobiohidrolasa CBHII/Cel6A que se encuentra codificada por una molécula de ácidos 45 
nucleicos o secuencia polinucleotídica que se hibrida bajo condiciones restrictivas con una secuencia 
polinucleotídica o una subsecuencia de la misma incluida en SEC ID nº 11, SEC ID nº 13, SEC ID nº 9 o SEC ID nº 
10. Además, una forma de realización preferente es un polipéptido codificado por una molécula de ácidos nucleicos 
o secuencia polinucleotídica que se hibrida con una sonda preparada utilizando la PCR, tal como el fragmento de 
PCR incluido en SEC ID nº 7 o SEC ID nº 8. 50 
 
Pueden utilizarse procedimientos estándares de biología molecular en el aislamiento del ADNc o un ADN genómico 
del organismo hospedador, por ejemplo, los procedimientos descritos en los manuales de biología molecular, tal 
como Sambrook y Russell, 2001. El ADNc o un gen genómico codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la 
invención puede aislarse utilizando sondas de ADN, que han sido preparadas basándose en la secuencia de 55 
aminoácidos de péptidos N-terminales o trípticos del enzima CBHII/Cel6A purificado. Alternativamente, la sonda 
puede diseñarse basándose en las secuencias de nucleótidos o de aminoácidos conocidas de las celobiohidrolasas 
homólogas. Los clones de CBHII/Cel6a también pueden cribarse basándose en la actividad sobre placas que 
contienen un sustrato específico del enzima o mediante la utilización de anticuerpos específicos para una 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A. 60 
 
La hibridación con una sonda de ADN, tal como, por ejemplo, SEC ID nº 7, que consiste en más de 100 a 200 
nucleótidos, habitualmente se lleva a cabo bajo condiciones "altamente restrictivas", es decir, la hibridación a una 
temperatura que es 20ºC a 25ºC inferior a la temperatura de fusión (Tf) calculada de un híbrido perfecto, la Tf 
calculada según Bolton y McCarthy (1962) y lavados post-hibridación a baja concentración salina. Habitualmente la 65 
prehibridación y la hibridación se llevan a cabo por lo menos a 65ºC en 6xSSC (o 6xSSPE), reactivo de Denhardt 5x, 
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SDS al 0,5% (p/v), 100 µg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado y fragmentado. La adición de 
formamida al 50% reduce las temperaturas de prehibridación e hibridación a 42ºC. Los lavados de alta astringencia 
se llevaron a cabo a baja concentración salina, por ejemplo en 2xSSC-SDS al 0,1% (p/v) a TA, y finalmente en 
0,1xSSC-SDS al 0,1% (p/v) por lo menos a 65ºC, por ejemplo a 68ºC. 
 5 
Según una forma de realización, los genes At_ALKO4245_Cel6A, Ma_ALKO4237_Cel6A, Ct_ALKO4265_Cel6A y 
Te_RF8069_Cel6A se aislaron con una sonda preparada mediante PCR utilizando condiciones de hibridación 
restrictiva tal como se indica en el Ejemplo 1. Los genes cbh2/cel6A genómicos se aislaron mediante la utilización de 
cebadores oligonucleótidos diseñados basándose en las secuencias de nucleótidos publicadas o utilizando 
cebadores oligonucleótidos degenerados planificados basándose en la alineación de las secuencias de aminoácidos 10 
previamente conocidas de las proteínas CBHII/Cel6A. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, el enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A se encuentra 
codificado por una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 
11 codificante de la forma de longitud completa del enzima At_ALKO4245_Cel6A de SEC ID nº 12. Se da a conocer 15 
además una celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica codificada por una molécula aislada de ácidos nucleicos que 
comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 13, que codifica la forma de longitud completa del enzima 
Ma_ALKO4237_Cel6A que presenta la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 14. Se da a conocer además una 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica codificada por una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 9 que codifica la forma de longitud completa del enzima 20 
Ct_ALKO4265_Cel6A que presenta la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 15. Se da a conocer además una 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica codificada por una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende la 
secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 10, que codifica la forma de longitud completa del enzima 
Te_RF8069_Cel6A que presenta la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 16. 
 25 
Según una forma de realización, la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica se encuentra codificada por la secuencia 
polinucleotídica incluida en el plásmido pALK2582 depositada en Escherichia coli RF8175 bajo el número de acceso 
DSM 22945, el plásmido pALK2581, depositado en Escherichia coli RF8174 bajo el número de acceso DSM 22945, 
el plásmido pALK2904, depositado en Escherichia coli RF8214 bajo el número de acceso DSM 22947, o el plásmido 
pALK3006, depositado en Escherichia coli RF8333 bajo el número de acceso DSM 23185. 30 
 
Una forma de realización de la invención es la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A producida a partir de un vector de 
expresión recombinante que comprende la molécula de ácidos nucleicos, que codifica la celobiohidrolasa 
CBHII/Cel6A fúngica tal como se ha caracterizado anteriormente, operablemente ligada a secuencias reguladoras 
capaces de dirigir la expresión de un gen codificante de dicho enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A en un 35 
hospedador adecuado. La construcción de dicho vector de expresión recombinante y la utilización de dicho vector se 
describen en mayor detalle en el Ejemplo 2. 
 
Los hospedadores adecuados para la producción de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica son hospedadores 
homólogos o heterólogos, tal como los hospedadores microbianos, incluyendo bacterias, levaduras y hongos. Son 40 
hospedadores de producción preferentes los hongos filamentosos, tales como Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, 
Humicola, Chrysosporium, Neurospora, Rhizopus, Penicillium y Mortierella, debido a la facilidad de procesamiento y 
recuperación posteriores del producto enzimático. Entre los hospedadores adecuados se incluyen especies tales 
como las cepas de tipo T. reesei, A. niger, A. oryzae, A. sojae, A. awamori o A. japonicus, F. venenatum o F. 
oxysporum, H. insolens o H. lanuginosa, N. crassa y C. lucknowense, algunos de los cuales se listan como 45 
organismos hospedadores productores de enzimas en, por ejemplo, la lista AMFEP 2007 de enzimas comerciales 
(http://www.amfep.org/list.html). Más preferentemente, el enzima es producido en un hospedador fúngico filamentoso 
del género Trichoderma o Aspergillus, tal como T. reesei o A. niger, A. oryzae o A. awamori. Según la forma de 
realización más preferente de la invención, el enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico es producido en T. 
reesei. 50 
 
Según la forma de realización preferida de la invención, el polipéptido CBHII/Cel6A es At_ALKO4245_Cel6A 
obtenido de Acremonium thermophilus CBS 116240 y que presenta la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 12. 
 
Se da a conocer además una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende una secuencia polinucleotídica 55 
codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica seleccionada de entre el grupo que consiste en: 
 

(a) una molécula de ácidos nucleicos o secuencia polinucleotídica codificante de un polipéptido que presenta 
actividad de celobiohidrolasa y que comprende la secuencia de aminoácidos de longitud completa tal como 
se ilustra en SEC ID nº 12, SEC ID nº 14, SEC ID nº 15 o SEC ID nº 16, o un fragmento o variante de los 60 
mismos que presenta propiedades similares, 

 
(b) una molécula de ácidos nucleicos o secuencia polinucleotídica codificante de un polipéptido que presenta 

actividad de celobiohidrolasa y una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos 
de longitud completa de SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de 65 
aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto a la 
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secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 15,  o una identidad de por lo menos 91% 
respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 16, o un fragmento o variante de 
los mismos que presenta propiedades similares, 

 
(c) una molécula de ácidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de la secuencia de nucleótidos tal 5 

como se ilustra en SEC ID nº 11, SEC ID nº 13, SEC ID nº 9 o SEC ID nº 10, 
 
(d) una molécula de ácidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de la secuencia polinucleotídica 

contenida en DSM 22946, DSM 22945, DSM 22947 o DSM 23185, 
 10 
(e) una molécula de ácidos nucleicos la secuencia codificante de la cual difiere de la secuencia codificante de 

una molécula de ácidos nucleicos de cualquiera de entre (c) y (d) debido a la degeneración del código 
genético, y 

 
(f) una molécula de ácidos nucleicos hibridante bajo condiciones restrictivas con una molécula de ácidos 15 

nucleicos contenida en DSM 22946, DSM 22945, DSM 22947 o DSM 23185 o una subsecuencia de los 
mismos, y codificante de un polipéptido que presenta actividad de celobiohidrolasa y una secuencia de 
aminoácidos que muestra una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos de 
longitud completa tal como se ilustra en SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto a la 
secuencia de aminoácidos de longitud completa tal como se ilustra en SEC ID nº 14, una identidad de por lo 20 
menos 95% respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa tal como se ilustra en SEC ID nº 15 
o una identidad de por lo menos 91% respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa tal como 
se ilustra en SEC ID nº 16. 

 
La molécula de ácidos nucleicos de la invención puede ser de ARN o de ADN, en la que el ADN puede estar 25 
constituido de ADN genómico o ADNc. 
 
Pueden utilizarse procedimientos estándares de biología molecular aisladamente y tratamientos enzimáticos de la 
secuencia polinucleotídica codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica de la invención, incluyendo el 
aislamiento de ADN genómico y plasmídico, la digestión de ADN para producir fragmentos de ADN, la 30 
secuenciación, las transformaciones de E. coli, etc. Los procedimientos básicos se describen en los manuales 
estándares de biología molecular, por ejemplo Sambrook y Russell, 2001. 
 
El aislamiento de los genes At_ALKO4245_cel6A, Ma_ALKO4237_cel6A, Ct_ALKO4265_cel6A y Te_RF8069_cel6A 
codificantes de los polipéptidos At_ALKO4245_Cel6A, Ma_ALKO4237_Cel6A, Ct_ALKO4265_Cel6A y 35 
Te_RF8069_Cel6A se describe en el Ejemplo 1. Brevemente, se utilizó el fragmento de PCR de 1.032 pb (SEC ID nº 
7) y el fragmento de PCR de 831 pb (SEC ID nº 8) obtenidos mediante la utilización de las secuencias de los 
cebadores oligonucleótidos degenerados (SEC ID nº 1 y SEC ID nº 2) para aislar el gen At_ALKO4245_cel6A de 
Acremonium thermophilum ALKO4245 y el gen Ma_ALKO4237_cel6A de Melanocarpus albomyces ALKO42237 en 
vector pCR®4Blunt-TOPO®. Se incluyó el gen cel6A de A. thermophilum de longitud completa en el plásmido 40 
pALK2582 depositado en E. coli, en la colección de cultivos del DSMZ bajo el número de acceso DSM 22946. Se 
incluyó el gen cel6A de M. albomyces en el plásmido pALK2581 depositado en E. coli, en la colección de cultivos del 
DSMZ bajo el número de acceso DSM 22945. 
 
El gen Ct_ALKO4265_cel6A se aisló utilizando las parejas de cebadores de SEC ID nº 3 y SEC ID nº 4 y el gen 45 
Te_RF8069_cel6A se aisló utilizando las parejas de cebadores de SEC ID nº 5 y SEC ID nº 6 tal como se indica en 
el Ejemplo 1. Los fragmentos de PCR que contenían los genes cel6A de longitud completa de Chaetomium 
thermophilum ALKO4265 y de Talaromyces emersonii RF8069 se incluyeron en los plásmidos pALK2904 y 
pALK3006 depositados en E. coli, en la colección de cultivos del DSMZ bajo los números de acceso DSM 22947 y 
DSM 23185, respectivamente. 50 
 
Las secuencias de aminoácidos deducidas de las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A se analizaron a partir de las 
secuencias de ADN tal como se indica en el Ejemplo 1. 
 
La longitud del gen At_ALKO4245_cel6A (SEC ID nº 11), codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de 55 
Acremonium thermophilum (SEC ID nº 12), es de 1.830 pb (incluyendo el codón de parada). Se encontraron cuatro 
intrones putativos que presentaban longitudes de 79, 72, 117 y 126 pb. De esta manera, la región codificante de 
At_ALKO4245_cel6A es de 1.434 pb (codón de parada no incluido9 y la secuencia de proteína deducida consistía 
de 478 aminoácidos, incluyendo una secuencia de señal predicha de 18 aminoácidos (SignalP V3.0; Nielsen, 1997; 
Nielsen y Krogh, 1998 y Bendtsen et al., 2004). La secuencia de aminoácidos deducida presentaba homología 60 
respecto a las secuencias de CBHII/Cel6A publicadas al analizarlas utilizando el programa BLAST, versión 2.2.9 en 
el NCBI, National Center for Biotechnology Information, Altschul et al., 1990). La masa molecular predicha del 
enzima maduro, excluyendo la secuencia de señal, era de 48.918 Da y el pI predicho era de 4,82. Estas 
predicciones se realizaron utilizando la herramienta Compute pI/MW en el servidor ExPASy (Gasteiger et al., 2003). 
Los valores de identidad de la secuencia de At_ALKO4245_Cel6A de longitud completa respecto a las regiones 65 
correspondientes de las secuencias homólogas se obtuvieron mediante la utilización de un programa Clone Manager 
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(versión 9) que incluía las funciones "Comparar dos secuencias/Global/comparar secuencias como 
aminoácidos/matriz de puntuaciones BLOSUM62". Los valores (%) que muestran identidad respecto a las otras 
celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la presente invención se muestran en la Tabla 6. La identidad respecto a las 
secuencias de aminoácidos de CBHII/Cel6A publicadas se presenta en las Tablas 7 y 8. 
 5 
El At_ALKO4245_Cel6A de la invención mostraba la homología más alta respecto a los polipéptidos de longitud 
completa de Thielavia terrestris NRRL 8126 (SEC ID nº 2 en la patente US nº 7.220.565, Novozymes Inc., EEUU, y 
SEC ID nº 49 en el documento WO2009/085868, Novozymes A/S, Dinamarca), el producto proteína sin nombre de 
Podospora anserina DSM 980 (EMBL nº de acceso XP_001903170) y el precursor de endoglucanasa 2 deducido de 
Neurospora crassa OR74A (XM_955677). La identidad respecto a la proteína de T. terrestris era, dentro del 10 
polipéptido de longitud completa, de 75%. Las identidades respecto a los polipéptidos de P. anserina y de N. crassa 
eran de 69%. 
 
La longitud del gen Ma_ALKO4237_cel6A (SEC ID nº 13), codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de 
Melanocarpus albomyces (SEC ID nº 14) era de 1.607 pb (incluyendo el codón de parada). Se encontraron dos 15 
intrones putativos que presentaban una longitud de 93 y 95 pb. De esta manera, la región codificante de 
Ma_ALKO4237_cel6A era de 1.416 pb (codón de parada no incluido) y la secuencia de proteína deducida consistía 
de 472 aminoácidos, incluyendo una secuencia de señal predicha de 17 aminoácidos (SignalP V3.0; Nielsen et al., 
1997; Nielsen y Krogh, 1998, y Bendtsen et al., 2004). La masa molecular predicha del enzima maduro excluyendo 
la secuencia de señal era de 48.627 Da y el pI predicho era de 4,50. Estas predicciones se realizaron utilizando la 20 
herramienta Compute pI/MW en el servidor ExPASy (Gasteiger et al., 2003). El Ma_ALKO4237_Cel6A de la 
invención mostraba la homología más alta respecto al polipéptido de longitud completa de un organismo no 
caracterizado, dado a conocer como la secuencia de aminoácidos SEC ID nº 413 en el documento WO 2008/095033 
(Syngenta Inc., EEUU) (72%) respecto al polipéptido CBHII de Thielavia terrestris NRRL 8126 (SEC ID nº 49 en el 
documento nº WO2009/085868, Novozymes A/S, Dinamarca) (71%) y la proteína hipotética CHGG_10762 de 25 
Chaetomium globosum CBS 148.151 (EMBL nº de acceso XP001226029) (identidad de 75%). 
 
La longitud del gen Ct_ALKO4265_cel6A (SEC ID nº 9), codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de 
Chaetomium thermophilum (SEC ID nº 15) era de 1.757 pb (incluyendo el codón de parada). Se encontraron tres 
intrones putativos que presentaban longitudes de 77, 196 y 56 pb. De esta manera, la región codificante de 30 
Ct_ALKO4265_cel6A era de 1.425 pb (codón de parada no incluido) y la secuencia de proteína deducida consiste en 
475 aminoácidos, incluyendo una secuencia de señal predicha de 17 aminoácidos (SignalP V3.0; Nielsen et al., 
1997; Nielsen y Krogh, 1998 y Bendtsen et al., 2004). La masa molecular predicha del enzima maduro, excluyendo 
la secuencia de señal, era de 49.408 Da y el pI predicho era de 5,31. El Ct_ALKO4265_Cel6A de la invención 
mostraba la homología más alta respecto a la celobiohidrolasa deducida de la familia 6 de Chaetomium 35 
thermophilum CT2 (EMB nº de acceso AY861348; CN 1757709, Shandong Agricultural University, CN), respecto al 
polipéptido de C. thermophilum CGMCC0859 que presenta actividad de celobiohidrolasa II (SEC ID nº 2 en la 
patente nº EP1578964B1, Novozymes A/S, Dinamarca) y respecto a CBHII de Chaetomium thermophilum de SEC 
ID nº 36 (la secuencia de aminoácidos del listado de secuencias) o de SEC ID nº 46 (la secuencia de aminoácidos 
de la descripción) o de SEC ID nº 45 (la secuencia de nucleótidos de la descripción) en el documento 40 
WO2009/059234, Novozymes Inc., EEUU. Las identidades dentro de los polipéptidos de longitud completa eran de 
94%. 
 
La longitud del gen Te_RF8069_cel6A (SEC ID nº 10), codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de 
Talaromyces emersonii (SEC ID nº 16), es de 1.754 pb (incluyendo el codón de parada). Se encontraron siete 45 
intrones putativos de longitudes 50, 44, 52, 56, 53, 59 y 60 pb. De esta manera, la región codificante de 
Te_RF8069_cel6A es de 1.377 pb (codón de parada no incluido) y la secuencia de proteína deducida consiste en 
459 aminoácidos, incluyendo una secuencia de señal predicha de 19 aminoácidos (SignalP V3.0; Nielsen et al., 
1997; Nielsen y Krogh, 1998, y Bendtsen et al., 2004). La masa molecular predicha del enzima maduro, excluyendo 
la secuencia de señal, era de 46.618 Da y el pI predicho, de 4,27. El enzima Te_RF8069_Cel6A de la invención 50 
mostraba una homología más elevada respecto al polipéptido de Talaromyces emersonii (Q8N1B5 en la figura 3A-C 
del documento WO 2006/074005, Novozymes Inc., EEUU) y la celobiohidrolasa II de Talaromyces emersonii 
(AY075018). Las identidades dentro de las secuencias de aminoácidos de longitud completa eran de 90%. 
 
De esta manera, según una forma de realización, es una secuencia aislada de polipéptido o molécula aislada de 55 
ácidos nucleicos, que codifica un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A o polipéptido que comprende la secuencia 
de aminoácidos de la forma de longitud completa del enzima At_ALKO4245_Cel6A caracterizado en la SEC ID nº 
12, el enzima Ma_ALKO4237_Cel6A caracterizado en la SEC ID nº 14, Ct_ALKO4265 caracterizado en la SEC ID nº 
15 o el enzima Te_RF8069_Cel6A caracterizado en la SEC ID nº 16. 
 60 
Además, también se dan a conocer moléculas de ácidos nucleicos o secuencias polinucleotídicas que codifican un 
polipéptido CBHII/Cel6A que presentan actividad de celobiohidrolasa y una identidad de por lo menos 76%, 
preferentemente por lo menos 78%, 80%, 82%, 84%, 86%, 88%, 90%, 92%, 94%, 96% o 97%, más preferentemente 
por lo menos de 98%, todavía más preferentemente de 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud 
completa de SEC ID nº 12. Las identidades de los dos enzimas se comparan dentro de las regiones de secuencia 65 
correspondientes, es decir, dentro de la región de longitud completa del polipéptido CBHII/Cel6A. 
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Se da a conocer además es un enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico que muestra una identidad de por lo 
menos 76%, preferentemente de por lo menos 78%, 80%, 82%, 84%, 86%, 88%, 90%, 92%, 94%, 96% o 97%, más 
preferentemente de por lo menos 98%, todavía más preferentemente de 99% respecto a la longitud completa de la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 14. 5 
 
Se dan a conocer  además celobiohidrolasas CBHII/Cel6A que muestran una identidad de por lo menos 95%, 
preferentemente de por lo menos 96% o de por lo menos 97%, todavía más preferentemente de por lo menos 98%, 
todavía más preferentemente de por lo menos 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa de 
SEC ID nº 15. 10 
 
Se dan a conocer además polipéptidos CBHII/Cel6A que muestran una identidad de por lo menos 91%, 
preferentemente de por lo menos 92%, 93%, 94%, 95%, 96% o 97%, más preferentemente de por lo menos 98%, y 
todavía más preferentemente de 99% respecto a la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 
16. 15 
 
Según una forma de realización es una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende una secuencia 
polinucleotídica codificante de un polipéptido, que presenta la secuencia de aminoácidos de la celobiohidrolasa 
CBHII/Cel6A de longitud completa de la invención, así como fragmentos o variantes naturales o sintéticos de los 
polipéptidos de la invención que presentan actividad de celobiohidrolasa o propiedades similares a los polipéptidos 20 
de longitud completa. Dicho fragmento puede ser, por ejemplo, un enzima que no presenta la secuencia de señal de 
secreción o dominio de unión a carbohidrato o DUC. 
 
Una forma de realización es una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende una "secuencia codificante" 
de la secuencia polinucleotídica incluida en SEC ID nº 11, SEC ID nº 13, SEC ID nº 9 o SEC ID nº 10 o una 25 
subsecuencia de los mismos. Según una forma de realización preferente de la invención, el polipéptido se encuentra 
codificado por la molécula de ácidos nucleicos que presenta la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 11 que 
comprende la secuencia codificante del enzima At_ALKO4245_Cel6A. La expresión "secuencia codificante" se 
refiere a la secuencia de nucleótidos que se inicia desde el codón de inicio de traducción (ATG) y se para en el 
codón de parada de traducción (TAA, TAG o TGA) y puede comprender regiones de intrón. El polipéptido de longitud 30 
completa traducido habitualmente se inicia con metionina. 
 
Según otra forma de realización, la molécula aislada de ácidos nucleicos comprende una secuencia codificante de 
una secuencia polinucleotídica incluida en el plásmido pALK2582 depositado en Escherichia coli RF8175 bajo el 
número de acceso DSM 22946, el plásmido pALK2581 depositado en Escherichia coli RF8174 bajo el número de 35 
acceso DSM 22945, el plásmido pALK2904 depositado en Escherichia coli RF8214 bajo el número de acceso DSM 
22947, o el plásmido pALK3006 depositado en Escherichia coli RF8333 bajo el número de acceso DSM 23185, 
codificando dichas secuencias polinucleotídicas las celobiohidrolasas At_ALKO4245_Cel6A, Ma_ALKO4237_Cel6A, 
Ct_ALKO4265_Cel6A y Te_RF8069_Cel6A, respectivamente. 
 40 
La molécula de ácidos nucleicos de la invención también puede ser un análogo de la secuencia de nucleótidos 
caracterizada anteriormente. La "degeneración" se refiere a análogos de la secuencia de nucleótidos que difieren en 
uno o más nucleótidos o codones pero que codifican el polipéptido CBHII/Cel6A recombinante de la invención. 
 
Según una forma de realización, la molécula de ácidos nucleicos también puede ser una molécula de ácidos 45 
nucleicos o secuencia polinucleotídica hibridante bajo condiciones restrictivas con una secuencia polinucleotídica 
contenida en los plásmidos pALK2582, pALK2581, pALK2904 o pALK3006 depositados en E. coli bajo los números 
de acceso DSM 22946, DSM 22945, DSM 22947 o DSM 23185 o una subsecuencia de los mismos, y codificante de 
un polipéptido que presenta actividad de celobiohidrolasa y una secuencia de aminoácidos que dentro de la región 
de secuencia correspondiente muestra una identidad de por lo menos 76% respecto a la secuencia de aminoácidos 50 
de longitud completa tla como se ilustra en SEC ID nº 12, una identidad de por lo menos 76% respecto a la 
secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 14, una identidad de por lo menos 95% respecto a la 
secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 15 o de por lo menos 91% respecto a la secuencia de 
aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 16. El ADN hibridante puede originarse a partir de un hongo 
perteneciente al género Acremonium, Melanocarpus, Chaetomium o Talaromyces o puede originarse a partir de otra 55 
especie fúngica. 
 
Según una forma de realización preferente de la invención, el enzima celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngico se 
encuentra codificado por una molécula aislada de ácidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleótidos de 
SEC ID nº 11 codificante de la forma de longitud completa del enzima At_ALKO4245_Cel6A de SEC ID nº 12. 60 
 
La presente invención se refiere además a un vector de expresión recombinante o constructo de expresión 
recombinante, que puede utilizarse para propagar o expresar la molécula de ácidos nucleicos o secuencia 
polinucleotídica codificante de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A seleccionada en un hospedador procariótico o 
eucariótico adecuado. El vector de expresión recombinante comprende secuencias de ADN o de ácidos nucleicos 65 
que facilitan o dirigen la expresión y la secreción de la secuencia codificante o gen del polipéptido CBHII/Cel6A en 
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un hospedador adecuado, tal como promotores, intensificadores, terminadores (incluyendo señales de terminación 
de transcripción y traducción) y secuencias de señal operablemente ligadas a la secuencia polinucleotídica 
codificante de dicho polipéptido. El vector de expresión puede comprender además genes marcadores para la 
selección de las cepas transformantes o el marcador de selección puede introducirse en el hospedador en otro 
constructo de vector mediante cotransformación. Dichas secuencias reguladoras pueden ser homólogas o 5 
heterólogas respecto al organismo de producción o pueden originarse a partir del organismo, a partir del cual se 
aísla el gen codificante del polipéptido CBHII/Cel6A. 
 
Son ejemplos de promotores para la expresión del polipéptido CBHII/Cel6A de la invención en hospedadores hongos 
filamentosos, los promotores de la TAKA amilasa, la proteasa alcalina ALP y la triosa fosfato isomerasa de A. 10 
oryzae, la lipasa de Rhizopus miehei, la glucoamilasa (glaA) de Aspergillus niger o A. awamori, la proteasa de tipo 
tripsina de Fusarium oxysporum, el promotor de la celobiohidrolasa 1 de Chrysosporium lucknowense, la 
celobiohidrolasa I (Cel7A) de Trichoderma reesei, etc. 
 
En levaduras, pueden utilizarse por ejemplo promotores de enolasa (ENO-1), galactoquinasa (GAL1), alcohol 15 
deshidrogenasa (ADH2) y 3-fosfoglicerato quinasa de S. cerevisiae para proporcionar la expresión. 
 
Son ejemplos de secuencias de promotor para dirigir la transcripción del polipéptido CBHII/Cel6A de la invención en 
un hospedador bacteriano, el promotor del operón lac de Escherichia coli, el promotor de dagA de la agarasa de 
Streptomyces coelicolor, el promotor del gen alfa-amilasa (amyL) de B. licheniformis, el promotor del gen amilasa 20 
maltogénica (amyM) de B. stearothermophilus, los promotores de los genes xylA y xylB de B. subtilis, etc. 
 
Entre los terminadores adecuados se incluyen los de los genes anteriormente mencionados o cualesquiera otras 
secuencias de terminador caracterizadas. 
 25 
Entre los marcadores de transformación o selección adecuados se incluyen aquellos que complementan un defecto 
o añaden una nueva característica, por ejemplo una actividad enzimática, en el hospedador, por ejemplo los genes 
dal de B. subtilis o B. licheniformis o amdS y niaD de Aspergillus. La selección también puede basarse en un 
marcador que confiera resistencia a un antibiótico, tal como ampicilina, canamicina, cloranfenicol, tetraciclina, 
fleomicina o higromicina. 30 
 
Resulta preferida la producción extracelular del polipéptido CBHII/Cel6A de la invención. De esta manera, el vector 
recombinante comprende secuencias que facilitan la secreción en el hospedador seleccionado. La secuencia de 
señal de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención o la presecuencia o prepéptido puede incluirse en el vector 
de expresión recombinante o la secuencia de señal natural puede sustituirse por otra secuencia de señal capaz de 35 
facilitar la expresión en el hospedador seleccionado. De esta manera, la secuencia de señal seleccionada puede ser 
homóloga o heteróloga respecto al hospedador de expresión. 
 
Son ejemplos de secuencias de señal adecuadas aquellas de los organismos fúngicos o de levadura, por ejemplo 
secuencias de señal de genes bien expresados. Dichas secuencias de señal son bien conocidas de la literatura. 40 
 
El vector recombinante puede comprender además secuencias que faciliten la integración del vector en el ADN 
cromosómico del hospedador a fin de obtener una expresión estable. El vector también puede ser un constructo de 
fusión y comprende secuencias codificantes de un polipéptido portador, que se encuentra genéticamente fusionado 
con la misma secuencia codificante que la secuencia codificante de la proteína de interés y que mejora la secreción 45 
del polipéptido en un organismo hospedador heterólogo o que facilita la purificación de la proteína tras la producción. 
Entre dichos portadores se incluyen, por ejemplo, las proteínas producidas en grandes cantidades por el hospedador 
nativo, tal como las celulasas de T. reesei o las glucoamilasas de las especies de Aspergillus. El polipéptido portador 
también puede ser un dominio intacto de la proteína secretable, tal como el DUC. La proteína portadora y la proteína 
de interés puede mantenerse como una fusión después de la secreción o separarse química o bioquímicamente 50 
después de la secreción al sobrenadante. 
 
Según una forma de realización, las celobiohidrolasas At_ALKO4245_Cel6A, Ma_ALKO4237_Cel6A, 
Ct_ALKO4265_Cel6A y Te_RF8069_Cel6a se expresaron son su propia secuencia de señal a partir del promotor de 
cbh1 (cel7A) de Trichoderma reesei, tal como se indica en el Ejemplo 2. El constructo de expresión utilizado para 55 
transformar el hospedador T. reesei incluía también el terminador cbh1 y el marcador amdS para la selección de los 
transformantes separándolos de las células no transformadas. 
 
La presente invención se refiere además a células hospedadoras que comprenden el vector de expresión 
recombinante tal como se ha indicado anteriormente. Los hospedadores adecuados para la producción de la 60 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica son hospedadores homólogos o heterólogos, tales como los hospedadores 
microbianos, incluyendo bacterias, levaduras y hongos. Los sistemas de producción en células vegetales o de 
mamífero también son posibles. 
 
Los hongos filamentosos, tales como Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Chrysosporium, Neurospora, 65 
Rhizopus, Penicillium y Mortierella son hospedadores de producción preferentes debido a la facilidad del 
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procesamiento y recuperación posteriores del producto enzimático. Son sistemas de producción y expresión del 
hospedador adecuados, por ejemplo, el sistema de producción desarrollado para el hospedador hongo filamentoso 
Trichoderma reesei (documento EP 244234), o los sistemas de producción de Aspergillus, tales como las cepas de 
tipo A. oryzae o A. niger (documento WO 97/08325, patentes US nº 5.843.745 y nº 5.770.418), A. awamori, A. sojae 
y A. japonicus, o el sistema de producción desarrollado para Fusarium, tal como F. oxysporum (Malardier et al., 5 
1989) o F. venenatum, y para Neurospora crassa, Rhizopus miehei, Mortierella alpinis, H. lanuginosa o H. insolens, 
o para Chrysosporium lucknowense (patente US nº 6.573.086). Los sistemas de producción adecuados 
desarrollados para levaduras son sistemas desarrollados para Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Pichia 
pastoris. Los sistemas de producción adecuados desarrollados para bacterias son un sistema de producción 
desarrollado para Bacillus, por ejemplo para B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, para E. coli o para el 10 
actinomiceto Streptomyces. Preferentemente, la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención se produce en un 
hospedador hongo filamentoso del género Trichoderma o Aspergillus, tal como cepas de tipo T. reesei o A. niger, A. 
oryzae, A. sojae, A. awamori o A. japonicus. Según la forma de realización más preferente de la invención, la 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica se produce en T. reesei. 
 15 
La célula hospedadora de producción puede ser homóloga o heteróloga respecto a la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A 
de la invención. Preferentemente, el hospedador recombinante se modifica para expresar y secretar enzimas 
celulolíticos como actividad principal o como una de sus actividades principales. Lo anterior puede llevar a cabo 
delecionando genes secretados homólogos principales, por ejemplo las cuatro celulasas principales de Trichoderma 
y dirigiendo genes heterólogos a un locus que ha sido modificado para garantizar niveles elevados de expresión y 20 
producción. Por ejemplo, el hospedador puede encontrarse libre de celobiohidrolasas homogéneas debido a la 
eliminación de dichas celobiohidrolasas mediante inactivación o eliminación de una o más celobiohidrolasas del 
hospedador, por ejemplo mediante deleción del gen o genes codificantes de dicha celobiohidrolasa o 
celobiohidrolasas homogéneas u homólogas. 
 25 
La presente invención se refiere además a un procedimiento para la producción de un polipéptido CBHII/Cel6A que 
presenta actividad de celobiohidrolasa, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de cultivar la célula 
hospedadora natural o recombinante portadora del vector de expresión recombinante para una celobiohidrolasa 
CBHII/Cel6A de la invención bajo condiciones adecuadas y opcionalmente aislar dicho enzima. El medio de 
producción puede ser un medio adecuado para cultivar el organismo hospedador y que contiene inductores para la 30 
expresión eficiente. Los medios adecuados son bien conocidos de la literatura. 
 
La invención se refiere a un polipéptido que presenta actividad de celobiohidrolasa, estando codificado dicho 
polipéptido por la molécula de ácidos nucleicos de la invención y que puede obtenerse mediante el procedimiento 
indicado anteriormente. 35 
 
La invención se refiere además a un procedimiento para la obtención de una preparación enzimática que comprende 
un polipéptido CBHII/Cel6A que presenta actividad de celobiohidrolasa, comprendiendo dicho procedimiento las 
etapas de cultivar una célula hospedadora portadora del vector de expresión de la invención y preparar el caldo de 
cultivo completo, o separar las células del medio de cultivo agotado y obtener el sobrenadante que presenta 40 
actividad de celobiohidrolasa. 
 
La presente invención se refiere además a una preparación enzimática que comprende el enzima CBHII/Cel6A 
caracterizado anteriormente. La preparación o composición enzimática presenta actividad de celobiohidrolasa y 
puede obtenerse mediante el procedimiento según la invención. 45 
 
Se encuentra comprendida dentro de la invención una preparación enzimática que comprende la celobiohidrolasa 
CBHII/Cel6A fúngica de la invención. 
 
Dicha preparación enzimática puede comprender a demás diferentes tipos de enzimas además de la 50 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la presente invención, por ejemplo otra celulasa, incluyendo una celobiohidrolasa, 
endoglucanasa y beta-glucosidasa, beta-glucanasa, una amilasa, una lipasa, cutinasa, una proteasa, xilanasa, beta-
xilosidasa, mananasa, beta-manosidasa, α-glucuronidasa, acetil-xilán-esterasa, α-arabinofurnosidasa, α-
galactosidasa, pectinasa, que implica endo- y exo-α-L-arabinasas, α-galactosidasa, endo- y exo-galactoronasa, 
xiloglucanasa, endopectinliasa, pectato liasa y pectinesterasa, fenol esterasa, ligninasa, que implica lignina 55 
peroxidasa, peroxidasa dependiente de manganeso, enzima generador de H2O2 y/o una oxidasa, tal como una 
lacasa o peroxidasa con o sin un mediador. Se espera que estos enzimas potencien el rendimiento del enzima 
CBHII/Cel6A de la invención mediante la eliminación de los carbohidratos, proteínas y aceites o grasas presentes en 
el material que debe manipularse. Según una forma de realización, dichos enzimas pueden ser enzimas naturales o 
recombinantes producidos por la cepa hospedadora o pueden añadirse al sobrenadante de cultivo tras el 60 
procedimiento de producción. Las composiciones enzimáticas o preparaciones enzimáticas pueden contener 
cualquier combinación de dichos enzimas. Según una forma de realización, las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A 
también pueden utilizarse en combinación con preparaciones enzimáticas disponibles comercialmente. 
 
Según una forma de realización, los enzimas necesarios para la hidrólisis del material celulósico según la invención 65 
pueden añadirse en una cantidad enzimáticamente eficaz simultáneamente, por ejemplo en forma de una mezcla de 
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enzimas, o secuencialmente o como parte del procedimiento simultáneo de sacarificación y fermentación (PSSF) o 
pueden ser producidos por el microorganismo fermentador en el bioprocedimiento consolidado. 
 
Según una forma de realización, la preparación o composición enzimática puede contener los enzimas en forma por 
lo menos parcialmente purificada y aislada. Incluso puede consistir esencialmente del enzima o enzimas deseados. 5 
Alternativamente, la preparación puede ser un caldo de cultivo completo o medio de cultivo agotado o filtrado que 
contiene uno o más enzimas deseados. En un bioprocedimiento consolidado, los enzimas pueden ser producidos 
por el microorganismo fermentador utilizado en el procedimiento. Además de la actividad enzimática, la preparación 
puede contener aditivos, tales como mediadores, estabilizadores, tampones, conservantes, surfactantes y/o 
componentes del medio de cultivo. 10 
 
Según una forma de realización, los aditivos son los utilizados comúnmente en preparaciones enzimáticas 
destinadas a una aplicación particular. Los surfactantes resultan útiles para emulsionar grasas y humectar 
superficies. Según una forma de realización, el surfactante puede ser no iónico, incluyendo semipolar y/o aniónico 
y/o catiónico y/o zwiteriónico. Pueden añadirse tampones a la preparación enzimática para modificar el pH o afectar 15 
al rendimiento o estabilidad de otros ingredientes. Según una forma de realización, entre los estabilizadores 
adecuados se incluyen polioles, tales como propilenglicol o glicerol, un azúcar o alcohol de azúcar, ácido láctico, 
ácido bórico o derivados del ácido bórico, péptidos, etc. Se utiliza agente blanqueador para oxidar y degradar los 
compuestos orgánicos. Son ejemplos de sistemas de blanqueamiento químico adecuados, las fuentes de H2O2, tales 
como perborato o percarbonato con o sin activadores de blanqueamiento formadores de perácido, tales como tetra-20 
acetiletilendiamina, o alternativamente, peroxiácidos, por ejemplo de tipo amida, imida o sulfona. Según una forma 
de realización, pueden sustituirse los oxidantes químicos parcial o totalmente por la utilización de enzimas oxidantes, 
tales como lacasas o peroxidasas. Muchas lacasas no funcionan eficazmente en ausencia de mediadores. Entre los 
adyuvantes o agentes acomplejantes se incluyen sustancias tales como zeolita, difosfato, trifosfato, carbonato, 
citrato, etc. La preparación enzimática puede comprender además uno o más polímeros, tales como 25 
carboximetilcelulosa, poli(etilenglicol), poli(alcohol vinílico), poli(vinilpirrolidona), etc. Además, según una forma de 
realización, pueden añadirse suavizantes, agentes cáusticos, conservantes para evitar el deterioro de otros 
ingredientes, abrasivos y sustancias modificadoras de las propiedades espumantes y de viscosidad. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, dicha preparación enzimática se encuentra en forma de 30 
medio de cultivo agotado, líquido, polvos o granulado. Preferentemente, la preparación enzimática es medio de 
cultivo agotado. 
 
La presente invención se refiere además a diversos usos de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A fúngica de la invención, 
en la que se desea la hidrólisis o modificación de material celulósico. Entre dichos usos se incluyen cualquier 35 
aplicación en la que se utilizan convencionalmente enzimas celulolíticos, tal como en las industrias de los 
combustibles, textiles, detergentes, pulpa y papel, alimentos, piensos o bebidas. La adición de la celobiohidrolasa 
CBHII/Cel6A fúngica de la invención a una composición enzimática que comprende otros enzimas degradadores de 
la celulosa, tal como la celobiohidrolasa I, endoglucanasas y beta-glucosidasas, potencia en gran medida la hidrólisis 
y conduce a la hidrólisis prácticamente total del esqueleto polimérico de la celulosa en monómeros de glucosa. El 40 
producto principal de la acción de CBHII/Cel6A es la celobiosa, compuesta de dos unidades de glucosa. 
 
Una forma de realización preferida es la utilización del procedimiento de la invención en aplicaciones que requieren 
estabilidad/rendimiento de la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A a temperaturas moderadas/convencionales o elevadas, 
es decir, que requiere enzimas termofílicos o termoestables. Es conocido que las temperaturas elevadas 45 
incrementan la hidrólisis de la celulosa cristalina presente en los materiales celulósicos o lignocelulósicos, 
reduciendo de esta manera la cantidad total de enzimas necesaria en la hidrólisis o reduciendo el tiempo de 
hidrólisis requerido. Además, debido a que a temperaturas elevadas se reduce la viscosidad del sustrato 
lignocelulósico, los enzimas termoestables permiten trabajar a cargas de sólido más elevadas y un ahorro en los 
costes de inversión. 50 
 
Otra forma de realización preferida es la utilización del polipéptido CBHII/Cel6A de la invención o de la preparación 
enzimática que comprende dicho polipéptido en la hidrólisis de material celulósico para la producción de 
biocombustible que comprende etanol, propanol, butanol y similares. En la producción de biocombustible, las 
celobiohidrolasas CBHII/Cel6A de la invención son como otros enzimas celulolíticos especialmente adecuados para 55 
producir monómeros de glucosa a partir de material celulósico polimérico que seguidamente puede ser fermentado 
por cepas de levadura produciendo etanol y utilizarse como combustible. 
 
Según una forma de realización, el material lignocelulósico puede pretratarse antes de la hidrólisis enzimática para 
romper la estructura de fibras de los sustratos celulósicos y permitir que la fracción celulósica resulte más accesible 60 
a los enzimas celulolíticos. Entre los pretratamientos actuales se incluyen los procedimientos mecánicos, químicos o 
térmicos y las combinaciones de los mismos. El material puede, por ejemplo, pretratarse mediante explosión con 
vapor o hidrólisis ácida. El procedimiento de sacarificación, es decir, la producción de monómeros azúcar, y la 
fermentación por parte de cepas de levaduras pueden llevarse a cabo separada o simultáneamente en el mismo 
reactor. La celobiohidrolasa CBHII/Cel6A de la invención presenta una gran ventaja respecto a los enzimas 65 
comerciales que se comercializan actualmente en el aspecto de que también es estable a temperaturas elevadas, es 
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decir, es termoestable. La hidrólisis de materiales celulósicos o lignocelulósicos es conocido que se potencia a 
temperaturas elevadas y rinde monómeros de azúcar más eficientemente. 
 
Según una forma de realización, la utilización de los polipéptidos CBHII/Cel6A de la invención permite la utilización 
de elevadas consistencias de la biomasa y conduce a concentraciones elevadas de azúcares y etanol. Este enfoque 5 
puede conducir a ahorros significativos de energía y de costes de inversión. La temperatura elevada también reduce 
el riesgo de contaminación durante la hidrólisis. 
 
Los hidrolizados de azúcares también pueden servir como materia prima para otros procedimientos no microbianos, 
por ejemplo para el enriquecimiento, aislamiento y purificación de azúcares altamente valiosos o para diversos 10 
procedimientos de polimerización. 
 
Los monómeros de glucosa también pueden utilizarse como intermediarios o materias primas para la producción de 
diversos bloques químicos o constructivos para los procedimientos de la industria química, por ejemplo en la 
denominada biorefinería. 15 
 
En las industrias de la pasta y del papel, los polipéptidos pueden utilizarse para modificar la fibra celulósica, por 
ejemplo en el tratamiento de la pasta Kraft, la pasta mecánica o el papel reciclado. 
 
En la industria textil, las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A encuentran aplicaciones en la suavización y/o mejora del 20 
tacto de los tejidos de algodón y en la eliminación de colorantes índigo en sustitución del lavado a la piedra. 
 
En la industria de los piensos, las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A pueden utilizarse en la degradación de los 
materiales celulósicos o hemicelulósicos presentes en las materias primas. 
 25 
En la industria de los detergentes, las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A pueden utilizarse en composiciones de 
lavandería manual o automática o de lavavajillas para la eliminación de manchas celulósicas. 
 
La invención se ilustra mediante los ejemplos no limitativos siguientes. A partir de los resultados experimentales 
puede concluirse que las celobiohidrolasas CBHII/Cel6A fúngicas de la invención son capaces de satisfacer las muy 30 
variables demandas de las diferentes industrias que requieren una hidrólisis eficiente del material celulósico 
presente en diversas materias primas. 
 
Ejemplo 1. Clonación de los genes celobiohidrolasa 2 (cbh2) 
 35 
Se utilizaron procedimientos estándar de biología molecular en el aislamiento y tratamientos enzimáticos de ADN 
(por ejemplo el aislamiento de ADN plasmídico, la digestión del ADN para producir fragmentos de ADN), en 
transformaciones de E. coli, en la secuenciación, etc. Los procedimientos básicos utilizados fueron los descritos por 
el fabricante del enzima, reactivo o kit o los descritos en manuales estándares de biología molecular, por ejemplo 
Sambrook y Russell (2001). El aislamiento del ADN genómico se llevó a cabo tal como indican en detalle Raeder y 40 
Broda (1985). 
 
Se seleccionaron cuatro cepas fúngicas termofílicas de la colección de cultivos de Roal Oy para la clonación, 
basándose en los resultados anteriores de que las cepas producen celulasas termoestables (documento WO 
2007/071818; Maheshwari et al., 2000; Murray et al., 2003; Miettinen-Oinonen et al., 2004). Las sondas para la 45 
clonación de los genes cbh2 de Acremonium thermophilum ALKO4245 y Melanocarpus albomyces ALKO4237 se 
sintetizaron mediante PCR. Los oligos degenerados se planificaron basándose en la alineación de las secuencias de 
aminoácidos anteriormente publicadas de las proteínas celobiohidrolasa II (CBHII). Las secuencias de los cebadores 
homólogos para la clonación de los genes cbh2 de las cepas Chaetomium thermophilum ALK4265 y Talaromyces 
emersonii RF8069 se obtuvieron de las secuencias de nucleótidos publicadas (AY861348, DQ020255, CQ838150; 50 
Murray et al., 2003; AY075018, AF439936). Las secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla 2 (SEC ID nº 
1 a nº 6). 
 
Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados como cebadores de PCR para amplificar sondas para el cribado de genes cbh2 
de Acremonium thermophilum ALKO4245 y Melanocarpus albomyces ALKO4237 y para amplificar genes cbh2 de 55 
longitud completa de Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069. 
 

ADN 
genómico 
molde de 

Oligonucleótido 
Longitud 

(pb) Secuencia(a 
SEC ID 

nº 

ALKO4245 CBH_1S 17 TGGGGNCARTGYGGNGG (s) 1 
 CBH_1AS 17 GCNGGCCANCCNARCCA (as) 2 

ALKO4237 CBH_1S 17 TGGGGNCARTGYGGNGG (s) 1 
 CBH_1AS 17 GCNGGCCANCCNARCCA (as) 2 

ALKO4265 CBH_8 21 ATGGCTAAGCAGCTGCTGCTC (s) 3 
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 CBH_9 20 TCAGARCGGAGGGTTGGCAT(as) 4 

RF8069 Te_CBH_A 44 
 

5 

 Te_CBH_B 38 
 

6 
(a R=A o G, N=A o G o T o C, Y=T o C; "s" entre paréntesis=cadena de sentido, "as" entre paréntesis=cadena 
antisentido 

 
Se amplificaron las sondas mediante PCR con los cebadores indicados en la Tabla 2 utilizando el ADN genómico 
como molde en las reacciones. Las mezclas de PCR de Acremonium thermophilum ALKO4245 y Melanocarpus 5 
albomyces ALKO4237 contenían en Tris-HCl 10 mM, pH 8,8, KCl 50 mM, Triton X-100 al 0,1%, MgCl2 1,5 mM, dNTP 
0,2 mM, 5 µM de cada cebador y 1 a 2 unidades de ADN polimerasa Dynazyme EXT (Finnzymes, Finlandia) y 0,5 a 
1 µg del ADN genómico correspondiente. Las condiciones para las reacciones de PCR eran las siguientes: 5 min. de 
desnaturalización inicial a 95ºC, seguido de 30 ciclos de 1 min. a 95ºC, 1 min. de hibridación a 60ºC (±5ºC, 
gradiente), 2 min. de extensión a 72ºC y una extensión final a 72ºC durante 10 min. Para la clonación de PCR de los 10 
genes cbh2 de las cepas Chaetomiium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069, las reacciones 
contenían los tampones 1x Phusion GC y 1x Phusion HF, respectivamente, con 0,2 mM de los dNTP, 5 µM de cada 
cebador y 1 a 2 unidades de ADN polimerasa Phusion (Finnzymes, Finlandia) y 0,5 a 1 µg del ADN genómico 
correspondiente. Las condiciones para las reacciones de PCR fueron las siguientes: 3 min. de desnaturalización 
inicial a 98ºC, seguido de 30 ciclos de 30 s a 98ºC, 30 s de hibridación a 55ºC (±5ºC, gradiente), 1 a 2 min. de 15 
extensión a 72ºC y una extensión final a 72ºC durante 10 min. 
 
Las combinaciones de cebadores indicadas en la Tabla 2 produjeron un producto de ADN específico que presentaba 
el tamaño esperado (según los cálculos basados en las secuencias de cbh2 publicadas). Los productos de ADN se 
aislaron y se purificaron a partir de las mezclas de reacción de PCR y se clonaron en el vector pCR®4Blunt-TOPO® 20 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen, EEUU). Las inserciones se caracterizaron mediante 
secuenciación y mediante la realización de hibridaciones de transferencia southern con los ADN genómicos 
digeridos con varios enzimas de restricción. Los fragmentos de PCR, que habían sido seleccionados para la 
utilización como sondas para la clonación génica de las cepas Acremonium thermophilum ALKO4245 y 
Melanocarpus albomyces AKO4237, se presentan en la Tabla 3. Además, la tabla indica los fragmentos de PCR que 25 
contienen los genes cbh2 de longitud completa de las cepas Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces 
emersonii RF8069. 
 
Tabla 3. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR, sondas seleccionadas para el cribado de los genes cbh2 
de Acremonium thermophilum ALKO4245 y Melanocarpus albomyces ALKO4237 y fragmentos de ADN que 30 
contienen los genes cbh2 de longitud completa de Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii 
RF8069. Se muestra el ADN genómico molde y el nombre del plásmido que contiene el fragmento de sonda. 
 

Gen Cebador 
directo 

Cebador 
inverso 

ADN 
genómico 
utilizado 

como molde 
en la 

reacción de 
PCR 

Fragmento 
obtenido (kb) 

Inserción en 
el plásmido 

SEC ID 
nº 

ALKO4245_cel6A CBH_1S CBH_1AS ALKO4245 1,0 kb pALK2580 7 
ALKO4237_cel6A CBH_1S CBH_1AS ALKO4237 0,8 kb pALK2576 8 
ALKO4265_cel6A CBH_8 CBH_9 ALKO4265 1,8 kb pALK29O4 9 

RF8069_cel6A Te_CBH_A Te_CBH_B RF8069 1,8 kb pALK3006 10 
 
Las secuencias de aminoácidos deducidas de la totalidad de dichos fragmentos de PCR presentó homología 35 
respecto a las secuencias de CBHII/Cel6A publicadas (programa BLAST, versión 2.2.9 en el NCBI, National Center 
for Biotechnology Information; Altschul et al., 1990). El fragmento de PCR de 1.757 pb en el plásmido pALK2904 
(SEC ID nº 9) y el fragmento de PCR de 1.788 pb en el plásmido pALK3006 (SEC ID nº 10) contenían los genes 
cbh2/cel6A de longitud completa de Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069, 
respectivamente. El gen codificante de Chaetomium thermophilum ALKO4265 se denominó Ct_ALKO4265_cel6A y 40 
el gen de Talaromyces emersonii RF8069 se denominó Te_RF8069_cel6A. Las cepas de E. coli RF8214 
(=pALK2904) y RF8333 (=pALK3006) se depositaron en la colección del DSM bajo los números de acceso DSM 
22947 y DSM 23185, respectivamente. 
 
Los ADN genómicos de Acremonium thermophilum ALKO4245 y de Melanocarpus albomyces ALKO4237 se 45 
digirieron con varios enzimas de restricción para el análisis de transferencia southern. Las sondas para la hibridación 
eran los fragmentos de EcoRI de 1.032 pb (SEC ID nº 7) y de 831 pb (SEC ID nº 8), cortados de los plásmidos 
pALK2580 y pALK2576, respectivamente. Las sondas anteriormente indicadas se marcaron mediante la utilización 
de digoxigenina siguiendo las instrucciones del proveedor (Roche, Alemania). Las hibridaciones se llevaron a cabo 
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durante la noche a 68ºC. Tras la hibridación, los filtros se lavaron 2x5 min. a TA utilizando 2xSSC-SDS al 0,1% 
seguido de 2x15 min. a 68ºC utilizando 0,1xSSC-SDS al 0,1%. 
 
A partir del ADN genómico de Acremoniium thermophilum ALKO4245, se hibridó el fragmento digerido con XbaI de 
aproximadamente 8 kb utilizando el fragmento de EcoRI de 1.032 pb marcado con digoxigenina de pALK2580 a 5 
modo de sonda. Correspondientemente, se hibridó el fragmento digerido con BamHI de aproximadamente 4,5 kb 
con el fragmento de EcoRI de 831 pb marcado con digoxigenina de pALK2576 del ADN genómico de Melanocarpus 
albomyces ALKO4237. Los fragmentos de ADN genómico hibridantes se aislaron del pool de fragmentos genómicos 
digeridos basándose en su tamaño. Los fragmentos genómicos se aislaron del gel de agarosa y se clonaron en 
vectores pBluescript II KS+ (Stratagene, EEUU) con XbaI (Acremonium thermophilum ALKO4245) o BamHI 10 
(Melanocarpus albomyces ALKO4237). Las mezclas de ligación se transformaron en células de Escherichia coli 
XL10-Gold (Stratagene) y se sembraron en placas de LB (Luria-Bertani) que contenían 50 a 100 µg/ml de ampicilina. 
Se cribaron las colonias de E. coli para los clones positivos utilizando la hibridación colonial con las inserciones 
pALK2580 y pALK2576 como sondas bajo las condiciones de hibridación correspondientes a las indicadas 
anteriormente para los análisis de transferencia southern, excepto en que se utilizó una temperatura de hibridación 15 
de 65ºC en lugar de 68ºC. Se recolectaron varios clones positivos de las placas. Se demostró mediante digestión de 
restricción que contenían inserciones de los tamaños esperados. Se secuenció el gen de longitud completa 
codificante de CBHII/Cel6A de Acremonium thermophilum ALKO4246 (At_ALKO4245_cel6A, SEC ID nº 11) a partir 
de la inserción XbaI de 7 kb y el plásmido que contenía dicha inserción se denominó pALK2582. La cepa E. coli 
RF8175 que incluía el plásmido pALK2582 se depositó en la colección del DSM bajo el número de acceso DSM 20 
22946. El gen codificante de la proteína de Acremonium thermophilum ALKO4245 se denominó 
At_ALKO4245_cel6A. Correspondientemente, el gen de longitud completa codificante de CBHII/Cel6A de 
Melanocarpus albomyces ALKO4237 (Ma_ALKO4237_cel6A, SEC ID nº 12) se secuenció a partir de la inserción 
BamHI de 5 kb y el plásmido que contenía dicha inserción se denominó pALK2581. La cepa E. coli RF8174 que 
incluía el plásmido pALK2581 se depositó en la colección del DSM bajo el número de acceso DSM 22945. El gen 25 
codificante de Melanocarpus albomyces ALKO4237 se denominó Ma_ALKO4237_cel6A. La información relevante 
sobre los genes y las secuencias de proteína deducidas (SEC ID nº 9 a nº 16) se resume en las Tablas 4 y 5, 
respectivamente. 
 
Tabla 4. Resumen de los genes cbh2/cel6A aislados de Acremonium thermophilum ALKO4245, Melanocarpus 30 
albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069. 
 

Gen Longitud 
incluyendo 
intrones (pb) (a 

Región 
codificante (pb) (b 

Nº de intrones 
putativos 

Longitudes de 
intrones 
putativos (pb) 

SEC ID 
nº 

At_ALKO4245_cel6A 1830 1434 4 79, 72, 117, 126 11 
Ma_ALKO4237_cel6A 1607 1416 2 93, 95 13 
Ct_ALKO4265_cel6A 1757 1425 3 77, 196, 56 9 
Te_RF8069_cel6A 1754 1377 7 50, 44, 52, 56, 

53, 59, 60 
10 

(a El codón de PARADA se encuentra incluido. 
(b El codón de PARADA no se encuentra incluido. 

 35 
Tabla 5. Resumen de las secuencias de aminoácidos deducidas a partir de las secuencias de los genes cbh2/cel6A 
de Acremonium thermophilum ALKO4246, Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilus 
ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069. 
 

Proteína CBHII/Cel6A Nº de 
aminoácidos 

Longitud de 
la ss 
NN/HMM(a 

DUC(b PM predicho 
(Da), ss no 
incl.(c 

pI predicho, 
ss no incl. 

SEC ID 
nº 

At_ALKO4245_Cel6A 478 18 Q26 a L63 48918 4,82 12 
Ma_ALKO4237_Cel6A 472 17 Q25 a L62 48627 4,50 14 
Ct_ALK04265_Cel6A 475 17 Q25 a I63 49408 5,31 15 
Te_RF8069_Cel6A 459 19 Q20 a V55 46618 4,27 16 

(a La predicción de la secuencia de señal se realizó utilizando el programa SignalP V3.0 (Nielsen et al., 1997; Nielsen 40 
y Krogh, 1998; Bendtsen et al., 2004); el valor de NN se obtuvo utilizando redes neuronales. 
(b Se indica el dominio de unión a celulosa (DUC), los aminoácidos de la región del DUC [M1 (met nº 1) incluida en la 
numeración]. 
(c No se incluye la secuencia de señal predicha. Se realizó la predicción utilizando la herramienta Compute pI/MW en 
el servidor ExPASy (Gasteiger et al., 2003). 45 
 
La comparación entre las secuencias de CBHII/Cel6A deducidas de Acremonium thermophilum ALKO4245, 
Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii DSM 2432 
(RF8069) se presenta en la Tabla 6. Se utilizó un programa del Clone Manager (versión 9) que incluía las funciones 
"Comparar dos secuencias/Global/Comparar secuencias como aminoácidos/matriz de puntuaciones BLOSUM62" 50 
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para determinar el grado de identidad. 
 
Tabla 6. Valores de identidad (%) obtenidos de la alineación de las secuencias de aminoácidos deducidas de 
CBHII/Cel6A  de Acremonium thermophilum ALKO4245, Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium 
thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069. Se alinearon las secuencias de aminoácidos de longitud 5 
completa, incluyendo las secuencia de señal. Se utilizó un programa de Clone Manager 9 (Comparar dos 
secuencias/Global/Comparar secuencias como aminoácidos/matriz de puntuaciones BLOSUM62) para determinar el 
grado de identidad. 
 

 10 
 
La comparación entre las secuencias de CBHII/Cel6A deducidas de Acremonium thermophilum ALKO4245, 
Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069, y 
las secuencias encontradas en las bases de datos se muestra en las Tablas 7 y 8. 
 15 
Tabla 7. Secuencias de identidad más alta respecto a las secuencias de aminoácidos deducidas de CBHII/Cel6A de 
Acremonium thermophilum ALKO4245, Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 
y Talaromyces emersonii RF8069. Se alinearon las secuencias de aminoácidos de longitud completa, incluyendo las 
secuencias de señal. Se llevó a cabo la búsqueda en la base de datos utilizando BLAST (tblastn, base de datos 
nr/nt) y se utilizó el programa Clone Manager 9 (Comparar dos secuencias/Global/Comparar secuencias como 20 
aminoácidos/matriz de puntuaciones BLOSUM62) para determinar el grado de identidad. 
 

Organismo y número de acceso Identidad (%) 
  
At_ALKO4245_Cel6A 100 
Podospora anserina, XP_001903170 69 
Neurospora crassa, XM_955677 69 
  
Ma_ALKO4237_Cel6A 100 
Chaetomium globosum, XP_001226029 75 
  
Ct_ALKO4265_Cel6A 100 
Chaetomium thermophilum, AY861348 94 
  
Te_RF8069_Cel6A 100 
Talaromyces emersonii, AY075018 90 

 
Tabla 8. Secuencias de identidad más alta respecto a las secuencias de aminoácidos deducidas de CBHII/Cel6A de 
Acremonium thermophilum ALKO4245, Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 25 
y Talaromyces emersonii RF8069. Se alinearon las secuencias de aminoácidos de longitud completa, incluyendo las 
secuencias de señal. Se llevaron a cabo las búsquedas en las bases de datos del sistema de registro del Chemical 
Abstracts Service (CAS) y de Patented Protein Sequences del NCBI utilizando BLAST y el programa Clone Manager 
9 (Comparar dos secuencias/Global/Comparar secuencias como aminoácidos/matriz de puntuaciones BLOSUM62)  
para determinar el grado de identidad. 30 
 

Organismo y número de acceso Identidad (%) 
  
_ALKO4245_Cel6A 100 
US7220565 B2, SEC ID: 2 75 
WO2009085868 A1, SEC ID: 49 75 
  
Ma_ALKO4237_Cel6A 100 
WO2008095033 A2, SEC ID: 413 72 
WO2009085868 A1, SEC ID: 49 71 
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Ct_ALKO4265_Cel6A 100 
EP1578964 B1, SEC ID: 2 94 
WO2009059234 A2, SEC ID: 45*) 94 
CN1757709A 94 
  
Te_RF8069_Cel6A 100 
WO2006074005 A2, figura 3A-C 90 

 
*) Las descripciones del documento nº WO 2009/59234 se refieren a la SEC ID nº 45 (ADN) o a la SEC ID nº 46 
(proteína). El listado de secuencias del documento nº WO 2009/59234 se refiere a la SEC ID nº 35 (ADN) o a la 
SEC ID nº 36 (proteína). 

 5 
Ejemplo 2. Producción de proteínas CBHII/Cel6A reco mbinantes en Trichoderma reesei 
 
Se construyeron plásmidos de expresión para la producción de proteínas CBHII/Cel6A recombinantes de 
Acremonium thermophilum ALKO4245, Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 
y Talaromyces emersonii RF8069 en Trichoderma reesei. Los plásmidos de expresión construidos se listan en la 10 
Tabla 9. Los genes cbh2/cel6A recombinantes, incluyendo sus propias secuencias de señal, se fusionaron 
exactamente con el promotor cbh1/cel7A de T. reesei mediante PCR. Se garantizó la terminación de la transcripción 
con el terminador cbh1/cel7A de T. reesei y se utilizó el gen marcador amdS de A. nidulans para la selección de los 
transformantes tal como se indica en Paloheimo et al. (2003). Se aislaron los casetes de expresión lineales (figura 1) 
a partir de los esqueletos de vector tras la digestión con EcoRI o EcoRI-SpeI y se transformaron en protoplastos de 15 
T. reesei. La cepa hospedadora utilizada no produce ninguna de las cuatro principales celulasas de T. reesei (CBHI, 
CBHII, EGI, EGII). Las transformaciones se llevaron a cabo tal como en Penttilä et al. (1987) con las modificaciones 
indicadas en Karhunen et al. (1993), seleccionando la acetamida como única fuente de nitrógeno (gen marcador 
amdS). Los transformantes se purificaron en placas de selección mediante conidios individuales antes de 
esporularlos sobre PD. 20 
 
Tabla 9. Casetes de expresión construidos para producir proteínas recombinantes CBHII/Cel6A de Acremonium 
thermophilum ALKO4245, Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y 
Talaromyces emersonii RF8069 en Trichoderma reesei. La estructura global de los casetes de expresión fue la 
indicada en la figura 1. Los genes cbh2/cel6A clonados se fusionaron exactamente con el promotor cbh1/cel7A de T. 25 
reesei. 
 

Proteína celobiohidrolasa II Plásmido de expresión Casete de expresión (a Terminador (b 
At_ALKO4245_Cel6A pALK2906 9,4 kb EcoRI 125 pb (XbaI) 
Ma_ALKO4237_Cel6A pALK2901 9,3 kb EcoRI-SpeI 258 pb (DraIII) 
Ct_ALKO4265_Cel6A pALK2903 9,2 kb EcoRI  
Te_RF8O69_Cel6A pALK3010 7,9 kb EcoRI  

(a Se aisló el casete de expresión para la transformación de T. reesei a partir del esqueleto del vector 
mediante la utilización de la digestión con EcoRI o EcoRI-SpeI. 
 30 
(b Número de nucleótidos después del codón de PARADA del gen recombinante clonado que se incluyó en el 
casete de expresión. El sitio de restricción en el extremo 3' del fragmento génico genómico que se utilizó en 
la construcción del casete de expresión se indica entre paréntesis. Se extrajo el fragmento génico 
Ct_ALKO4265_cel6A del extremo 3' con EcoRI (un sitio presente en el vector pCR®4Blunt-TOPO®). 
Correspondientemente, se extrajo el fragmento génico Te_RF8069_cel6A de su extr5emo 3' con BamHI (un 35 
sitio creado después del codón de parada en la PCR). Lo anterior no deja ningún terminador original 
Ct_ALKO4265_cel6A o Te_RF8069_cel6A en los constructos antes de la secuencia de terminador cbh1. 

 
Se analizó la producción de CBHII/Cel6A de los transformantes a partir de los sobrenadantes de cultivo de los 
cultivos en matraz de agitación. Se inocularon los transformantes desde cultivos sólidos en tubo con PD a matraces 40 
de agitación que contenían 50 ml de medio complejo inductor de celulasa basado en lactosa (Joutsjoki et al., 1993) 
tamponado con KH2PO4 al 5%. Se analizó la producción de proteína CBHII/Cel6A de los transformantes a partir de 
los sobrenadantes de cultivo tras cultivarlos durante 7 días a 30ºC, 250 rpm. Se analizó la producción heteróloga de 
proteínas recombinantes mediante SDS-PAGE con posterior tinción de Coomassie. Los genotipos de los 
transformantes seleccionados se confirmaron mediante la utilización de análisis de transferencia southern en los que 45 
se incluyeron varias digestiones genómicas y se utilizó el casete de expresión respectivo a modo de sonda. 
 
Se seleccionaron los transformantes mejores productores para el cultivo en biorreactores a escala de laboratorio. 
Los transformantes se cultivaron en biorreactores de laboratorio a 28ºC en el medio complejo inductor de celulasa 
durante 3 a 4 días con control del pH a 4,4±0,2 (NH3/H3PO4) con el fin de obtener material para los ensayos de 50 
aplicación. Se recuperaron los sobrenadantes mediante centrifugación y filtración a través de filtros Seitz-K 150 y EK 
(Pall SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach, Alemania). 
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Ejemplo 3. Hidrólisis de celulosa cristalina (Avice l) utilizando enzimas CBHII/Cel6A recombinantes 
 
Se caracterizaron las preparaciones de enzima CBHII/Cel6A recombinante en términos de dependencia del pH y 
estabilidad térmica utilizando celulosa cristalina (Avicel) como sustrato. Se determinó la dependencia del pH y la 5 
estabilidad térmica de las proteínas CBHII/Cel6A recombinantes de Acremonium thermophilum ALKO4245, 
Melanocarpus albomyces ALKO4237, Chaetomium thermophilum ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069 
dentro de un intervalo de pH de 3,0 a 10,0 y un intervalo de temperatura de 40ºC a 80ºC, respectivamente. Los 
ensayos de hidrólisis de celulosa cristalina (Ph 101, Avicel; Fluka, Bucsh, Suiza) se llevaron a cabo a escala de tubo 
de 2,0 ml en acetato sódico 50 mM, pH 6,0. Para la determinación de los óptimos de pH, se sometieron a agitación 10 
soluciones de sustrato (Avicel, 50 mg/ml en acetato sódico, pH 6,0) de intervalo de pH de 3 a 10 con las 
preparaciones de enzima (100 µg de proteína en la reacción) a 50ºC y volumen final de la mezcla de reacción de 
650 µl. Se continuó la hidrólisis durante 21 horas y se detuvo mediante la adición de 326 µl de reactivo de parada 
que contenía 9 vol. de etanol al 94% y 1 vol. de glicina 1 M (pH 11). La solución se filtró a través de una unidad de 
filtración de 0,22 µm Millex GV13 (Millipore, Billerica, MA, EEUU). La formación de azúcares reductores solubles en 15 
el sobrenadante se determinó mediante el procedimiento de hidrazida de ácido para-hidroxibenzoico (PAHBAH) 
(Lever, 1972) utilizando una curva estándar de celobiosa (200 µM a 1.200 µM de celobiosa). Se añadió PAHBAH 0,1 
M recién preparado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) en solución de NaOH 0,5 M (200 µl) a 300 µl de la 
muestra filtrada y sometida a ebullición durante 10 minutos, seguido del enfriamiento de la solución hasta la 
temperatura ambiente. Se midió la absorbancia a 405 nm de muestras por duplicado con un aparato Multiskan EX 20 
(Thermo Labsystems, Franklin, MA, EEUU). Correspondientemente, se determinó la estabilidad térmica de las 
proteínas CBHII/Cel6A recombinantes en soluciones de sustrato Avicel en un intervalo de temperatura de 40ºC a 
80ºC al pH óptimo durante un tiempo de reacción de 21 horas. 
 
Los resultados indican que el óptimo de pH de CBHII/Cel6A de Talaromyces emersonii RF8069 y de CBHII/Cel6A de 25 
Melanocarpus albomyces ALKO4237 es de 4,0, mientras que los enzimas de Chaetomium thermophilum ALKO4265 
y de Acremonium thermophilum ALKO4245 es de 5,0 (figura 2). Se encontró que la estabilidad térmica era 
sustancialmente más alta para la CBHII/Cel6A de Acremonium thermophilum ALKO4245, Chaetomium thermophilum 
ALKO4265 y Talaromyces emersonii RF8069 que para la proteína de Melanocarpus albomyces ALKO4237 (figura 
3). 30 
 
Ejemplo 4. Hidrólisis de sustrato de madera dura co n preparaciones enzimáticas que comprendían una 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A recombinante 
 
Se suspendió madera dura sometida a explosión con vapor en tampón de acetato sódico 0,05 M, pH 4,8. El peso 35 
final de la mezcla de hidrólisis era de 20 g con una concentración de sólidos totales de 2% (p/p). Se hidrolizó el 
sustrato utilizando diferentes mezclas enzimáticas a una dosis de e5 mg de proteína por cada gramo de sólidos 
totales en matraces de agitación de 50 ml. Se determinó el contenido de proteínas de los componentes enzimáticos 
y de la mezclas utilizando el kit de ensayo Pierce BCA (Thermo Scientific, número de producto 23227) con albúmina 
de suero bovino (Thermo Scientific, número de producto 23209) como estándar. Los matraces de agitación de 40 
agitaron en un baño de agua de agitación lineal ajustado a diferentes temperaturas. Para cada punto de muestras, 
se extrajo una muestra de 1 ml de matraces de agitación por duplicado y se sometieron a ebullición durante 10 
minutos para terminar la hidrólisis enzimática, se centrifugaron y el sobrenadante se analizó para los productos de 
reacción de la hidrólisis. Se prepararon blancos que contenían solo sustrato (adición de únicamente tampón en lugar 
de enzimas) de manera idéntica a las demás muestras. 45 
 
Se prepararon tres combinaciones de mezcla separadas (una MEZCLA 2 termofílica, una MEZCLA ACC mesofílica y 
una MEZCLA ENZIMAS T. REESEI mesofílica) con diferentes sustituciones de Cel6A/CBHII. 
 
Se preparó una mezcla de celulasas termoestables utilizando los componentes siguientes: 50 
 

Preparación de Cel7A/CBHII termofílica que contenía Cel7A de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 con DUC 
unido genéticamente de T. reesei CBHI/Cel7A (documento nº WO2007/071818). 
 
Preparación de endoglucanasa termofílica que contiene endoglucanasa Cel45A de Acremonium thermophilum 55 
ALKO4245 (At EG_40/Cel45A, documento nº WO 2007/071818). 
 
Preparación de β-glucosidasa termofílica que contiene β-glucosidasa de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 
(Ta βG_81/Cel3A, documento nº WO 2007/071818). 
 60 
Preparación de xilanasa termofílica que contiene Nonomurea flexuosa Xyn11A (AM24, documento nº WO 
2005/100557, AB Enzymes Oy, FI). 

 
Todas las celulasas se produjeron heterólogamente como monocomponentes en la cepa hospedadora Trichoderma 
reesei que presenta un fondo libre de celulasa (se delecionaron los genes codificantes de las cuatro celulasas 65 
principales Cel7A/CBHI, Cel6A/CBHII, Cel7B/EGI y Cel5A/EGII). Se utilizaron sobrenadantes de cultivo en bruto en 
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la mezcla. Se combinaron los componentes enzimáticos de la manera siguiente (por cada 10 ml de mezcla): 
preparación de CBHI/Cel7A 330 mg (71,2%), preparación de endoglucanasa 105 mg (22,7%), preparación de β-
glucosidasa 7,5 (1,6%) y preparación de xilanasa 21 mg (4,5%). El volumen se enrasó a 10 ml con agua corriente. 
La concentración de proteína final de la mezcla era de 46,35 mg/ml. Dicha mezcla de enzima se denominó MEZCLA 
2. 5 
 
Para someter a ensayo el rendimiento de Cel6A/CBHII en la hidrólisis con MEZCLA 2, se sustituyó 15% (49,5 mg) 
del componente CBHI/Cel7A de la MEZCLA 2 por Ma_ALKO4237_Cel6A (MEZCLA 2_MA), Ct_ALKO4265_Cel6A 
(MEZCLA 2_CT) o At_ALKO4245_Cel6A (MEZCLA 2_AT), respectivamente. 
 10 
Se preparó una mezcla del estado de la técnica mediante la combinación de los componentes siguientes (por cada 
10 ml de la mezcla): ECONASE® CE (Roal Oy, un producto enzimático de T. reesei clásico) 470 mg (94%), 
preparación de β-glucosidasa (At βG_101/Cel3A, documento nº WO 2007/071818) 20 mg (4%) y preparación de 
xilanasa (Ta XYN_30, documento nº WO 2007/071818) 10 mg (2%). El volumen se enrasó a 10 ml con agua 
corriente. La concentración de proteína final en dicha mezcla era de 50 mg/ml. Dicha mezcla de enzima se 15 
denominó MEZCLA ENZIMAS T. REESEI. Los enzimas At βG_101/Cel3A y Ta XYN_30 se produjeron 
heterólogamente como monocomponentes en la cepa hospedadora Trichoderma reesei que presentaba fondo libre 
de celulasa. 
 
Para someter a ensayo el rendimiento de Cel6A/CBHII en la hidrólisis con MEZCLA ENZIMAS T. REESEI, el 15% 20 
(70,5 mg) del componente ECONASE® CE de MEZCLA ENZIMAS T. REESEI se sustituyó por 
Ma_ALKO4237_Cel6A (MEZCLA TR_MA), Ct_ALKO4265_Cel6A (MEZCLA TR_CT) o At_ALKO4245_Cel6A 
(MEZCLA TR_AT), respectivamente. 
 
Se preparó la MEZCLA ACC a partir del producto comercial Accellerase® 1000 (de Genencor International/Danisco 25 
A/S) (por cada 10 ml): 400 mg de proteína Accellerase® (100%). El volumen se enrasó a 10 ml con agua corriente. 
La concentración final de proteína en dicha mezcla era de 40 mg/ml. 
 
Para someter a ensayo el rendimiento de Cel6A/CBHII en la hidrólisis con MEZCLA ACC, 15% (60 mg) del 
componente Accellerase® 1000 de la MEZCLA ACC se sustituyó por Ma_ALKO4237_Cel6A (MEZCLA ACC_MA), 30 
Ct_ALKO4265_Cel6A (MEZCLA AC_CT) o At_ALKO4245_Cel6A (MEZCLA ACC_AT), respectivamente. 
 
Para las combinaciones de MEZCLA 2, la hidrólisis se llevó a cabo a 55ºC, mientras que la temperatura de hidrólisis 
para los experimentos con MEZCLA ENZIMAS T. REESEI y con MEZCLA ACC era de 37ºC. Se extrajeron muestras 
de la hidrólisis tras 72 h, se cuantificaron mediante HPLC y se determinaron las concentraciones de glucosa y xilosa. 35 
Los resultados de los blancos de sustrato se restaron de las muestras con enzimas y la concentración de glucosa y 
xilosa agrupados se muestran en la figura 4A-C. 
 
Los resultados muestran claramente un mejor rendimiento de la MEZCLA 2 con los enzimas Cel6A/CBHII 
termoestables a 55ºC. Se encontró que la  cantidad de azúcares liberados del sustrato de madera dura se 40 
incrementaba en 12%, 14% y 26% mediante la complementación con los enzimas Ma_ALKO4237_Cel6A, 
Ct_ALKO4265_Cel6A o At_ALKO4245_Cel6A en la MEZCLA 2, respectivamente. Se encontró que el enzima 
Acremonium thermophilum ALKO4245 era la proteína Cel6A/CBHII de mejor rendimiento estudiada en la presente 
memoria (figura 4A). At_ALKO4245_Cel6A mostraba una hidrólisis incrementada también a 37ºC añadida en la 
mezcla de Trichoderma del estado de la técnica (MEZCLA ENZIMAS T. REESEI) (figura 4B) o en el producto 45 
comercial (MEZCLA ACC) (figura 4C). 
 
Ejemplo 5. Hidrólisis de mazorcas de maíz con prepa raciones enzimáticas que comprenden una 
celobiohidrolasa CBHII/Cel6A recombinante 
 50 
Se suspendieron mazorcas de maíz sometidas a explosión con vapor en tampón de acetato sódico 0,05 M, pH 4,8. 
El peso final de la mezcla de hidrólisis era de 20 g, con una concentración de sólidos totales de 2% (p/p). El sustrato 
se hidrolizó utilizando diferentes mezclas enzimáticas a una dosis de 5 mg de proteína por cada gramo de sólidos 
totales en matraces de agitación de 50 ml. Se determinó el contenido de proteínas de los componentes enzimáticos 
y de las mezclas utilizando el kit de ensayo Pierce BCA (Thermo Scientific, número de producto 23227) con 55 
albúmina de suero bovino (Thermo Scientific, número de producto 23209) como estándar. Los matraces de agitación 
se agitaron en un baño de agua de agitación lineal ajustado a 55ºC. Para cada punto de muestra, se extrajo una 
muestra de 1 ml de matraces de agitación por duplicado y se sometieron a ebullición durante 10 minutos para 
terminar la hidrólisis enzimática, se centrifugaron y se analizó el sobrenadante para los productos de reacción de la 
hidrólisis. Los blancos que contenían solo sustrato (adición de sólo tampón en lugar de enzimas) se prepararon de 60 
manera idéntica a la de las demás muestras. 
 
Se preparó una mezcla de celulasas termoestables utilizando los componentes siguientes: 
 

Preparación de Cel7A/CBHI termofílico que contiene Cel7A de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 con DUC 65 
unido genéticamente de T. reesei CBHI/Cel7A (documento WO 2007/071818). 
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Preparación de endoglucanasa termofílica que contiene endoglucanasa Cel45A de Acremonium thermophilum 
ALKO4245 (At EG_40/Cel45A, documento nº WO 2007/071818). 
 
Preparación de β-glucosidasa termofílica que contiene β-glucosidasa de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 5 
(Ta βG_81/Cel3A, documento WO 2007/071818). 
 
Preparación de xilanasa termofílica que contiene Nomomurea flexuosa Xyn11A (AM24, documento WO 
2005/100557). 

 10 
Todas las celulasas se produjeron heterólogamente como monocomponentes en la cepa hospedadora Trichoderma 
reesei que presenta un fondo libre de celulasa (se delecionaron los genes codificantes de las cuatro celulasas 
principales Cel7A/CBHI, Cel6A/CBHII, Cel7B/EGI y Cel5A/EGII). Se utilizaron en la mezcla sobrenadantes de cultivo 
en bruto. Los componentes enzimáticos se combinaron de la manera siguiente (por cada 10 ml de mezcla): 
preparación de CBHI/Cel7A 330 mg (71,2%), preparación de endoglucanasa 105 mg (22,7%), preparación de β-15 
glucosidasa 7,5 mg (1,6%) y preparación de xilanasa 21 mg (4,5%). Se enrasó el volumen a 10 ml con agua 
corriente. La concentración de proteína final de la mezcla era de 46,35 mg/l. Dicha mezcla de enzima se denominó 
MEZCLA 2. 
 
Para someter a ensayo el rendimiento de At_ALKO4245_Cel6A en la hidrólisis con MEZCLA 2, el 15% (49,5 mg) del 20 
componente CBHII/Cel7A de la MEZCLA 2 se sustituyó por At_ALKO4245_Cel6A (MEZCLA 2_AT), 
respectivamente. 
 
Se extrajeron muestras de la hidrólisis tras 72 h, se cuantificaron mediante HPLC y se determinaron las 
concentraciones de  glucosa y xilosa. Los resultados de los blancos de sustrato se restaron de las muestras con 25 
enzimas y la concentración de glucosa y xilosa agrupadas se muestran en la figura 5. 
 
De manera similar a la indicada en el Ejemplo 4, los resultados en la presente memoria muestran claramente el 
mejor rendimiento de la MEZCLA 2 con el enzima At_ALKO4245_Cel6A a 55ºC para el sustrato de mazorcas de 
maíz. 30 
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Listado de secuencias 
 
<110> Roal Oy 
 
<120> Procedimiento de tratamiento de material celulósico y enzimas CBHII/Cel6A útiles en el mismo 65 
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<130> A9693PC 
 
<150> FI 20096412 
 
<151> 2009-12-30 5 
 
<160> 16 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 10 
<210> 1 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Secuencia del cebador oligonucleótido CBH_1S 
 
<220> 
<221> misc_feature 20 
<222> (6)..(6) 
<223> N es A, G, T o C 
 
<220> 
<221> misc_feature 25 
<222> (9)..(9) 
<223> R es A o G 
 
<220> 
<221> misc_feature 30 
<222> (12)..(12) 
<223> Y es T o C 
 
<220> 
<221> misc_feature 35 
<222> (15)..(15) 
<223> N es A, G, T o C 
 
<400> 1 
tggggncart gyggngg  17 40 
 
<210> 2 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Secuencia del cebador oligonucleótido CBH_1AS 
 
<220> 50 
<221> misc_feature 
<222> (3)..(3) 
<223> N es A, G, T o C 
 
<220> 55 
<221> misc_feature 
<222> (9)..(9) 
<223> N es A, G, T o C 
 
<220> 60 
<221> misc_feature 
<222> (12)..(12) 
<223> N es A, G, T o C 
 
<220> 65 
<221> misc_feature 
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<222> (14)..(14) 
<223> R es A o G 
 
<400> 2 
gcnggccanc cnarcca   17 5 
 
<210> 3 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia del cebador oligonucleótido CBH_8 
 
<400> 3 15 
atggctaagc agctgctgct c   21 
 
<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia del cebador oligonucleótido CBH_9 
 25 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (6)..(6) 
<223> R es A o G 
 30 
<400> 4 
tcagarcgga gggttggcat   20 
 
<210> 5 
<211> 44 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia del cebador oligonucleótido Te_CBH_A 40 
 
<400> 5 
tattatccgc ggactgcgca tcatgcggaa tcttcttgct cttg   44 
 
<210> 6 45 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Secuencia del cebador oligonucleótido Te_CBH_B 
 
<400> 6 
aatttggatc ctcagaacag cgggttagca ttcgtgag   38 
 55 
<210> 7 
<211> 1014 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 60 
<220> 
<223> Secuencia del fragmento de PCR obtenido de Acremonium thermophilum ALKO4245 (CBS 116240) 
utilizando los cebadores CBH_1S y CBH_1AS 
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<400> 7  

 
 
<210> 8 
<211> 813 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia del fragmento de PCR obtenido de Melanocarpus albomyces ALKO4237 (CBS 685.95) utilizando 10 
los cebadores CBH_1S y CBH_1AS 
 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 1757 
<212> ADN 5 
<213> Chaetomium thermophilum 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> La secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Chaetomium thermophilum ALKO4265 (CBS 730.95)  10 
 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 1754 
<212> ADN 5 
<213> Talaromyces emersonii 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> La secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Talaromyces emersonii DSM 2432 (RF8069)  10 
 
<400> 10  
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<210> 11 
<211> 1830 
<212> ADN 5 
<213> Acremonium thermophilum 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> La secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Acremonium thermophilum ALKO4245 (CBS 116240)  10 
 
<400> 11  
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<210> 12 
<211> 478 
<212> PRT 5 
<213> Acremonium thermophilum 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> La secuencia de aminoácidos deducida de CBHII/Cel6A de Acremonium thermophilum ALKO4245 (CBS 10 
116240)  
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<400> 12  
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<210> 13 
<211> 1607 
<212> ADN 5 
<213> Melanocarpus albomyces 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> La secuencia de nucleótidos del gen cbh2/cel6A de Melanocarpus albomyces ALKO4237 (CBS 685.95)  10 
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<400> 13  

 
 
<210> 14 5 
<211> 472 
<212> PRT 
<213> Melanocarpus albomyces 
 
<220> 10 
<221> misc_feature 
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<223> La secuencia de aminoácidos deducida de CBHII/Cel6A de Melanocarpus albomyces ALKO4237 (CBS 
685.95)  
 
<400> 14  

 5 
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<210> 15 
<211> 475 
<212> PRT 5 
<213> Chaetomium thermophilum 
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<220> 
<221> misc_feature 
<223> La secuencia de aminoácidos deducida de CBHII/Cel6A de Chaetomium thermophilum ALKO4265 (CBS 
730.95)  
 5 
<400> 15  
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<210> 16 
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<211> 459 
<212> PRT 
<213> Talaromyces emersonii 
 
<220> 5 
<221> misc_feature 
<223> La secuencia de aminoácidos deducida de CBHII/Cel6A de Talaromyces emersonii DSM 2432 (RF8069)  
 
<400> 16  

 10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Procedimiento para tratar material celulósico con un polipéptido CBHII/Cel6A o una preparación enzimática que 
comprende dicho polipéptido, en el que dicho polipéptido CBHII/Cel6A presenta una actividad de celobiohidrolasa y 
comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 78% respecto al polipéptido 5 
de longitud completa de SEC ID nº 12, o un fragmento del mismo que presenta una actividad de celobiohidrolasa, y 
en el que dicho procedimiento comprende las etapas siguientes: 
 

i) producir dicho polipéptido CBHII/Cel6A o una preparación enzimática que comprende dicho polipéptido o un 
microorganismo fermentativo que produce dicho polipéptido; 10 

 
ii) hacer reaccionar el material celulósico con dicho polipéptido CBHII/Cel6A o la preparación enzimática que 

comprende dicho polipéptido o el microorganismo fermentativo que produce dicho polipéptido; y 
 
iii) obtener un material celulósico parcial o completamente hidrolizado; 15 

 
en el que el polipéptido CBHII/Cel6A es activo a una temperatura de entre 50ºC y 70ºC. 

 
2. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que el polipéptido CBHII/Cel6A puede obtenerse a partir de un 
género de Acremonium, más preferentemente a partir de A. thermophilum, todavía más preferentemente a partir de 20 
la cepa depositada A. thermophilum CBS 116240. 
 
3. Procedimiento según la reivindicación 1 o 2, en el que el polipéptido CBHII/Cel6A presenta la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID nº 12. 
 25 
4. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el polipéptido CBHII/Cel6A puede 
hidrolizar material celulósico a una temperatura de entre 40ºC y 70ºC. 
 
5. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el material celulósico se trata con una 
composición enzimática que comprende dicho polipéptido CBHII/Cel6A en combinación con por lo menos un enzima 30 
adicional que puede hidrolizar dicho material celulósico seleccionado de entre un grupo de celobiohidrolasa, 
endoglucanasa, beta-glucosidasa, beta-glucanasa, xiloglucanasa, xilanasa, beta-xilosidasa, mananasa, beta-
manosidasa, α-glucuronidasa, acetil xilán esterasa, α-arabinofuranosidasa, α-galactosidasa, pectinasa, endo-α-L-
arabinasas y exo-α-L-arabinasas, α-galactosidasa, endo- y exo-galactoronasa, endopectinliasa, pectato liasa y 
pectinesterasa, fenol esterasa, ligninasa, lignina peroxidasa, peroxidasa dependiente de manganeso, enzima 35 
generador de H2O2 y lacasa con o sin mediadores. 
 
6. Procedimiento según la reivindicación 5, en el que los enzimas se añaden al material celulósico de manera 
simultánea o secuencial. 
 40 
7. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el material celulósico se selecciona de 
entre el grupo que consiste en materiales vegetales, biomasa agrícola, productos de residuo y cultivos energéticos 
especializados. 
 
8. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho polipéptido CBHII/Cel6A es 45 
aplicable en la producción de biocombustible. 
 
9. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho polipéptido CBHII/Cel6A se 
obtiene a partir de A. thermophilum CBS 116240 y presenta la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 12. 
 50 
10. Polipéptido CBHII/Cel6A fúngico, en el que dicho polipéptido presenta una actividad de celobiohidrolasa y 
comprende una secuencia de aminoácidos que presenta una identidad de por lo menos 78% respecto al polipéptido 
de longitud completa de SEC ID nº 12, o un fragmento del mismo que presenta una actividad de celobiohidrolasa, en 
el que el polipéptido CBHII/Cel6A es activo a una temperatura de entre 50ºC y 70ºC. 
 55 
11. Polipéptido CBHII/Cel6A según la reivindicación 10, en el que dicho polipéptido puede obtenerse a partir de un 
género de Acremonium, más preferentemente a partir de la especie A. thermophilum, todavía más preferentemente 
a partir de A. thermophilum CBS 116240. 
 
12. Polipéptido CBHII/Cel6A según la reivindicación 10 u 11, en el que dicho polipéptido presenta la secuencia de 60 
aminoácidos de SEC ID nº 12. 
 
13. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que dicho polipéptido puede 
hidrolizar material celulósico a una temperatura de entre 40ºC y 70ºC.  
 65 
14. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que dicho polipéptido se 
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encuentra codificado por una molécula de ácidos nucleicos aislada que comprende la SEC ID nº 11. 
 
15. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que dicho polipéptido se 
encuentra codificado por una molécula de ácidos nucleicos aislada que hibrida bajo condiciones restrictivas con la 
secuencia polinucleotídica de SEC ID nº 11. 5 
 
16. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en el que dicho polipéptido se 
encuentra codificado por la secuencia polinucleotídica incluida en el plásmido pALK2582 depositada en Escherichia 
coli bajo el número de acceso DSM 22946. 
 10 
17. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, en el que dicho polipéptido se 
produce a partir de un vector de expresión recombinante que comprende la molécula de ácidos nucleicos, que 
comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un enzima CBHII/Cel6A según cualquiera de las 
reivindicaciones 10 a 16 ligada funcionalmente a unas secuencias reguladoras que pueden dirigir la expresión de la 
molécula de ácidos nucleicos codificante de CBHII/Cel6A en un hospedador adecuado. 15 
 
18. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, en el que dicho polipéptido se 
produce en un hospedador heterólogo, preferentemente en un hospedador microbiano. 
 
19. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18, en el que dicho polipéptido se 20 
produce en un hospedador de género Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Chrysosporium, Neurospora, 
Rhizopus, Penicillium o Mortierella. 
 
20. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 19, en el que dicho polipéptido es 
producido en Trichoderma o Aspergillus, preferentemente en Trichoderma reesei. 25 
 
21. Polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 20, en el que dicho polipéptido 
CBHII/Cel6A se obtiene a partir de A. thermophilum CBS 116240 y presenta la secuencia de aminoácidos de SEC ID 
nº 12. 
 30 
22. Molécula de ácidos nucleicos aislada, que comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido 
CBHII/Cel6A fúngico seleccionado de entre el grupo que consiste en: 
 

(a) una molécula de ácidos nucleicos, que comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido 
que presenta una actividad de celobiohidrolasa y que comprende la secuencia de aminoácidos de longitud 35 
completa tal como se representa en la SEC ID nº 12, o un fragmento del mismo que presenta una actividad 
de celobiohidrolasa; 

 
(b) una molécula de ácidos nucleicos, que comprende una secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido 

que presenta una actividad de celobiohidrolasa y una identidad de por lo menos 78% respecto a la secuencia 40 
de aminoácidos de longitud completa de SEC ID nº 12 o un fragmento del mismo que presenta una actividad 
de celobiohidrolasa; 

 
(c) una molécula de ácidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de la secuencia polinucleotídica 

representada como SEC ID nº 11; 45 
 
(d) una molécula de ácidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de la secuencia polinucleotídica 

contenida en DSM 22946; 
 
(e) una molécula de ácidos nucleicos cuya secuencia codificante difiere de la secuencia codificante de una 50 

molécula de ácidos nucleicos de cualquiera de (c) a (d) debido a la degeneración del código genético; y 
 
(f) una molécula de ácidos nucleicos que hibrida bajo condiciones restrictivas con una molécula de ácidos 

nucleicos contenida en DSM 22946 y que codifica un polipéptido que presenta una actividad de 
celobiohidrolasa y una secuencia de aminoácidos que muestra una identidad de por lo menos 78% respecto a 55 
la secuencia de aminoácidos de longitud completa tal como se representa en SEC ID nº 12, o un fragmento 
del mismo que presenta actividad de celobiohidrolasa; 

 
en la que el polipéptido CBHII/Cel6A es activo a una temperatura de entre 50ºC y 70ºC. 
 60 

23. Molécula de ácidos nucleicos según la reivindicación 22, en la que dicha molécula de ácidos nucleicos que 
codifica CBHII/Cel6A se obtiene a partir de A. thermophilum CBS 116240 y presenta la secuencia polinucleotídica de 
SEC ID nº 11. 
 
24. Vector de expresión recombinante que comprende la molécula de ácidos nucleicos según la reivindicación 22 o 65 
23 ligada funcionalmente a unas secuencias reguladoras que pueden dirigir la expresión del gen de celobiohidrolasa 
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CBHII/Cel6A y la producción de dicha celobiohidrolasa CBHII/Cel6A en un hospedador adecuado. 
 
25. Célula hospedadora que comprende el vector de expresión recombinante según la reivindicación 24. 
 
26. Célula hospedadora según la reivindicación 25, caracterizada por que dicho hospedador es un hospedador 5 
microbiano. 
 
27. Célula hospedadora según la reivindicación 25 o 26, caracterizada por que dicho hospedador es un hongo 
filamentoso. 
 10 
28. Célula hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, caracterizada por que dicho hospedador 
es de un género Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Chrysosporium, Neurospora, Rhizopus, Penicillium o 
Mortierella. 
 
29. Célula hospedadora según la reivindicación 28, caracterizada por que dicho hospedador es Trichoderma o 15 
Aspergillus, preferentemente Trichoderma reesei. 
 
30. Célula hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 25 a 29, caracterizada por que dicho hospedador 
es un microorganismo fermentador. 
 20 
31. Procedimiento de producción de un polipéptido que presenta una actividad de celobiohidrolasa, comprendiendo 
dicho procedimiento las etapas de cultivar la célula hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 25 a 30 y 
recuperar el polipéptido. 
 
32. Procedimiento para obtener una preparación enzimática que comprende las etapas de cultivar una célula 25 
hospedadora según cualquiera de las reivindicaciones 25 a 30 y preparar el caldo de cultivo completo, o de separar 
las células del medio de cultivo agotado y obtener el sobrenadante. 
 
33. Preparación enzimática, que comprende el enzima CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 
21. 30 
 
34. Preparación enzimática según la reivindicación 33, en la que la celobiohidrolasa CBHII/Cel6A se obtiene a partir 
de Acremonium thermophilum y presenta la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 12. 
 
35. Preparación enzimática según la reivindicación 33 o 34, caracterizada por que dicha preparación comprende 35 
otros enzimas seleccionados de entre el grupo de celobiohidrolasa, endoglucanasa, beta-glucosidasa, beta-
glucanasa, xiloglucanasa, xilanasa, beta-xilosidasa, mananasa, beta-manosidasa, α-glucuronidasa, acetil-xilán-
esterasa, α-arabinofuranosidasa, α-galactosidasa, pectinasa, endo-α-L-arabinasas y exo-α-L-arabinasas, α-
galactosidasa, endo- y exo-galactoronasa, endopectinliasa, pectato liasa y pectinesterasa, fenol esterasa, ligninasa 
lignina peroxidasa, peroxidasa dependiente de manganeso, enzima generador de H2O2 y lacasa con o sin un 40 
mediador. 
 
36. Preparación enzimática según cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, caracterizada por que dicha 
preparación enzimática se encuentra en forma de caldo de cultivo completo, medio de cultivo agotado, líquido, polvo 
o granulado. 45 
 
37. Utilización del polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21 o la preparación 
enzimática según cualquiera de las reivindicaciones 33 a 36 para la producción de biocombustible, para detergentes, 
para el tratamiento de fibras, para el tratamiento de alimento o pienso, para pasta y papel, para bebidas o para 
cualesquiera aplicaciones que impliquen la hidrólisis o la modificación de material celulósico. 50 
 
38. Utilización según la reivindicación 37, en la que el polipéptido CBHII/Cel6A según cualquiera de las 
reivindicaciones 10 a 21 o la preparación enzimática según cualquiera de las reivindicaciones 33 a 36 se utiliza para 
la producción de biocombustible. 
  55 
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