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DESCRIPCION
Método de produccion de una enzima lipolitica

La presente invencion se refiere a un método para la produccion de una enzima lipolitica en Trichoderma reeseiy a
la enzima lipolitica obtenible del mismo. Ademas, la presente invencion se refiere al uso de Trichoderma para
expresar una enzima lipolitica.

Antecedentes de la presente invenciéon

Las lipasas (EC 3.1.1.3), que pueden definirse como carboxilesterasas que catalizan la hidrolisis de acilgliceroles,
son enzimas fisioldgicamente muy importantes como una de las tres enzimas digestivas principales junto con
amilasas y proteasas. Hidrolizan lipidos hasta glicerol y acidos grasos, pero pueden funcionar también en reacciones
de esterificacion o transesterificacion.

Las lipasas tienen aplicaciones en varios procesos industriales tales como el procesamiento de aceites y grasas, la
fabricacion de detergente, el procesamiento de papel y las industrias de elaboracion de queso y panadera.

El documento WO 98/45453 divulga una enzima lipolitica (y variantes de la misma) derivada del hongo filamentoso
Aspergillus tubingensis. Se hace referencia a veces a esta enzima como ‘lipasa 3”. El documento WO 98/45453
caracteriza varias de las caracteristicas fisicoquimicas de la lipasa 3. Se han descrito también usos de esta enzima
lipolitica para mejorar las propiedades del pan, en particular para mejorar las propiedades del pan.

El documento WO 98/45453 describia también la clonacion y expresion de lipasa 3 y sus variantes en Aspergillus
tubingensis. Se encontré que esta enzima lipolitica podia sobreexpresarse en Aspergillus tubingensis, sin embargo,
la enzima estaba sobreglicosilada en A. tubingensis lo que, en algunas situaciones, puede disminuir su actividad.

El documento WO2006/077258 ensefia un método para la producciéon de un compuesto de interés en una célula
fungica filamentosa.

El documento US 4.797.361 ensefia una cepa microbiana capaz de producir una enzima glicoproteina extracelular.

Existe la necesidad de un método para la produccién de lipasa 3 y sus variantes y otras enzimas lipoliticas a escala
comercial y usando hospedadoras de expresion que proporcionen altos niveles de expresion y rendimiento de
proteina. Ademas, existe también la necesidad de superar el problema de la actividad enzimatica disminuida debido
a la sobreglicosilacion de la enzima lipolitica como se observa, por ejemplo, cuando se sobreexpresa en A.
tubingensis.

Aspectos del resumen de la presente invencién

Se ha encontrado sorprendentemente que Trichoderma reesei es un hospedador de expresion altamente eficaz para
enzimas lipoliticas, en particular lipasa 3 y sus variantes y otras enzimas lipoliticas.

Por consiguiente, en un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de producciéon de una
enzima lipolitica que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una célula de Trichoderma reesei transformada o transfectada que comprende

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una
secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene
al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heterdloga que codifica una enzima lipolitica, en la que las secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4; ylo

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4 o el complemento de cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas; y

(i) cultivar la célula en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias nucleotidicas
heterélogas que codifican dicha enzima lipolitica; y

(iii) elevar el pH al final de la fermentacion hasta un pH superior al pH de las condiciones de cultivo de la etapa (ii).

Se ensefia también en la presente memoria un método de produccién de una enzima lipolitica que comprende las
etapas de:
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(i) transfectar o transformar una célula de Trichoderma reesei con

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una
secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene
al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4; ylo

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas;

(i) cultivar la célula en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias nucleotidicas
heterdlogas que codifican dicha enzima lipolitica.

Se ensefia también en la presente memoria un método de produccién de una enzima lipolitica que comprende las
etapas de:

(i) transfectar o transformar una célula de Trichoderma reesei con

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una
secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene
al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4; ylo

c) al menos una secuencia nucleotidica heterdloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas;

(i) repetir la etapa (i) en la célula para transfectar o transformar secuencialmente la célula con al menos una
secuencia nucleotidica heterdloga adicional como se define en (i)(a), (i)(b) o (i)(c) (p-€j., tal como una secuencia
nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una secuencia aminoacidica mostrada
como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene al menos un 40% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2); y

(iii) cultivar la célula en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias nucleotidicas
heterélogas que codifican dicha enzima lipolitica.

Se describe ademas en la presente memoria una enzima lipolitica obtenible mediante un método de la presente
invencion.

Se describe en la presente memoria un comestible para consumo humano que comprende dicha enzima lipolitica
obtenible mediante un método de la presente invencion.

Se ensefia también en la presente memoria una célula de Trichoderma reesei transformada o transfectada que
comprende:

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una proteina enzima lipolitica que tiene al menos un
40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica que comprende la secuencia nucleotidica mostrada como la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4;
ylo

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4
o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas.
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Se ensefia también en la presente memoria un vector de expresién que comprende
i) al menos una secuencia nucleotidica, y dicha secuencia nucleotidica:

a) codifica una proteina enzima lipolitica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 102;ylo

b) codifica una enzima lipolitica y comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4 o una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3
0 SEQ ID NO: 4; y/o

c) codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que
hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas
en condiciones rigurosas; y

ii) al menos un promotor de celobiohidrolasa, en la que dicha al menos una secuencia nucleotidica esta bajo el
control de dicho al menos un promotor de celobiohidrolasa.

Se describe en la presente memoria un uso de una célula de Trichoderma reesei en la expresion de

a) al menos una secuencia nucleotidica heterdloga que codifica un enzima lipolitica que comprende una secuencia
aminoacidica mostrada como la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene al menos un
40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una secuencia
nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4; y/o

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4
o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas;

para mejorar uno o mas de los siguientes: expresion de la enzima lipolitica, glicosilacion de la enzima lipolitica,
actividad o rendimiento enzimatico.

Sorprendentemente, se ha encontrado que Trichoderma reesei es capaz de producir las enzimas lipoliticas con
rendimientos significativamente altos.

Ademas, se ha encontrado que las enzimas lipoliticas producidas mediante la metodologia de la presente invencion
estan sorprendentemente no sobreglicosiladas y por lo tanto tienen una buena actividad enzimatica.

Bradner et al. (en Current Genetics, 44: 224-230, (2003)) usaba Trichoderma reesei como organismo hospedador de
expresion en su busqueda de enzimas lipoliticas anteriormente desconocidas. Se cloné una lipasa de un aislamiento
antartico de Penicillium allii y se expres6 en Trichoderma reesei. Bradner et al. concluy6é que los métodos descritos
serian Utiles para explorar genes de lipasa potencialmente novedosos, pero no sugirié que pudiera usarse T. reesei
para la sobreexpresion de proteinas.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método de produccién de una enzima lipolitica que
comprende las etapas de:

(i) proporcionar una célula de Trichoderma reesei transformada o transfectada que comprende al menos una
secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica;

(ii) cultivar la célula a pH 4 a pH 5,5 en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias
nucleotidicas heterélogas que codifican dicha enzima lipolitica;

(iii) aislar, purificar o concentrar la enzima en un medio a pH 5,5 a pH 6,5.
En este aspecto, preferiblemente la enzima lipolitica:

a) comprende una secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o comprende una
secuencia aminoacidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia mostrada como SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4 o
comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3
0 SEQ ID NO: 4; y/o

c) esta codificada por una secuencia nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la

4
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SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4 o comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones
rigurosas.

Aspectos detallados de la presente invencion

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica heteréloga esta conectada operativamente (directa o indirectamente) con
una secuencia promotora de tal modo que la secuencia nucleotidica heteréloga esté bajo el control de la secuencia
promotora.

La secuencia promotora puede ser cualquier promotor adecuado, tal como un promotor que esta naturalmente
asociado con la secuencia nucleotidica que codifica la enzima lipolitica y/o un promotor heterélogo, tal como una
secuencia promotora de celobiohidrolasa 1 o promotor Tef o promotor de glucoamilasa. Otras secuencias
promotoras de Trichoderma derivadas de los genes stp (n° de serie de Estados Unidos 12/193.614), cbh2, egl1, egl2
y gpd1 pueden estar ligadas con la secuencia nucleotidica de la enzima lipolitica.

Para algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica que codifica la enzima lipolitica puede incluir uno o mas
intrones.

Para algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica que codifica la enzima lipolitica es una secuencia genémica.
Para algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica que codifica la enzima lipolitica es una secuencia de ADNCc.

El método de la presente invencion puede comprender la etapa adicional de aislar y/o purificar y/o recuperar la
enzima lipolitica.

Para algunas realizaciones, el nivel de enzima lipolitica expresada es suficientemente alto para que pueda usarse el
medio de caldo en que se ha secretado la enzima (preferiblemente después de la retirada de la célula o células) o en
forma concentrada (preferiblemente después de la retirada de la célula o células).

Por lo tanto, en un aspecto preferido, el método de la presente invencion incluye la siguiente o siguientes etapas
adicionales de aislamiento y/o purificacion y/o recuperacion de la enzima lipolitica.

En un aspecto mas preferido, el método de la presente invencién incluye la siguiente o siguientes etapas adicionales
de retirada de la célula o células del medio (p.ej. caldo) en que se ha secretado la enzima.

En un aspecto mas preferido, el método de la presente invencion incluye la siguiente o siguientes etapas adicionales
de retirada de la célula o células del medio (p.€j. caldo) en que se ha secretado la enzima y concentrar entonces el
medio.

La célula o células pueden retirase del medio mediante técnicas de separacion adecuadas, p.ej. técnicas de filtracion
y/o técnicas de centrifugacion adecuadas. Es un ejemplo particular el uso de ultrafiltracion para preparar UFC
(concentrados de ultrafiltracion).

En una realizacién, el pH del medio para cultivar es de aproximadamente pH 4 a aproximadamente 5,5,
preferiblemente aproximadamente pH 4.

En una realizacion, el pH del medio para cultivar es de aproximadamente pH 4.

En una realizacion preferida, antes del aislamiento y/o purificacion y/o concentracion de la enzima, se eleva el pH del
medio al final del curso de fermentacién cuando se alcanzan suficientes niveles de la enzima soluble secretada.

En una realizacioén, el pH del medio para aislar y/o purificar y/o concentrar la enzima esta por encima de pH 5,5
hasta aproximadamente pH 6,5.

Por tanto, en una realizacion, el pH del medio para cultivar es de aproximadamente pH 4 y se eleva entonces el pH
del medio de tal modo que el pH del medio para aislar y/o purificar y/o concentrar la enzima esté por encima de
aproximadamente pH 5,5 hasta aproximadamente pH 6,5.

Por tanto, en una realizacion, el pH del medio para cultivar es de aproximadamente pH 4 y se eleva entonces el pH
del medio de tal modo que el pH del medio para aislar y/o purificar y/o concentrar la enzima esté por encima de
aproximadamente pH 6 hasta aproximadamente pH 6,5.

En una realizacion preferida, el pH del medio para cultivar es de aproximadamente pH 4,5 y se eleva entonces el pH
del medio de tal modo que el pH del medio para aislar y/o purificar y/o concentrar la enzima sea de
aproximadamente pH 6.

Preferiblemente, se proporciona una célula de Trichoderma reesei con transformacion con, o se transforma con, la
secuencia nucleotidica usando electroporacion, tal como mediante la metodologia de electroporacion divulgada en el
documento WO 2008/153712 A2.
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En otra realizacién, la célula de Trichoderma reesei puede proporcionarse con transformaciéon con, o puede
transformarse con, la secuencia nucleotidica usando transformacién biolistica.

Adecuadamente, puede haber al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica la enzima lipolitica en la
célula de Trichoderma reesei. En algunas realizaciones, puede haber dos o0 mas copias (concretamente, multiples
copias) de la o de cada secuencia nucleotidica heterdloga que codifica la enzima lipolitica segun la presente
invencion en la célula de Trichoderma reesei. Por ejemplo, en una realizacion, puede haber al menos dos
secuencias nucleotidicas que codifican que enzima lipolitica en Trichoderma reesei. En otras realizaciones, puede
haber al menos tres, tal como al menos cuatro, tal como al menos cinco o tal como al menos seis secuencias
nucleotidicas heterdlogas que codifican dicha enzima lipolitica. Adecuadamente, puede haber hasta
aproximadamente seis, preferiblemente hasta aproximadamente siete, preferiblemente hasta aproximadamente
ocho, preferiblemente hasta aproximadamente diez secuencias nucleotidicas heterélogas que codifican la enzima
lipolitica en la célula de Trichoderma reesei. En algunas realizaciones, cada secuencia nucleotidica heteréloga esta
asociada con y bajo el control de un promotor. Adecuadamente, cada secuencia nucleotidica heteréloga puede tener
un promotor separado asociado con ella y estar bajo el control de ese promotor. Los promotores pueden ser iguales
o diferentes.

Por tanto, en una realizaciéon, la célula de Trichoderma reesei puede comprender o estar transfectada o
transformada con al menos 2 secuencias nucleotidicas heterdlogas que codifican la enzima lipolitica. En otra
realizacion, la célula de Trichoderma reesei puede comprender o estar transfectada o transformada con al menos 3,
o al menos 4, o al menos 5 o al menos 6 secuencias nucleotidicas heterélogas que codifican la enzima lipolitica. En
una realizacion, hay hasta aproximadamente 6 secuencias nucleotidicas heterélogas que codifican la enzima
lipolitica de acuerdo con la presente invencion. En algunas realizaciones, puede haber hasta aproximadamente 10
secuencias nucleotidicas heterélogas que codifican la enzima lipolitica de acuerdo con la presente invencion. En
algunas realizaciones, cada secuencia nucleotidica heteréloga esta asociada con y bajo el control de un promotor.
Adecuadamente, cada secuencia nucleotidica heteréloga puede tener un promotor separado asociado con ella y
estar bajo el control de ese promotor.

Adecuadamente, la (o cada) secuencia nucleotidica heterdloga puede comprender una secuencia nucleotidica que
codifica un péptido sefal, estando dicha secuencia nucleotidica que codifica dicho péptido sefial ligada
operativamente con dicha secuencia nucleotidica que codifica dicha enzima lipolitica. Si hay mdultiples secuencias
nucleotidicas heterélogas y en las que mas de una tiene una secuencia sefial asociada con las mismas, entonces
las secuencias sefal pueden ser iguales o diferentes.

Adecuadamente, la enzima lipolitica puede comprender un péptido sefial endégeno o exégeno. Cuando el péptido
sefial es enddgeno, significa que el péptido sefal es el que esta ligado naturalmente con la enzima lipolitica cuando
se produce naturalmente. Por ejemplo, el péptido sefal puede ser el péptido sefial de Aspergillus tubingensis que
esta ligado naturalmente con la enzima lipolitica cuando se encuentra en Aspergillus tubingensis.

El término “heterélogo” como se usa en la presente memoria significa que no aparece naturalmente en la célula de
Trichoderma reesei. En otras palabras, es exogeno a la célula de Trichoderma reesei. Por ejemplo, el término
“secuencia nucleotidica heteréloga” como se usa en la presente memoria significa que la secuencia nucleotidica no
aparece naturalmente en la célula de Trichoderma reesei. En otras palabras, la secuencia nucleotidica es exdgena
de la célula de Trichoderma reesei. El término incluye también multiples copias de la secuencia de origen natural, ya
que dichas copias multiples adicionales serian heterologas.

En una realizacion, preferiblemente la secuencia nucleotidica heterdloga se obtiene o es obtenible de un
microorganismo, particularmente un hongo.

En una realizacion, preferiblemente la secuencia nucleotidica heterdloga se obtiene o es obtenible de Aspergillus,
particularmente Aspergillus tubingensis.

Se ensefia en la presente memoria un método de produccién de una enzima lipolitica que comprende las etapas de:
(i) proporcionar una célula de Trichoderma reesei que comprende

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una
secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene
al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4; y/o

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
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NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas; y

(i) cultivar la célula en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias nucleotidicas
heterélogas que codifican dicha enzima lipolitica; y

en el que dicha célula de Trichoderma reesei tiene suprimidos al menos dos genes que codifican enzimas no
lipoliticas.

Se ensefia también en la presente memoria un método de produccién de una enzima lipolitica que comprende las
etapas de:

(i) transfectar o transformar una célula de Trichoderma reesei con

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una
secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene
al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4; ylo

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas;

(i) cultivar la célula en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias nucleotidicas
heterélogas que codifican dicha enzima lipolitica; y

en el que dicha célula de Trichoderma reesei tiene suprimidos al menos dos genes que codifican enzimas no
lipoliticas.

Se ensefia también en la presente memoria un método de produccién de una enzima lipolitica que comprende las
etapas de:

(i) transfectar o transformar una célula de Trichoderma reesei con

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una
secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene
al menos un 30% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4; ylo

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas;

(i) repetir la etapa (i) en la célula para transfectar o transformar secuencialmente la célula con al menos una
secuencia nucleotidica heterdloga adicional como se define en (i)(a), (i)(b) o (i)(c) (p-€j., tal como una secuencia
nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una secuencia aminoacidica mostrada
como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene al menos un 40% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 10 2);y

(iii) cultivar la célula en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias nucleotidicas
heterélogas que codifican dicha enzima lipolitica; y

en el que dicha célula de Trichoderma reesei tiene suprimidos al menos dos genes que codifican enzimas no
lipoliticas.

Se ensefia en la presente memoria una enzima lipolitica obtenible mediante los métodos de la presente invencion.

Se ensefia también en la presente memoria un comestible para consumo humano que comprende dicha enzima
lipolitica obtenible mediante un método de la presente invencion.

Se ensefia también en la presente memoria una célula de Trichoderma reesei transformada o transfectada que
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comprende:

a) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una proteina enzima lipolitica que tiene al menos un
40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una secuencia
nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4; y/o

c) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4
o el complemento de una cualquiera de las mismas bajo condiciones rigurosas; y

en la que dicha célula de Trichoderma reesei tiene suprimidos al menos dos genes que codifican enzimas no
lipoliticas.

Preferiblemente, se suprimen al menos tres genes que codifican enzimas no lipoliticas.
Preferiblemente, se suprimen al menos cuatro genes que codifican enzimas no lipoliticas.

“Suprimido” significa que la célula no expresa la enzima no lipolitica relevante al mismo nivel que la célula no
transformadal/transfectada. En algunas realizaciones, “suprimido” significa que la célula no expresa la enzima no
lipolitica relevante. La supresion puede causarse por técnicas conocidas en la materia, tales como por deleciones.

Preferiblemente, al menos uno de los genes que codifica una enzima no lipolitica que esta suprimido es un gen de
celulasa.

Preferiblemente, al menos dos de los genes que codifican una enzima no lipolitica que estan suprimidos son genes
de celulasa.

Es un ejemplo de al menos uno de los genes que codifican una enzima no lipolitica que esta suprimido un gen que
codifica una celobiohidrolasa (p.ej. CBHI o CBHII).

Es otro ejemplo de al menos uno de los genes que codifican un enzima no lipolitica que esta suprimido un gen que
codifica una endoglucanasa (p.ej. EGl y EGII).

En algunas realizaciones, la célula de Trichoderma reesei es una célula en que se eliminan o desestabilizan los
genes endogenos que codifican una o ambas celobiohidrolasas (CBHI y CBHIl) y/o una o ambas endoglucanasas
(EGI y EGII). Adecuadamente, la célula de Trichoderma reesei puede ser una célula de un MnMG o derivada de la
misma, por ejemplo un derivado de la cepa RL-P37. Adecuadamente, la célula de Trichoderma puede ser un
derivado de la cepa RL-P37 que se produce usando el método expuesto en el Ejemplo 10.

En algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica heteréloga puede codificar una enzima lipolitica que comprende
una secuencia aminoacidica que tiene al menos un 30%, al menos un 35%, al menos un 40%, al menos un 45%, al
menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65% al menos un 70%, al menos un 75%, al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 98% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 1 o SEQ ID NO. 2 o una secuencia que comprende una o varias adiciones, deleciones
o sustituciones aminoacidicas en comparacién con la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO. 2.

En algunas realizaciones, la secuencia nucleotidica heteréloga puede codificar una enzima lipolitica y comprende
una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 30%, al menos un 35%, al menos un 40%, al menos un 45%, al
menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65% al menos un 70%, al menos un 75%, al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95% o al menos un 98% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO. 4 o una secuencia que comprende una o varias adiciones, deleciones
o sustituciones nucleotidicas en comparacion con la SEQ ID NO. 3 0 SEQ ID NO. 4.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica heteréloga codifica una enzima lipolitica que comprende una secuencia
aminoacidica que tiene al menos un 40%, al menos un 45%, al menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%,
al menos un 65% al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al
menos un 95% o al menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 1 o SEQ ID NO. 2 o una secuencia
que comprende una o varias adiciones, deleciones o sustituciones aminoacidicas en comparacién con la SEQ ID
NO. 10 SEQ ID NO. 2.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica heteréloga codifica una enzima lipolitica y comprende una secuencia
nucleotidica que tiene al menos un 40%, al menos un 45%, al menos un 50%, al menos un 55%, al menos un 60%,
al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al
menos un 95% o al menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO. 4 o una secuencia
que comprende una o varias adiciones, deleciones o sustituciones en comparacién con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
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NO. 4.

Se muestra en la Tabla 1 siguiente la identidad de secuencia aminoacidica de una serie de enzimas lipoliticas con la
lipasa de Aspergillus tubingensis que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 3 (también llamada en la
presente memoria lipasa 3).

Tabla 1 — Enzimas lipoliticas con identidad de secuencia con la enzima lipolitica de Aspergillus tubingensis (lipasa

3).
Lipasas de diferentes hongos N° de acceso % de identidad de secuencia
aminoacidica
A. niger CBS 513.88 XP 001397501.1 93
Aspergillus niger ABG73613.1 93
Aspergillus niger ABG37906.1 93
Aspergillus nidulans FGSCA4 XP_681315.1 61
Aspergillus clavatus NRRL 1 XP_001276337.1 57
Neosartorya fischeri NRRL 181 XP_001266329.1 60
Aspergillus fumigatus Af293 XP_748138.1 59
Aspergillus oryzae RIB40 XP_001818694.1 56
Aspergillus terreus NIH2624 XP_001218444 .1 54
Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 CAP96359.1 55
Aspergillus niger ABG73614.1 54
Aspergillus niger XP_001393532.1 53
Thermomyces lanuginosus 059952 1 50
Penicillium marneffei ATCC 18224 XP_0021471441 49
Aspergillus oryzae R XP_001824529.1 44
Phaeosphaeria nodorum SN15 XP_001796872.1 45
Penicillium cyclopium P61869.1 42
Penicillium camemberti. ITIA_A 42

La célula hospedadora de Trichoderma reesei usada en la presente invencion puede ser cualquier célula de
Trichoderma reesei. La célula puede considerarse que es una célula de Trichoderma reesei de tipo silvestre. La
célula de Trichoderma reesei puede ser una de la que se han eliminado o desestabilizado los genes que codifican
una o mas celobiohidrolasas secretadas (CBHI o CBHIl), de modo que no se expresan. Adecuadamente, la célula de
Trichoderma reesei puede ser una célula genéticamente no modificada o derivado de la misma, por ejemplo, un
derivado de la cepa RL-P37. Adecuadamente, la célula de Trichoderma reesei puede ser un derivado de la cepa RL-
P37 que se produce usando el método expuesto en el Ejemplo 10.

La presente invencion puede llevarse a cabo en un fermentador que puede comprender de aproximadamente 3 litros
a aproximadamente 20 litros de medio de cultivo. Puede llevarse a cabo como una fermentacion a escala de 10-16
litros, preferiblemente a escala de 14 litros.

Preferiblemente, se lleva a cabo la fermentaciéon con mas de aproximadamente 12 litros, preferiblemente mas de
aproximadamente 14 litros.

La célula hospedadora de Trichoderma reesei es preferiblemente adecuada para uso en fermentacion a gran escala.

La presente invencion puede llevarse a cabo a escala comercial. A este respecto, la fermentacion puede llevarse a
cabo a una escala de mas de aproximadamente 50.000 litros, preferiblemente a una escala de mas de
aproximadamente 80.000 litros, preferiblemente a una escala de fermentacién de mas de aproximadamente 200.000
litros.

En una realizacion, la proteina total producida por el método esta muy por encima de aproximadamente 20 g/litro.

De la proteina total producida, la mayoria es la enzima lipolitica deseada. En una realizacion, la proteina secretada
total producida por el método comprende al menos un 50% de la enzima lipolitica deseada. En una realizacion, la
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proteina secretada total producida por el método comprende al menos un 60% de la enzima lipolitica deseada. En
una realizacioén, la proteina secretada total producida por el método comprende al menos un 70% de la enzima
lipolitica deseada. En una realizacién, la proteina secretada total producida por el método comprende al menos un
80% de la enzima lipolitica deseada.

Adecuadamente, el método puede comprender la seleccion de transformantes en que se ha verificado la produccion
de enzima lipolitica (se seleccionan preferiblemente los altos productores de la enzima deseada).

En una realizacion, el método puede comprender adecuadamente una primera etapa de transformacion en la que se
transforma una célula de Trichoderma reesei con al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica la
enzima lipolitica definida en la presente memoria, la seleccion de los transformantes en que se ha verificado la
produccion de la enzima lipolitica (se seleccionan preferiblemente los altos productores de la enzima lipolitica) y una
segunda etapa de transformacion (concretamente, etapa de retransformacion) de un transformante seleccionado con
al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica la enzima lipolitica definida en la presente memoria,
seguidas de una seleccion adicional de los nuevos transformantes en que se ha verificado la produccion de la
enzima lipolitica (se seleccionan preferiblemente los altos productores de la enzima deseada).

En algunas realizaciones, la enzima lipolitica producida puede estar glicosilada. En algunas realizaciones, la enzima
lipolitica puede estar N-glicosilada en N32 (cuando se numera usando la SEQ ID NO: 2) o en una posicion
equivalente para otras enzimas lipoliticas segun la invencion. Este aspecto puede conferir ventajas significativas
porque la actividad de la enzima no se desestabiliza ni reduce por la glicosilacion de la enzima. Sin desear ligarse a
teoria alguna, puede observarse la reduccion de la actividad de la enzima lipolitica cuando se produce en otros
hospedadores tales como A. tubingensis, y se cree que es debida a una sobreglicosilacion de la enzima en al menos
el sitio N242.

La enzima lipolitica producida por la presente invencién es por lo tanto distinguible de la enzima lipolitica producida
en otros hospedadores, p.ej. A. tubingensis, a causa del grado de glicosilacion de la enzima, particularmente en el
sitio N32. En algunas realizaciones, la enzima tiene glicosilacion, al menos, en el sitio N32.

Adecuadamente, la enzima lipolitica puede producirse con un péptido sefial. En otras palabras, la secuencia
nucleotidica heteréloga usada en la presente invencién puede comprender una porcién de la misma que codifica un
péptido sefial.

El péptido sefial puede usarse para dirigir la secrecion de la enzima lipolitica a través de una membrana celular
particular. Las secuencias de péptido sefial pueden ser enddgenas o exdgenas de la secuencia de codificacion de la
enzima lipolitica. Por ejemplo, el péptido sefial puede ser el péptido sefal que es enddgeno de la enzima lipolitica de
Aspergillus tubingensis. Como alternativa, la secuencia de codificacion del péptido sefial puede obtenerse (o ser
obtenible) a partir de un gen de celobiohidrolasa de Trichoderma reesei.

Sin embargo, puede usarse cualquier secuencia de codificacion de péptido sefial capaz de dirigir la enzima lipolitica
expresada a la ruta secretora de una célula de Trichoderma reesei de eleccion.

Cuando se hace referencia a mejorar uno o mas de los siguientes: expresion de la enzima lipolitica, glicosilacion de
la enzima lipolitica, actividad y/o rendimiento enzimatico, estos se comparan con los métodos convencionales de
expresion de esta enzima lipolitica. Por ejemplo, en la presente invencion se proporciona una expresion de la
enzima lipolitica, glicosilacion de la enzima lipolitica, actividad y/o rendimiento enzimatico mejorados en comparacion
con la produccion de la enzima lipolitica en otro organismo hospedador (concretamente un organismo hospedador
distinto de T. reesei). En particular, hay una expresion de la enzima lipolitica, glicosilacion de la enzima lipolitica,
actividad y/o rendimiento enzimatico mejorados de la enzima lipolitica por la presente invencion (concretamente,
producida en la célula de Trichoderma reesei) en comparacion con la expresion de la misma enzima lipolitica en una
célula de Aspergillus tubingensis (por ejemplo, como se ensefia en el documento W098/45453).

El término “glicosilacion mejorada” como se usa en la presente memoria significa que, preferiblemente, aparece
glicosilacion en N32 (cuando se numera usando la SEQ ID NO: 2). Sin desear ligarse a teoria alguna, en algunas
situaciones, la enzima lipolitica producida en células hospedadoras distintas de T. reesei (y particularmente en
Aspergillus tubingensis (p.ej. como se ensefia en el documento WO098/45453)) puede estar glicosilada (o
sobreglicosilada), particularmente en N242. Por lo tanto, la enzima lipolitica producida en células hospedadoras
distintas de T. reesei, y particularmente en Aspergillus tubingensis (p.ej. como se ensefia en el documento
WQ098/45453), puede estar glicosilada en ambos sitios N32 y N242. Sin embargo, y sin desear ligarse a teoria
alguna, el sitio N242 esta en la cercania de uno de los residuos de sitio activo, a saber His258 de la SEQ ID NO: 2.
Por tanto, se cree que la glicosilacion (o sobreglicosilacion) en el sitio N242 puede conducir a una actividad reducida
(concretamente la actividad lipasa) de la enzima. La enzima lipolitica de la presente invencién no tiene actividad
reducida. La glicosilacion de la enzima lipolitica de la presente invencion puede aparecer en el sitio N32, que esta
alejado de los residuos de sitio activo tales como His258.

El término “actividad enzimatica mejorada” como se usa en la presente memoria significa que la actividad es la
misma o mayor que la actividad lipasa de la enzima lipolitica producida naturalmente por Aspergillus tubingensis.
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Se entiende por actividad enzimatica al menos actividad lipasa. La actividad enzimatica (p.ej. actividad lipasa) puede
medirse usando los protocolos relevantes expuestos a continuacion en la seccion de Ejemplos.

Se ha encontrado sorprendentemente que la enzima lipolitica producida de acuerdo con la presente invencion es
facil de aislar del medio en que se ha excretado, concretamente el caldo de cultivo (fermentacion), ya que se
obtienen altos niveles de expresion. La Figura 2 muestra un esquema para el método de la presente invencion.

Por tanto, segin un aspecto preferido de la presente invencion, el método de la presente invencion puede implicar
una o mas de las siguientes etapas para el medio en que se ha secretado la enzima de la presente invencion
después del cultivo de la célula: diluir el medio (preferiblemente con agua), separar la célula o células del medio,
concentrar el medio (preferiblemente en el que dicho medio esta exento de células); granular dicho medio
(preferiblemente en el que dicho medio esta exento de células).

En un aspecto preferido de la presente invencion, el método de la presente invencion implica las siguientes etapas
para el medio en que se ha secretado la enzima de la presente invencion después del cultivo de la célula: diluir el
medio (preferiblemente con agua), separar la célula o células del medio, concentrar el medio (preferiblemente en el
que dicho medio estd exento de células) y opcionalmente granular dicho medio (preferiblemente en el que dicho
medio esta exento de células).

En un aspecto preferido de la presente invencion, el método de la presente invencion implica las siguientes etapas
para el medio en que se ha secretado la enzima de la presente invenciéon después de cultivar la célula: diluir el
medio (preferiblemente con agua), separar la célula o células del medio, concentrar el medio (preferiblemente en el
que dicho medio estd exento de células) y opcionalmente granular dicho medio (preferiblemente en el que dicho
medio esta exento de células).

En un aspecto preferido de la presente invencion, el método de la presente invencion implica las siguientes etapas
para el medio en que se ha secretado la enzima de la presente invencion después de cultivar la célula: diluir el
medio con agua, separar la célula o células del medio, concentrar el medio, en el que dicho medio esta exento de
células y opcionalmente granular dicho medio, en el que dicho medio esta exento de células.

En un aspecto preferido de la presente invencion, el método de la presente invencion implica las siguientes etapas
para el medio en que se ha secretado la enzima de la presente invenciéon después de cultivar la célula: diluir el
medio con agua, separar la célula o células del medio, concentrar el medio, en el que dicho medio esta exento de
células, y granular dicho medio, en el que dicho medio esta exento de células.

La enzima preparada por la presente invencion puede usarse en un método para preparar un alimento o comestible
pretendido para consumo humano, comprendiendo dicho método mezclar dicha enzima con un ingrediente de
alimento o comestible adecuado. Preferiblemente, dicha enzima esta en el medio en que se ha secretado la enzima
de la presente invencion después de cultivar la célula. Preferiblemente, dicho medio estd exento de células
(concretamente, la célula o células se han separado del medio). Preferiblemente, dicho medio esta concentrado. En
algunas realizaciones, preferiblemente el medio esta granulado.

Preferiblemente, la lipasa precipita de la solucién en el caldo de fermentacion. Preferiblemente, el precipitado de
lipasa se resolubiliza por ajuste de pH. El pH se ajusta a un pH por encima del pH del caldo de fermentacion.

Ventajas

Ademas de las ventajas mencionadas anteriormente, es ofra ventaja de la presente invencién que posibilita la
produccion a escala comercial de la enzima lipolitica. EI método de la presente invencion permite producir la enzima
lipolitica con alto rendimiento.

Es una ventaja de la presente invencion que se ha encontrado sorprendentemente que es posible ir directamente
desde la etapa de transformacion y verificacion (concretamente, digamos desde la placa de microvaloracion)
directamente a la fermentacién a gran escala (p.ej., fermentacion de al menos 14 litros). Esto es sorprendentemente
posible debido a que la etapa de verificacion (particularmente los resultados de la placa de microvaloracion) es
altamente predictiva de una buena actuacion en la fermentacion a gran escala. Esto contrasta con los métodos
convencionales, en que a menudo es necesario cultivar la cepa en matraces antes de pasar a una fermentacion a
mayor escala. Esto tiene ventajas significativas en el acortamiento del tiempo de produccion y/o la simplificacion del
procedimiento global y/o la reduccién de costes.

Es una ventaja adicional de la presente invencion que proporciona una expresion potenciada/aumentada y/o un
rendimiento mejorado de la enzima lipolitica en comparacion con métodos convencionales de expresion de esta
enzima lipolitica. Por ejemplo, en la presente invencidn se proporciona una expresion potenciada/aumentada y/o un
rendimiento mejorado de la enzima lipolitica en comparacion con la produccion de la enzima lipolitica en otro
organismo hospedador (concretamente un organismo hospedador distinto de T. reesei). En particular, hay una
expresion aumentada y/o un rendimiento mejorado de la enzima lipolitica por la presente invencion (concretamente
producidos en la célula de Trichoderma reesei) en comparacion con la expresion de la misma enzima lipolitica en
una célula de Aspergillus tubingensis (por ejemplo como se ensefia en el documento WO098/45453).
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Es una ventaja adicional de la presente invencion que la enzima lipolitica producida de acuerdo con la presente
invencion es facil de producir y aislar y/o purificar y/o concentrar.

Es una ventaja adicional de la presente invencion que la enzima lipolitica producida de acuerdo con la presente
invencion es facil de resolubilizar.

Es una ventaja adicional de la presente invencion que la enzima lipolitica producida de acuerdo con la presente
invencion puede usarse como granulo o como solucion.

Enzima lipolitica

El término “enzima lipolitica” como se usa en la presente memoria significa una enzima con actividad hidrolizante de
triacilglicerol (clasificada como E.C. 3.1.1.3).

Adecuadamente, la enzima lipolitica de la presente invencion puede exhibir una o mas de las siguientes actividades
adicionales: actividad glicolipasa (E.C. 3.1.1.26), actividad fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4), actividad fosfolipasa A1
(E.C. 3.1.1.32) o actividad fosfolipasa B (E.C. 3.1.1.5). El término “actividad glicolipasa” como se usa en la presente
memoria engloba “actividad galactolipasa”.

Adecuadamente, la enzima lipolitica segun la presente invencion puede tener al menos una o mas de las siguientes
actividades: actividad glicolipasa (E.C. 3.1.1.26) y/o actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32) y/o actividad fosfolipasa
A2 (E.C. 3.1.1.4) y/o actividad fosfolipasa B (E.C. 3.1.1.5)

Aislado

En un aspecto, preferiblemente la enzima lipolitica segun la presente invencién esta en forma aislada. El término
“aislado” significa que la enzima lipolitica esta al menos sustancialmente exenta de al menos otro componente con el
que la enzima lipolitica esta naturalmente asociada en la naturaleza y como se encuentra en la naturaleza. El
término “aislado” puede significar que la enzima lipolitica esta al menos sustancialmente exenta de al menos otro
componente en el medio de cultivo en que se produce. La enzima lipolitica de la presente invencién puede
proporcionarse en una forma que esté sustancialmente exenta de uno o mas contaminantes con que la sustancia
podria estar asociada de otro modo o con que la enzima puede producirse en el hospedador T. reesei. Por tanto, por
ejemplo puede estar sustancialmente exenta de la célula o células o de uno o mas polipéptidos y/o moléculas de
acido nucleico potencialmente contaminantes. La enzima lipolitica puede aislarse separando la célula o células del
caldo durante o después de la fermentacion de modo que la enzima lipolitica permanezca en el caldo. La enzima
lipolitica puede aislarse sometiendo el caldo de fermentacion a separacion celular por filtraciéon a vacio.

Purificado

En un aspecto, preferiblemente la enzima lipolitica segun la presente invencién esta en forma purificada. El término
“purificado” significa que el compuesto dado esta presente a un alto nivel. El componente es deseablemente el
componente predominante presente en una composicién. Preferiblemente, esta presente a un nivel de
aproximadamente un 60%, o al menos aproximadamente un 65%, o al menos aproximadamente un 70%, o al menos
aproximadamente un 75%, o al menos aproximadamente un 80%, estando determinado dicho nivel con una base de
peso seco/peso seco con respecto a la composicion total en consideracion. Para algunas realizaciones, la cantidad
es de al menos un 85% de dicho nivel, determinandose con una base de peso seco/peso seco con respecto a la
composicion total bajo consideracion.

Concentrado

En un aspecto, se usa preferiblemente la enzima lipolitica segun la presente invenciéon como concentrado. El
concentrado puede ser una forma concentrada del medio en que se ha excretado la enzima. Preferiblemente, el
concentrado puede ser una forma concentrada del medio en que se ha excretado la enzima y en la que se han
retirado la célula o células.

Secuencia nucleotidica

El alcance de la presente invencién engloba secuencias nucleotidicas que codifican proteinas que tienen las
propiedades y/o parametros especificos definidos en la presente memoria.

El término “secuencia nucleotidica” como se usa en la presente memoria hace referencia a una secuencia
oligonucleotidica o secuencia polinucleotidica y a variantes, homologos, fragmentos y derivados de las mismas
(tales como porciones de las mismas). La secuencia nucleotidica puede ser de origen gendémico o sintético o
recombinante, que puede ser bicatenaria 0 monocatenaria si representa la hebra codificante o anticodificante.

El término “secuencia nucleotidica” con relaciéon a la presente invencion incluye ADN gendmico, ADNc, ADN
sintético y ARN. Preferiblemente, significa ADN, mas preferiblemente una secuencia de ADNc que codifica la
presente invencion.
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En una realizacion preferida, la secuencia nucleotidica, cuando se refiere a y cuando se engloba por el alcance per
se de la presente invencion, no incluye la secuencia nucleotidica nativa segun la presente invencion cuando esta en
su entorno natural y cuando esta ligada con su secuencia o secuencias naturalmente asociadas que estan también
en su entorno natural. Por facilidad de referencia, se llamara a esta realizacién preferida “secuencia nucleotidica no
nativa”. A este respecto, el término “secuencia nucleotidica nativa” significa una secuencia nucleotidica completa
que esta en su entorno nativo y cuando esta ligada operativamente con un promotor completo con el que esta
naturalmente asociada, estando dicho promotor también en su entorno nativo. Sin embargo, la secuencia
aminoacidica englobada por el alcance de la presente invencién puede aislarse y/o purificarse después de la
expresion de una secuencia nucleotidica en su organismo nativo. Preferiblemente, sin embargo, la secuencia
aminoacidica englobada por el alcance de la presente invencion puede expresarse por una secuencia nucleotidica
en su organismo nativo, pero en la que la secuencia nucleotidica no esta bajo el control del promotor con el que esta
naturalmente asociada en ese organismo.

Tipicamente, la secuencia nucleotidica englobada por el alcance de la presente invencion se prepara usando
técnicas de ADN recombinante (concretamente, ADN recombinante). Sin embargo, en una realizacion alternativa de
la invencion, la secuencia nucleotidica podria sintetizarse, toda o en parte, usando métodos quimicos bien conocidos
en la materia (véanse Caruthers MH ef al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 215-23 y Horn T et al., (1980) Nuc Acids

Res Symp Ser 225-232)

Preparacion de la secuencia nucleotidica

Puede identificarse y/o aislarse y/o purificarse una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene las
propiedades especificas definidas en la presente memoria o una proteina que es adecuada para modificacién a
partir de cualquier célula u organismo productor de dicha proteina. Son bien conocidos en la materia diversos
métodos para la identificacion y/o aislamiento y/o purificacion de secuencias nucleotidicas. A modo de ejemplo,
pueden usarse técnicas de amplificacion por PCR para preparar mas de una secuencia una vez se haya identificado
y/o aislado y/o purificado una secuencia adecuada.

A modo de ejemplo adicional, puede construirse una coleccion de ADN genémico y/o ADNc usando ADN
cromosomico o ARN mensajero del organismo productor de la enzima. Si es conocida la secuencia aminoacidica de
la enzima, pueden sintetizarse sondas oligonucleotidicas marcadas y usarse para identificar clones codificantes de
enzimas de la coleccién genémica preparada a partir del organismo. Como alternativa, podria usarse una sonda
oligonucleotidica marcada que contiene secuencias homologas de otro gen enzimatico conocido para identificar
clones codificantes de enzimas. En este ultimo caso, se usan condiciones de hibridacién y lavado de bajo rigor.

Como alternativa, podrian identificarse clones codificantes de enzimas insertando fragmentos de ADN gendmico en
un vector de expresion, tal como un plasmido, transformando bacterias negativas de enzima con la coleccion de
ADN gendmico resultante y sembrando entonces las bacterias transformadas sobre placas de agar que contienen un
sustrato para la enzima (concretamente maltosa), permitiendo asi identificar los clones que expresan la enzima.

En una realizacion alternativa mas, puede prepararse sintéticamente la secuencia nucleotidica que codifica la
enzima mediante métodos estandares establecidos, p.ej., el método de fosforoamidita descrito por Beucage S.L. et
al., (1981) Tetrahedron Letters 22, pag. 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., (1984) EMBO J. 3, pag.
801-805. En el método de fosforoamidita, se sintetizan oligonucleoétidos, p.ej. en un sintetizador de ADN automatico,
se purifican, se reasocian, se ligan y se clonan en vectores apropiados.

La secuencia nucleotidica puede ser de origen gendémico y sintético mixto, de origen sintético y de ADNc mixto o de
origen genémico y de ADNc mixto, preparada ligando fragmentos de origen sintético, genémico o de ADNc (segun
sea apropiado) de acuerdo con técnicas estandares. Cada fragmento ligado corresponde a diversas partes de la
secuencia nucleotidica completa. La secuencia de ADN puede prepararse también mediante reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo como se describe en el documento US 4.683.202 o
en Saiki R K et al., (Science (1988) 239, pag. 487-491).

Secuencias aminoacidicas

El alcance de la presente invencion engloba también secuencias aminoacidicas de enzimas que tienen las
propiedades especificas definidas en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, el término “secuencia aminoacidica” es sinénimo del término “polipéptido” y/o
del término “proteina”. En algunos casos, el término “secuencia aminoacidica” es sinénimo del término “péptido”. En
algunos casos, el término “secuencia aminoacidica” es sinénimo del término “péptido”. En algunos casos, el término
“secuencia aminoacidica” es sinénimo del término “enzima”.

La secuencia aminoacidica puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuada, o puede elaborarse
sintéticamente o puede prepararse mediante el uso de técnicas de ADN recombinante.

La proteina englobada en la presente invencion puede usarse junto con otras proteinas, particularmente enzimas.
Por tanto, la presente invencion cubre también una combinacién de proteinas en la que la combinacién comprende
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la proteina/enzima de la presente invencion y otra proteina/enzima, que puede ser otra proteina/enzima segun la
presente invencion. Este aspecto se discute en una seccién posterior.

Preferiblemente, la secuencia aminoacidica cuando se refiere a y cuando esta englobada por el alcance per se de la
presente invencion no es una enzima nativa. A este respecto, el término “enzima nativa” significa una enzima
completa que esta en su entorno nativo y cuando se expresa por su secuencia nucleotidica nativa.

Identidad de secuencia u homologia de secuencia

La presente invencion engloba también el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la secuencia o secuencias aminoacidicas de un polipéptido que tiene las propiedades
especificas definidas en la presente memoria o de cualquier secuencia nucleotidica que codifique dicho polipéptido
(se hace referencia de aqui en adelante como “secuencia o secuencias homologas"). Aqui, el término “homdlogo”
significa una entidad que tiene una cierta homologia con las secuencias aminoacidicas en cuestion y las secuencias
nucleotidicas en cuestion. Aqui, el término “homologia” puede equipararse a “identidad”.

La secuencia aminoacidica y/o secuencia nucleotidica homologa deberia proporcionar y/o codificar un polipéptido
que retenga la actividad funcional y/o potencie la actividad de la enzima.

En el presente contexto, se toma una secuencia homdloga que incluye una secuencia aminoacidica que puede ser
al menos un 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 85 0 90% idéntica, preferiblemente al menos un 95 o 98%
idéntica, a la secuencia en cuestion. Tipicamente, los homologos comprenderan los mismos sitios activos, etc. que
la secuencia aminoacidica en cuestion. Aunque la homologia puede considerarse también en términos de similitud
(concretamente, residuos aminoacidicos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de la
presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, se toma una secuencia homdloga que incluye una secuencia nucleotidica que puede ser al
menos un 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 85 0 90% idéntica, preferiblemente al menos un 95 o 98% idéntica, a
una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido de la presente invencién (la secuencia en cuestion).
Tipicamente, los homdlogos comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos etc. de la
secuencia en cuestion. Aunque la homologia puede considerarse también en términos de similitud (concretamente,
residuos aminoacidicos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de la presente
invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia pueden realizarse visualmente o, mas habitualmente, con la ayuda de programas
de comparacion de secuencia facilmente disponibles. Estos programas informaticos comercialmente disponibles
pueden calcular el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia puede calcularse en secuencias contiguas, concretamente se alinea una secuencia con la otra
secuencia y se compara directamente cada aminoacido en una secuencia con el correspondiente aminoacido en la
otra secuencia, un residuo cada vez. Esto se llama un alineamiento “sin huecos”. Tipicamente, dichos alineamientos
sin huecos se efectuan solo con un nimero relativamente corto de residuos.

Aunque este es un método muy sencillo y consistente, no consigue tener en consideracion que, por ejemplo, en un
par de secuencias por lo demas idénticas, una insercion o delecion causara que los siguientes aminoacidos salgan
del alineamiento, dando por tanto como resultado potencialmente una gran reduccién del % de homologia cuando se
efectda un alineamiento global. En consecuencia, la mayoria de métodos de comparacion de secuencia se disefian
para producir alineamientos éptimos que tengan en consideracion las posibles inserciones y deleciones sin penalizar
indebidamente la puntuacion de homologia global. Esto se consigue insertando “huecos” en el alineamiento de
secuencia para intentar maximizar la homologia local. Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan
“penalizaciones de hueco” a cada hueco que aparece en el alineamiento de modo que, para el mismo numero de
aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencia con los menores huecos posibles, que reflejan la mayor
relacion entre las dos secuencias comparadas, conseguira una puntuacion mayor que uno con muchos huecos. Se
usan tipicamente “costes de huecos afines” que cargan un coste relativamente alto por la existencia de un hueco y
una menor penalizacién por cada residuo posterior en el hueco. Este es el sistema de puntuacién de huecos mas
comunmente usado. Las altas penalizaciones de hueco produciran por supuesto alineamientos optimizados con
menos huecos. La mayoria de programas de alineamiento permitiran modificar las penalizaciones de hueco. Sin
embargo, se prefiere usar los valores por defecto cuando se usa dicho software para comparaciones de secuencia.

El calculo del % de homologia maxima requiere por lo tanto en primer lugar la produccién de un alineamiento éptimo,
teniendo en consideracion las penalizaciones de hueco. Es un programa informatico adecuado para llevar a cabo
dicho alineamiento Vector NTI Advance™ 11 (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de software que puede efectuar
comparaciones de secuencia incluyen, pero sin limitacion, el paquete BLAST (véase Ausubel et al. 1999 “Short
Protocols in Molecular Biology”, 42 Ed - capitulo 18), BLAST 2 (véase FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50;
FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 y tatiana@ncbi.nim.nih.gov), FASTA (Altschul et al. 1990 J Mol. Biol. 403-
410) y AlignX, por ejemplo. Al menos BLAST, BLAST 2 y FASTA estan disponibles para busqueda fuera de linea y
en linea (véase Ausubel et al 1999, paginas 7-58 a 7-60).
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Aunque el % de homologia final puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineamiento mismo no esta
tipicamente basado en una comparacion por pares de todo o nada. En lugar de ello, se usa generalmente una matriz
de puntuacion por similitud graduada que asigna puntuaciones a cada comparaciéon por pares basandose en la
similitud quimica o la distancia evolutiva. Es un ejemplo de dicha matriz usada comiunmente la matriz BLOSUM®62, la
matriz por defecto del conjunto de programas BLAST. Los programas Vector NTI usan generalmente los valores por
defecto publicos o una tabla de comparacién de simbolos a medida si se suministra (véase el manual del usuario
para mas detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores por defecto para el paquete Vector NTI
Advance™ 11.

Como alternativa, pueden calcularse las homologias porcentuales usando el rasgo de alineamiento multiple en
Vector NTI Advance™ 11 (Invitrogen Corp.), basandose en un algoritmo analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp
PM (1988), Gene 73(1), 237-244). Una vez el software ha producido un alineamiento éptimo, es posible calcular el %
de homologia, preferiblemente el % de identidad de secuencia. El software tipicamente hace eso como parte de la
comparacion de secuencia y genera un resultado numérico.

Las penalizaciones de hueco deberian usarse cuando se determina la identidad de secuencia, entonces se usan
preferiblemente los siguientes parametros para alineamiento por pares:

PARA BLAST
ABERTURA DE HUECO 0
EXTENSION DE HUECO 0
PARA CLUSTAL ADN PROTEINA
TAMANO DE PALABRA 2 1 K triple
PENALIZACION DE HUECO 15 10
EXTENSION DE HUECO 6,66 0,1

En una realizacion, puede usarse CLUSTAL con la penalizacion de hueco y la extension de hecho establecidas
como se define anteriormente.

Adecuadamente, se determina el grado de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica en al menos 20
nucledtidos contiguos, preferiblemente en al menos 30 nucledtidos contiguos, preferiblemente en al menos 40
nucledtidos contiguos, preferiblemente en al menos 50 nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 60
nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 100 nucledtidos contiguos.

Adecuadamente, puede determinarse el grado de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica en la
secuencia completa.

Variantes/homologos/derivados

La presente memoria descriptiva engloba también el uso de variantes, homdlogos y derivados de cualquier
secuencia aminoacidica de una proteina o de cualquier secuencia nucleotidica que codifique dicha proteina.

Aqui, el término “homodlogo” significa una entidad que tiene una cierta homologia con las secuencias aminoacidicas
en cuestion y con las secuencias nucleotidicas en cuestion. Aqui, el término “homologia” puede equipararse con
“identidad”.

En el presente contexto, se toma una secuencia homdloga que incluye una secuencia aminoacidica que puede ser
al menos un 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 o0 90% idéntica, preferiblemente al menos un 95, 96, 97, 98
0 99% idéntica a la secuencia en cuestion. Tipicamente, los homoélogos comprenderan los mismos sitios activos etc.
que la secuencia aminoacidica en cuestion. Aunque la homologia puede considerase también en términos de
similitud (concretamente, residuos aminoacidicos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el
contexto de la presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, se toma una secuencia homdloga que incluye una secuencia nucleotidica que puede ser al
menos un 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 o0 90% idéntica, preferiblemente al menos un 95, 96, 97, 98 o
99% idéntica, a una secuencia nucleotidica que codifica una enzima de la presente invencion (la secuencia en
cuestion). Tipicamente, los homdlogos comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos etc. que
la secuencia en cuestion. Aunque la homologia puede considerarse también en términos de similitud
(concretamente, residuos aminoacidicos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de la
presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia pueden realizarse visualmente o, mas habitualmente, con la ayuda de programas
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de comparacion de secuencia facilmente disponibles. Estos programas informaticos comercialmente disponibles
pueden calcular el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia puede calcularse en secuencias contiguas, concretamente se alinea una secuencia con la otra
secuencia y se compara directamente cada aminoacido de una secuencia con el correspondiente aminoacido de la
otra secuencia, un residuo cada vez. Esto se llama alineamiento “sin huecos”. Tipicamente, dichos alineamientos sin
huecos se efectiian solo en un ndmero relativamente corto de residuos.

Aunque este es un método muy sencillo y consistente, no consigue tener en consideracion que, por ejemplo, en un
par de secuencias por lo demas idénticas, una insercion o delecion causara que los siguientes aminoacidos salgan
del alineamiento, dando por tanto como resultado potencialmente una gran reduccién del % de homologia cuando se
efectua un alineamiento global. En consecuencia, la mayoria de métodos de comparacion de secuencia se disefian
para producir alineamientos éptimos que tengan en consideracion las posibles inserciones y deleciones sin penalizar
indebidamente la puntuacion de homologia global. Esto se consigue insertando “huecos” en el alineamiento de
secuencia para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones de hueco” a cada hueco que aparece en el
alineamiento de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencia con los
menores huecos posibles, que reflejan la mayor relacion entre las dos secuencias comparadas, conseguira una
puntuacion mayor que uno con muchos huecos. Se usan tipicamente “costes de huecos afines” que cargan un coste
relativamente alto por la existencia de un hueco y una menor penalizacion por cada residuo posterior en el hueco.
Este es el sistema de puntuacién de huecos mas cominmente usado. Las altas penalizaciones de hueco produciran
por supuesto alineamientos optimizados con menos huecos. La mayoria de programas de alineamiento permitiran
modificar las penalizaciones de hueco. Sin embargo, se prefiere usar los valores por defecto cuando se usa dicho
software para comparaciones de secuencia. Por ejemplo, cuando se usa el paquete GCG Wisconsin Bestffit, la
penalizacién por hueco por defecto para secuencias aminoacidicas es -12 para un hueco y -4 para cada extension.

El calculo del % de homologia maxima requiere por lo tanto en primer lugar la produccién de un alineamiento 6ptimo,
teniendo en consideracion las penalizaciones de hueco. Es un programa informatico adecuado para llevar a cabo
dicho alineamiento el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Devereux et al 1984 Nuc. Acids Research 12, pag. 387). Los
ejemplos de otro software que puede efectuar comparaciones de secuencia incluyen, pero sin limitacion, el paquete
BLAST (véase Ausubel et al. 1999 “Short Protocols in Molecular Biology”, 42 Ed - capitulo 18), FASTA (Altschul et al.
1990 J Mol. Biol. 403-410) y el grupo GENEWORKS de herramientas de comparacion. Tanto BLAST como FASTA
estan disponibles para busqueda fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al 1999, “Short Protocols in Molecular
Biology”, paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa GCG Bestfit.
Esta también disponible una nueva herramienta, llamada BLAST 2 Sequences, para comparar secuencias proteicas
y nucleotidicas (véanse FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 y
tatiana@ncbi.nim.nih.gov).

Aunque el % de homologia final puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineamiento mismo no esta
tipicamente basado en una comparacion por pares de todo o nada. En lugar de ello, se usa generalmente una matriz
de puntuacion por similitud graduada que asigna puntuaciones a cada comparaciéon por pares basandose en la
similitud quimica o la distancia evolutiva. Es un ejemplo de dicha matriz usada cominmente la matriz BLOSUM®62, la
matriz por defecto del conjunto de programas BLAST. El conjunto de programas GCG Wisconsin usan generalmente
los valores por defecto publicos o una tabla de comparacion de simbolos a medida si se suministra (véase el manual
del usuario para mas detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores por defecto para el paquete
GCG, en el caso de otro software, la matriz por defecto tal como BLOSUM62.

Como alternativa, pueden calcularse los porcentajes de homologia usando el rasgo de alineamiento multiple en
DNASIS™ (Hitachi Software), basandose en un algoritmo analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988),
Gene 73(1), 237-244).

Una vez el software ha producido un alineamiento éptimo, es posible calcular el % de homologia, preferiblemente el
% de identidad de secuencia. El software hace tipicamente eso como parte de la comparacion de secuencia y
genera un resultado numérico.

Las secuencias pueden tener también deleciones, inserciones o sustituciones de residuos aminoacidicos que
producen un cambio silencioso y dan como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Pueden hacerse
sustituciones aminoacidicas deliberadas basandose en la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad,
hidrofilicidad y/o naturaleza anfipatica de los residuos siempre que se retenga la actividad de unién secundaria de la
sustancia. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutamico; los
aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina y los aminoacidos con grupos de cabeza polares no
cargados que tienen valores de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Pueden hacerse sustituciones conservativas, por ejemplo, segun la Tabla siguiente. Los aminoacidos en el mismo
bloque de la segunda columna y preferiblemente en la misma linea de la tercera columna pueden sustituirse entre si.
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ALIFATICO No polar GAP
LV

Polar — no cargado CSTM
NQ
Polar — cargado DE
KR
AROMATICO HFWY

La presente invencion engloba también la sustitucion homdloga (sustitucion y reemplazo se usan ambos en la
presente memoria para indicar el intercambio de un residuo aminoacidico existente por un residuo alternativo) que
puede aparecer, concretamente, sustitucion de similar por similar tal como basico por basico, acido por acido, polar
por polar, etc. También puede aparecer sustituciéon no homadloga, concretamente, de una clase de residuo por otra o
que implica como alternativa la inclusién de aminoacidos no naturales tales como ornitina (de aqui en adelante
designada como Z), ornitina de acido diaminobutirico (de aqui en adelante designada como B), norleucina-ornitina
(de aqui en adelante designada como O), pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos pueden hacerse también por aminoacidos no naturales e incluyen aminoacidos alfa* y alfa*
disustituidos, N-alquilaminoacidos®, acido lactico*, derivados de haluro de aminoacidos naturales tales como
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-I-fenilalanina*, L-alilglicina*, R-alanina*, acido L-
aminobutirico*, acido L-aminoisobutirico*, acido L-aminocaproico#, acido 7-aminoheptanoico*, L-metioninsulfona®, L-
norleucina*, L-norvalina*, p-nitro-L-fenilalanina*, L-hidroxiprolina#, L-tioprolina*, derivados metilicos de fenilalanina
(Phe) tales como 4-metil-Phe*, pentametil-Phe*, L-Phe (4-amino)*, L-Tyr (metilo)*, L-Phe (4-isopropilo)*, L-Tic (acido
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico)*, acido L-diaminopropiénico y L-Phe (4-bencilo)*. La notacién * se ha
utilizado con el fin de la discusion anterior (respecto a sustitucion homoéloga o no homologa) para indicar la
naturaleza hidréfoba del derivado, mientras que # se ha utilizado para indicar la naturaleza hidréfila del derivado, #*
indica caracteristicas anfipaticas.

Las secuencias aminoacidicas variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse entre
dos residuos aminoacidicos cualesquiera de la secuencia, incluyendo grupos alquilo tales como grupos metilo, etilo
o propilo, ademas de espaciadores aminoacidicos tales como residuos de glicina o alanina. Una forma adicional de
variacion, que implica la presencia de uno o mas residuos aminoacidicos en forma peptoide, sera bien entendida por
los especialistas en la materia. Para evitar dudas, “la forma peptoide” se usa para hacer referencia a residuos
aminoacidicos variantes en los que el grupo sustituyente de carbono esta en el atomo de nitrégeno del residuo en
lugar de en el de carbono. Son conocidos en la materia procesos para preparar péptidos en forma peptoide, por
ejemplo Simon RJ et al., PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13(4), 132-134.

Las secuencias nucleotidicas para uso en la presente invencion pueden incluir en ellas nucleétidos sintéticos o
modificados. Son conocidos en la materia una serie de diferentes tipos de modificacion de oligonucleétidos. Estos
incluyen esqueletos de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los
extremos 3’ y/o 5 de la molécula. Con los fines de la presente invencion, se entiende que las secuencias
nucleotidicas descritas en la presente memoria pueden modificarse mediante cualquier método disponible en la
materia. Dichas modificaciones pueden llevarse a cabo para potenciar la actividad in vivo o la vida util de las
secuencias nucleotidicas de la presente invencion.

La presente memoria descriptiva engloba también el uso de secuencias nucleotidicas que son complementarias de
las secuencias presentadas en la presente memoria, o cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. Si la
secuencia es complementaria de un fragmento de la misma, entonces puede usarse esa secuencia como sonda
para identificar secuencias de codificacion similares en otros organismos, etc.

Pueden obtenerse de una serie de modos polinucleétidos que no son 100% homologos de las secuencias de la
presente invencién, pero que entran dentro del alcance de la invencién. Pueden obtenerse otras variantes de las
secuencias descritas en la presente memoria por ejemplo sondeando colecciones de ADN compuestas por una serie
de individuos, por ejemplo individuos de diferentes poblaciones. Ademas, pueden obtenerse otros homologos y
dichos homdlogos y fragmentos de los mismos seran en general capaces de hibridar selectivamente con las
secuencias mostradas en el listado de secuencias de la presente memoria. Dichas secuencias pueden obtenerse
sondeando colecciones de ADNc elaboradas a partir de, o colecciones de ADN gendmico de, otra especie animal, y
sondeando dichas colecciones con sondas que comprenden toda o parte de una cualquiera de las secuencias del
listado de secuencias adjunto en condiciones de rigor medio a alto. Se aplican consideraciones similares para
obtener homologos de especie y variantes alélicas de las secuencias polipeptidicas o nucleotidicas de la invencion.

Pueden obtenerse también variantes y homoélogos de cepal/especie usando PCR degenerada, que usara cebadores
disefiados para orientarse a secuencias en las variantes y homdlogos que codifican secuencias aminoacidicas
conservadas en las secuencias de la presente invenciéon. Las secuencias conservadas pueden predecirse, por

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2616057 T3

ejemplo, alineando las secuencias aminoacidicas de varias variantes/homdlogos. Los alineamientos de secuencia
pueden efectuarse usando software informatico conocido en la materia. Por ejemplo, se usa ampliamente el
programa PileUp de GCG Wisconsin.

Los cebadores usados en PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas y se usaran en
condiciones menos rigurosas que las usadas para clonar secuencias con cebadores de secuencia Unicos contra
secuencias conocidas.

Como alternativa, dichos polinucleétidos pueden obtenerse mediante mutagénesis dirigida a sitio de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser util cuando se requieren, por ejemplo, cambios de secuencia de codon silenciosos
para optimizar las preferencias de codén por una célula hospedadora particular en que se expresan las secuencias
polinucleotidicas. Pueden desearse otros cambios de secuencia para introducir sitios de reconocimiento de enzima
de restriccion, o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por los polinucleétidos.

Los polinucledtidos (secuencias nucleotidicas) de la invencion pueden usarse para producir un cebador, p.ej. un
cebador de PCR, un cebador para una reaccion de amplificacion alternativa, una sonda, p.ej. marcada con un
marcaje revelador por medios convencionales usando marcajes radiactivos o no radiactivos, o el polinucleétido
puede clonarse en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos seran de al menos 15, preferiblemente al
menos 20, por ejemplo al menos 25, 30 o 40 nucledtidos de longitud, y estan también englobados por el término
polinucleétidos como se usa en la presente memoria.

Los polinucledtidos tales como polinucleétidos y sondas de ADN pueden producirse recombinante, sintéticamente o
mediante cualquier medio disponible por los especialistas en la materia. Pueden clonarse también por técnicas
estandares.

En general, se produciran cebadores por medios sintéticos, que implican una fabricacion por etapas de la secuencia
de acido nucleico deseada de un nucleétido cada vez. Las técnicas para lograr estos usando técnicas automatizadas
estan facilmente disponibles en la materia.

Se produciran generalmente polinucleétidos mas largos usando medios recombinantes, por ejemplo usando técnicas
de clonacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Los cebadores pueden disefiarse para contener sitios
de reconocimiento de enzimas de restriccion adecuados de modo que pueda clonarse el ADN amplificado en un
vector de clonacion adecuado.

Hibridacion

La presente memoria descriptiva engloba también secuencias que son complementarias de las secuencias de acido
nucleico de la presente invencién, o secuencias que son capaces de hibridar con las secuencias de la presente
invencioén o las secuencias que son complementarias de las mismas.

El término “hibridacién” como se usa en la presente memoria incluira “el proceso mediante el cual se une una hebra
de un acido nucleico con una hebra complementaria mediante apareamiento de bases”, asi como el proceso de
amplificacion como se lleva a cabo en las tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La presente memoria descriptiva engloba también el uso de secuencias nucleotidicas que son capaces de hibridar
con secuencias que son complementarias de las secuencias presentadas en la presente memoria, o cualquier
derivado, fragmento o derivado de las mismas.

El término “variante” engloba también secuencias que son complementarias de secuencias que son capaces de
hibridar con las secuencias nucleotidicas presentadas en la presente memoria.

Preferiblemente, el término “variante” engloba secuencias que son complementarias de secuencias que son capaces
de hibridar en condiciones rigurosas (p.ej., 50°C y 0,2xSSC {1xSSC= NaCl 0,15 M, citrato de Naz 0,015 M, pH 7,0})
con las secuencias nucleotidicas presentadas en la presente memoria.

Mas preferiblemente, el término “variante” engloba secuencias que son complementarias de secuencias que son
capaces de hibridar en condiciones de alto rigor (p.ej. 65°C y 0,1xSSC {1xSSC= NaCl 0,15 M, citrato de Naz 0,015
M, pH 7,0}) con las secuencias nucleotidicas presentadas en la presente memoria.

La presente invencién se refiere también a secuencias nucleotidicas que pueden hibridar con las secuencias
nucleotidicas de la presente invencion (incluyendo secuencias complementarias de aquellas presentadas en la
presente memoria).

La presente invencién se refiere también a secuencias nucleotidicas que son complementarias de secuencias que
pueden hibridar con las secuencias nucleotidicas de la presente invencion (incluyendo secuencias complementarias
de aquellas presentadas en la presente memoria).

Se incluyen también en el alcance de la presente memoria descriptiva secuencias polinucleotidicas que son capaces
de hibridar con las secuencias nucleotidicas presentadas en la presente memoria en condiciones de rigor intermedio
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a maximo.

En un aspecto preferido, la presente memoria descriptiva cubre secuencias nucleotidicas que pueden hibridar con la
secuencia nucleotidica de la presente invencion, o el complemento de la misma, en condiciones rigurosas (p.ej. 50°C
y 0,2xSSC).

En un aspecto mas preferido, la presente memoria descriptiva cubre secuencias nucleotidicas que pueden hibridar
con la secuencia nucleotidica de la presente invencion, o el complemento de la misma, en condiciones de alto rigor
(p.€j. 65°C y 0,1xSSC).

Evolucién molecular

Como ejemplo no limitante, es posible producir numerosas mutaciones dirigidas a sitio o aleatorias en una secuencia
nucleotidica, tanto in vivo como in vitro, y posteriormente verificar la funcionalidad mejorada del polipéptido
codificado por diversos medios.

Ademas, pueden recombinarse mutaciones o variantes naturales de una secuencia polinucleotidica con el tipo
silvestre u otras mutaciones o variantes naturales, produciendo nuevas variantes. En dichas nuevas variantes,
puede verificarse también la funcionalidad mejorada del polipéptido codificado. Puede conseguirse la produccion de
nuevas variantes preferidas mediante diversos métodos bien establecidos en la materia, por ejemplo mutagénesis
de umbral de error (documento WO 92/18645), mutagénesis aleatoria mediada por oligonucleétidos (documento US
5.723.323), transposicion de ADN (documento US 5.605.793), ensamblaje génico exomediado (documento
WO00/58517). La aplicacion de estos métodos de evolucion molecular dirigidos aleatorios y similares permite la
identificacion y seleccion de variantes de las enzimas de la presente invencion que tienen caracteristicas preferidas
sin un conocimiento previo de la estructura o funcién proteica, y permite la produccién de mutaciones o variantes no
predecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicacién de evolucion molecular en la materia
para la optimizacion o alteracion de actividad enzimatica, dichos ejemplos incluyen, pero sin limitacién, uno o mas de
los siguientes:

expresion y/o actividad optimizada en una célula hospedadora o in vitro, actividad enzimatica aumentada,
especificidad de sustrato y/o producto alterada, estabilidad enzimatica o estructural aumentada o disminuida,
actividad/especificidad enzimatica alterada en condiciones ambientales preferidas, p.ej. temperatura, pH, sustrato.

Mutagénesis dirigida a sitio

Una vez se ha aislado una secuencia nucleotidica codificante de proteina, o se ha identificado una presunta
secuencia nucleotidica codificante de proteina, puede ser deseable mutar la secuencia para preparar una proteina
de la presente invencion.

Las mutaciones pueden introducirse usando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucledtidos contienen secuencias
nucleotidicas que flanquean sitios de mutacién deseados.

Se divulga un método adecuado en Morinaga et al., (Biotechnology (1984) 2, pag. 646-649). Se describe otro
método de introduccidon de mutaciones en secuencias nucleotidicas codificantes de enzima en Nelson y Long
(Analytical Biochemistry (1989), 180, pag. 147-151).

Recombinante

En un aspecto, la secuencia para uso en la presente invencién es una secuencia recombinante, concretamente una
secuencia que se ha preparado usando técnicas de ADN recombinante.

Estas técnicas de ADN recombinante estan dentro de las capacidades de un especialista en la materia. Dichas
técnicas se explican en la bibliografia, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch y T Maniatis, 1989, “Molecular
Cloning. A Laboratory Manual”, 22 edicion, libros 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Sintética

En un aspecto, la secuencia para uso en la presente invencidon es una secuencia sintética, concretamente una
secuencia que se ha preparado mediante sintesis quimica o enzimatica in vitro. Incluye, pero sin limitacion,
secuencias elaboradas con un uso de coddn 6ptimo para los organismos hospedadores T. reesei

Expresién de enzimas

La secuencia nucleotidica para uso en la presente invencidn puede incorporarse a un vector replicable
recombinante. El vector puede usarse para replicar y expresar la secuencia nucleotidica, en forma de proteina, y/o a
partir de una célula hospedadora compatible.

La expresion puede controlarse usando secuencias de control, p.ej. secuencias reguladoras.
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La proteina producida por una célula recombinante hospedadora por expresion de la secuencia nucleotidica puede
secretarse 0 puede estar contenida intracelularmente, dependiendo de la secuencia y/o del vector usado. Las
secuencias de codificacion pueden disefiarse con secuencias sefial que dirijan la secrecion de secuencias de
codificaciéon de sustancia a través de una membrana celular procariética o eucariética particular.

Vector de expresion
El término “vector de expresion” significa un constructo capaz de expresion in vivo o in vitro.

Preferiblemente, se incorpora el vector de expresion al genoma de un organismo hospedador adecuado. El término
“incorporar” cubre preferiblemente incorporacion estable al genoma.

La secuencia nucleotidica de la presente invencidon puede estar presente en un vector en que la secuencia
nucleotidica esta ligada operativamente con secuencias reguladoras capaces de proporcionar la expresion de la
secuencia nucleotidica por un organismo hospedador adecuado.

Los vectores para uso en la presente invencion pueden transformarse en una célula hospedadora adecuada como
se describe a continuacién, proporcionando la expresién de un polipéptido de la presente invencion.

La eleccion del vector, p.ej. un plasmido, cosmido o vector de fago, dependera a menudo de la célula hospedadora
en que se vaya a introducir.

Los vectores para uso en la presente invencion pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables, tales
como un gen que confiere resistencia a antibidticos p.ej. resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o
tetraciclina. Como alternativa, la seleccion puede lograrse mediante cotransformacion (como se describe en el
documento WO91/17243).

Los vectores pueden usarse in vitro, por ejemplo para la produccion de ARN, o usarse para transfectar, transformar,
transducir o infectar una célula hospedadora.

Por tanto, en una realizaciéon adicional, la memoria descriptiva proporciona un método de elaboracién de secuencias
nucleotidicas de la presente invencidén mediante la introduccion de una secuencia nucleotidica de la presente
invencion en un vector replicable, la introduccion del vector en una célula hospedadora compatible y el crecimiento
de la célula hospedadora en condiciones que causen la replicacion del vector.

El vector puede comprender ademas una secuencia nucleotidica que posibilite al vector replicar en la célula
hospedadora en cuestion. Son ejemplos de dichas secuencias los origenes de replicacion de los plasmidos pUC19,
pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

Secuencias reguladoras

En algunas aplicaciones, la secuencia nucleotidica para uso en la presente invencion puede estar ligada
operativamente con una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia
nucleotidica, tal como por la célula hospedadora elegida. A modo de ejemplo, la presente memoria descriptiva cubre
un vector que comprende la secuencia nucleotidica de la presente invencién ligada operativamente con dicha
secuencia reguladora, concretamente el vector es un vector de expresion.

El término “ligado operativamente” hace referencia a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan
en una relacion que les permite funcionar de su manera pretendida. Una secuencia reguladora “ligada
operativamente” con una secuencia de codificacion esta ligada de tal modo que se consiga la expresiéon de la
secuencia de codificacion en condiciones compatible con las secuencias de control.

El término “secuencias reguladoras” incluye promotores y potenciadores y ofras sefiales de regulacion de la
expresion.

El término “promotor” se usa en el sentido normal de la materia, p.€j., un sitio de union a ARN polimerasa.

Puede conseguirse también la expresion potenciada de la secuencia nucleotidica que codifica la enzima de la
presente invencion mediante la seleccion de regiones reguladoras heterélogas, p.ej. regiones promotora, lider de
secrecion y terminadora.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica segun la presente invencion esta ligada operativamente con al menos un
promotor.

Pueden usarse incluso otros promotores para dirigir la expresion de polipéptido de la presente invencion.

Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia nucleotidica en un hospedador
bacteriano, fungico o de levadura son bien conocidos en la materia.

En una realizacién, puede ser un promotor adecuado un promotor de celobiohidrolasa.
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En una realizacion, puede ser un promotor adecuado un promotor de celobiohidrolasa obtenible (u obtenido) a partir
de T. reesei.

El promotor puede incluir adicionalmente rasgos para asegurar o aumentar la expresion en un hospedador
adecuado. Por ejemplo, los rasgos pueden ser regiones conservadas tales como sitios de union a factor de
transcripcion o sitios de unién a represor eliminados.

Constructos

El término “constructo”, que es sin6nimo de términos tales como “conjugado”, “moédulo” e “hibrido”, incluye una
secuencia nucleotidica para uso segun la presente invencion enlazada directa o indirectamente con un promotor.

Es un ejemplo de un enlazamiento indirecto la provisién de un grupo espaciador adecuado tal como una secuencia
intrénica, tal como el intron Sh1 o el intron ADH, intermedio entre el promotor y la secuencia nucleotidica de la
presente invencion. Se aplica lo mismo para el término “fusionado” con relacion a la presente invencion, que incluye
enlazamiento directo o indirecto. En algunos casos, los términos no cubren la combinacién natural de la secuencia
nucleotidica que codifica proteina asociada normalmente al promotor tipo silvestre, y cuando estan ambas en su
entorno natural.

El constructo puede incluso contener o expresar un marcador que permita la seleccion del constructo genético.

Para algunas aplicaciones, preferiblemente el constructo de la presente memoria descriptiva comprende al menos la
secuencia nucleotidica de la presente invencion ligada operativamente con un promotor.

Células hospedadoras

El término “célula hospedadora”, con relacion a la presente invencion, incluye cualquier célula de T. reesei que
comprenda la secuencia nucleotidica o un vector de expresion como se describe anteriormente, y que se use en la
produccién recombinante de una proteina que tiene las propiedades especificas definidas en la presente memoria.

Por tanto, la presente invencion proporciona células hospedadoras T. reesei transformadas o transfectadas con una
secuencia nucleotidica que expresa la proteina de la presente invencion.

El uso de una célula hospedadora T reesei puede proporcionar modificaciones postraduccionales (p.ej.,
miristoilacion, glicosilacion, truncamiento, lapidacion y fosforilacion de tirosina, serina o treonina), segun puedan
necesitarse, para conferir una actividad biologica 6ptima a productos de expresion recombinante de la presente
invencion.

Organismo

El término “organismo” con relacién a la presente invencion incluye T. reesei que comprende la secuencia
nucleotidica que codifica el polipéptido segun la presente invencion y/o productos obtenidos a partir del mismo, y/o
en la que un promotor puede permitir la expresion de la secuencia nucleotidica segun la presente invencion cuando
esta presente en el organismo.

El organismo es T. reesei.

El término “organismo transgénico” con relacion a la presente invencion incluye un T. reesei que comprende la
secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido segun la presente invencion y/o los productos obtenidos a partir de
la misma, y/o en la que un promotor puede permitir la expresion de la secuencia nucleotidica segun la presente
invencion en el organismo. Preferiblemente, la secuencia nucleotidica se incorpora al genoma del organismo.

El término “organismo transgénico” no cubre secuencias de codificacion nucleotidicas nativas en su entorno natural
cuando estan bajo el control de su promotor nativo que esta también en su entorno natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico para uso en la presente invencion incluye un organismo que comprende una
cualquiera, o combinaciones, de la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido segun la presente invencion,
constructos como se ensefian en la presente memoria, vectores como se ensefian en la presente memoria,
plasmidos como se ensefian en la presente memoria, células como se ensefian en la presente memoria, tejidos
como se ensefian en la presente memoria o los productos de los mismos.

Por ejemplo, el organismo transgénico puede comprender también la secuencia nucleotidica que codifica el
polipéptido de la presente invencion bajo el control de un promotor heterélogo.

Transformacién de células/organismos hospedadores

Los hongos filamentosos pueden transformarse usando diversos métodos conocidos en la materia, tales como un
proceso que implica la formacion de protoplastos y la transformacion de protoplastos seguida de regeneracion de la
pared celular de manera conocida.
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Se presentan las ensefianzas generales sobre la transformacion de hongos en las siguientes secciones.
Hongo transformado
El organismo hospedador es T. reesei

Se discute la transformacion de hongos filamentosos en el documento US-A-5741665, que afirma que las técnicas
estandares para la transformacion de hongos filamentosos y el cultivo de los hongos son bien conocidas en la
materia. Se encuentra una revision extensa de las técnicas aplicadas a N. crassa, por ejemplo, en Davis y de Serres,
Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143.

Se revisan ensefianzas adicionales, que puede utilizarse también en la transformacién de hongos filamentosos, en el
documento US-A-5674707.

Ademas, se ensefia la expresion génica en hongos filamentosos en Punt et al. (2002) Trends Biotechnol mayo de
2002; 20(5): 200-6, Archer & Peberdy Crit Rev Biotechnol (1997) 17(4): 273-306.

La presente memoria descriptiva engloba la produccion de hongos filamentosos transgénicos segun la presente
invencién preparados mediante el uso de estas técnicas estandares.

Cultivo y produccion

Las células hospedadoras T. reesei transformadas con la secuencia nucleotidica de la presente invencion pueden
cultivarse en condiciones conducentes a la produccion del polipéptido codificado y que facilitan la recuperacion del
polipéptido de la célula o células y/o del medio de cultivo.

En una realizacion, la célula o células de T. reesei transformadas o transfectadas proporcionadas de acuerdo con la
presente invencién se cultivan en condiciones selectivas para permitir la seleccion de la célula o células
transformadas o transfectadas con la enzima lipolitica como se define en la presente memoria.

El medio usado para cultivar la célula o células puede ser cualquier medio convencional adecuado para hacer crecer
la célula hospedadora en cuestion y obtener la expresion del polipéptido.

La proteina producida por una célula recombinante puede exhibirse sobre la superficie de la célula.

La proteina puede secretarse por las células hospedadoras y puede recuperarse convenientemente del medio de
cultivo usando procedimientos bien conocidos.

Secrecion

A menudo, es deseable secretar la proteina del hospedador de expresion al medio de cultivo, de donde la proteina
puede recuperarse mas facilmente. Segun la presente memoria descriptiva, la secuencia lider de secreciéon puede
seleccionarse basandose en el hospedador de expresion deseado. Pueden usarse también secuencias sefal
hibridas con el contexto de la presente invencion.

Los ejemplos tipicos de secuencias lider de secrecion heterdlogas son aquellos originarios del gen de
amiloglucosidasa fungica (AG) (g/aA — ambas versiones de 18 y 24 aminoacidos, p.ej. de Aspergillus), el gen de
factor a (levaduras, p.ej. Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de amilasa (Bacillus).

En una realizacion, preferiblemente el péptido sefial es aquel mostrado en la SEQ ID NO: 1 en negrita en la Figura
15. En una realizacion, el péptido sefial mostrado en negrita en la figura 15 se escinde postraduccionalmente,
proporcionando un péptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 2.

Deteccién

Son conocidos en la materia una variedad de protocolos para detectar y medir la expresién de la secuencia
aminoacidica. Los ejemplos incluyen ensayo de inmunosorcion ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS).

Son conocidas una amplia variedad de marcajes y técnicas de conjugacion por los especialistas en la materia y
pueden usarse en diversos ensayos nucleicos y aminoacidicos.

Una serie de compafiias tales como Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI) y US Biochemical
Corp (Cleveland, OH) suministran kits comerciales y protocolos para estos procedimientos.

Las moléculas o marcajes informadores adecuados incluyen los radionucleidos, enzimas, agentes fluorescentes,
quimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.
Las patentes que ensefian el uso de dichos marcajes incluyen los documentos US-A-3.817.837; US-A-3.850.752;
US-A-3.939.350; US-A-3.996.345; US-A-4.277.437; US-A-4.275.149 y US-A-4.366.241.
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También pueden producirse inmunoglobulinas recombinantes como se muestra en el documento US-A-4.816.567
Proteinas de fusion

La secuencia aminoacidica para uso segun la presente invencion puede producirse como una proteina de fusion, por
ejemplo para ayudar a la extraccion y purificacion. Los ejemplos de coparticipes de proteina de fusion incluyen
glutation-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de union a ADN y/o activacidon transcripcional) y
(galactosidasa). Puede ser también conveniente incluir un sitio de escision proteolitico entre el coparticipe de
proteina de fusion y la secuencia proteica de interés para permitir la retirada de secuencias de la proteina de fusion.

Preferiblemente, la proteina de fusién no impedira la actividad de la secuencia proteica.
POI adicionales

Las secuencias para uso segun la presente invencion pueden usarse también junto con una o mas proteinas de
interés (POI) o secuencias nucleotidicas de interés (NOI) adicionales.

Los ejemplos no limitantes de POI incluyen: proteinas o enzimas implicadas en el metabolismo del almidoén,
proteinas o enzimas implicadas en el metabolismo del glicégeno, acetilesterasas, aminopeptidasas, amilasas,
arabinasas, arabinofuranosidasas, carboxipeptidasas, catalasas, celulasas, quitinasas, quimosina, cutinasa,
desoxirribonucleasas, epimerasas, esterasas, galactosidasas, galactosidasas, glucanasas, glucano liasas,
endoglucanasas, glucoamilasas, glucosa oxidasas, glucosidasas, glucosidasas, glucuronidasas, hemicelulasas,
hexosa oxidasas, hidrolasas, invertasas, isomerasas, lacasas, fosfolipasas, galactolipasas, lipido aciltransferasa,
liasas, manosidasas, oxidasas, oxidorreductasas, pectato liasas, pectina acetileterasas, pectina despolimerasas,
pectina metilesterasas, enzimas pectinoliticas, peroxidasas, fenoloxidasas, fitasas, poligalacturonasas, proteasas,
ramnogalacturonasas, ribonucleasas, taumatina, transferasas, proteinas de transporte, transglutaminasas, xilanasas,
hexosa oxidasa (D-hexosa: Oj-oxidorreductasa, EC 1.1.3.5) o combinaciones de las mismas. Las NOI pueden
incluso ser una secuencia anticodificante de cualquiera de esas secuencias.

La POI puede ser incluso una proteina de fusion, por ejemplo para ayudar a la extraccion y purificacion.
La POI puede estar incluso fusionada con una secuencia de secrecion.

Otras secuencias pueden facilitar también la secrecion o aumentar el rendimiento de POl secretadas. Dichas
secuencias podrian codificar proteinas chaperonas como como por ejemplo el producto del gen cyp B de Aspergillus
niger descrito en la aplicacion de patente del RU 9821198.0.

La NOI puede genomanipularse para alterar su actividad por una serie de razones, incluyendo pero sin limitacion,
alteraciones que modifican el procesamiento y/o la expresion del producto de expresion de la misma. A modo de
ejemplo adicional, la NOI puede modificarse también para optimizar la expresion en una célula hospedadora
particular. Pueden desearse otros cambios de secuencia para introducir sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion.

La NOI puede incluir en ella nucledtidos sintéticos o modificados, tales como esqueletos de metilfosfonato y
fosforotioato.

La NOI puede modificarse para aumentar la estabilidad intracelular y la vida media. Las posibles modificaciones
incluyen, pero sin limitacion, la adicién de secuencias flanqueantes de los extremos 5' y/o 3' de la molécula o el uso
de ligamientos de fosforotioato o 2' O-metilo en lugar de fosfodiesterasa en el esqueleto de la molécula.

Produccion/aplicacion a gran escala

En una realizacién preferida de la presente memoria descriptiva, se usa la enzima lipolitica para aplicaciones a gran
escala y/o se produce a gran escala.

El término gran escala significa en un fermentador o condiciones de cultivo de al menos 1000 litros.

Preferiblemente, la enzima lipolitica se produce en una cantidad de al menos 5 g por litro de volumen de cultivo
celular total después del cultivo del organismo hospedador. Preferiblemente, la enzima lipolitica se produce en una
cantidad de al menos 10 g por litro de volumen de cultivo celular total después del cultivo del organismo hospedador.
Preferiblemente, se produce la enzima lipolitica en una cantidad de al menos 15 g por litro del volumen de cultivo
celular total después del cultivo del organismo hospedador. Preferiblemente, se produce la enzima lipolitica en una
cantidad de al menos 20 g por litro del volumen de cultivo celular total después del cultivo del organismo
hospedador.

Fermentacion
Las enzimas de la presente invencion puede producirse por cultivo sélido o sumergido, incluyendo procesos por

lotes, de flujo semicontinuo y continuo. El cultivo se logra en un medio de crecimiento que comprende un medio
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acuoso de sales minerales, factores de crecimiento organicos, material fuente de carbono y energia, oxigeno
molecular y, por supuesto, un inéculo de partida de una o mas especies de microorganismos particulares para
emplear.

Ademas de la fuente de carbono y energia, oxigeno, nitrogeno asimilable y un inéculo del microorganismo, es
necesario suministrar cantidades adecuadas en proporciones apropiadas de nutrientes minerales para asegurar un
crecimiento apropiado del microorganismo, maximizar la asimilacién de la fuente de carbono y energia por las
células en el proceso de conversion microbiana y conseguir los rendimientos celulares maximos con la densidad
celular maxima en los medios de fermentacion.

La composicion del medio mineral acuoso puede variar en un amplio intervalo, dependiendo en parte del
microorganismo y del sustrato empleado, como es conocido en la materia. Los medios minerales deberian incluir,
ademas de nitrégeno, cantidades adecuadas de fosforo, magnesio, calcio, potasio, azufre y sodio, en formas iénicas
y combinadas asimilables solubles adecuadas, y también deberian estar preferiblemente presentes ciertos
elementos traza tales como cobre, manganeso, molibdeno, cinc, hierro, boro y yodo, y otros, de nuevo en forma
asimilable soluble adecuada, todo como es conocido en la materia.

La reaccion de fermentacion es un proceso aerébico en que se suministra el oxigeno molecular por un gas que
contiene oxigeno tal como aire, aire enriquecido con oxigeno o incluso oxigeno molecular sustancialmente puro, a
condicion de que mantenga los contenidos del recipiente de fermentacién con una presion parcial de oxigeno
adecuada para ayudar a la especie de microorganismo a crecer de forma floreciente. En efecto, al usar un sustrato
hidrocarburo oxigenado, se reduce el requisito de oxigeno para el crecimiento del microorganismo. No obstante,
debe suministrarse oxigeno molecular para el crecimiento, puesto que la asimilacion del sustrato y el
correspondiente crecimiento de los microorganismos es, en parte, un proceso de combustion.

Aunque la velocidad de aireacion puede variar en un intervalo considerable, la aireacion se realiza generalmente a
una velocidad que esta en el intervalo de aproximadamente 0,5 a 10, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a 7
volumenes (a la presion empleada y a 25°C) de gas que contiene oxigeno por volumen de liquido en el fermentador
por minuto. Esta cantidad esta basada en el aire de contenido de oxigeno normal que se suministra al reactor, y en
términos de oxigeno puro, los intervalos respectivos serian de aproximadamente 0,1 a 1,7, o preferiblemente de
aproximadamente 0,1 a 1,3, volumenes (a la presién empleada y a 25°C) de oxigeno por volumen de liquido en el
fermentador por minuto.

La presion empleada para el proceso de conversidon microbiana puede oscilar ampliamente. Las presiones estan
generalmente dentro del intervalo de aproximadamente 0 a 345 kPa (de aproximadamente 0 a 50 psig), actualmente
preferiblemente de aproximadamente 0 a 207 kPa (de aproximadamente O a 30 psig), mas preferiblemente
ligeramente por encima de la presién atmosférica, para conseguir un equilibrio del coste de equipos y operativo
frente a la solubilidad del oxigeno. Son ventajosas presiones mayores que la atmosférica porque dichas presiones
no tienden a aumentar la concentracion de oxigeno disuelto en el fermento acuoso, lo que su vez puede ayudar a
aumentar las velocidades de crecimiento celular. Al mismo tiempo, esto se equilibra por el hecho de que las altas
presiones atmosféricas aumentan los costes de equipos y operativos.

La temperatura de fermentacion puede variar algo, pero para hongos filamentosos tales como Trichoderma reesei, la
temperatura estara generalmente dentro del intervalo de aproximadamente 20 a 40°C, generalmente preferiblemente
en el intervalo de aproximadamente 25 a 34°C, dependiendo de la cepa de microorganismo elegida.

Los microorganismos requieren también una fuente de nitrdgeno asimilable. La fuente de nitrégeno asimilable puede
ser cualquier compuesto o compuestos que contienen nitrégeno capaz de liberar nitrégeno en una forma adecuada
para utilizacion metabdlica por el microorganismo. Aunque pueden emplearse una variedad de compuestos fuente
de nitrbgeno organico, tales como hidrolizados de proteina, habitualmente pueden utilizarse compuestos que
contienen nitrégeno baratos tales como amoniaco, hidréxido de amonio, urea y diversas sales de amonio tales como
fosfato de amonio, sulfato de amonio, pirofosfato de amonio, cloruro de amonio o diversos otros compuestos de
amonio. El amoniaco gas mismo es conveniente para operaciones a gran escala, y puede emplearse burbujeando a
través del fermento acuoso (medio de fermentacion) en cantidades adecuadas. Al mismo tiempo, dicho amoniaco
puede emplearse también para ayudar al control del pH.

El intervalo de pH en el fermento microbiano acuoso (mezcla de fermentacion) deberia estar en el intervalo ejemplar
de aproximadamente 2,0 a 8,0. Con hongos filamentosos, el pH estd normalmente en el intervalo de
aproximadamente 2,5 a 8,0; con Trichoderma reesei, el pH esta normalmente en el intervalo de aproximadamente
3,0 a 7,0. Las preferencias de pH para ciertos microorganismos dependen de los medios empleados en cierta
medida, asi como del microorganismo particular, y por tanto cambian algo con el cambio de medios, como puede
determinarse facilmente por los especialistas en la materia.

Aunque el tiempo medio de retencion de la mezcla de fermentaciéon en el fermentador puede variar
considerablemente, dependiendo en parte de la temperatura de fermentacion y el cultivo empleado, generalmente
estara en el intervalo de aproximadamente 24 a 500 horas, preferiblemente actualmente de aproximadamente 24 a
400 horas. Preferiblemente, la fermentacion se realiza de tal manera que el sustrato que contiene carbono pueda
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controlarse como factor limitante, proporcionando asi una buena conversién del sustrato que contiene carbono en
células y evitando la contaminacion de las células con una cantidad sustancial de sustrato no convertido. Esto ultimo
no es un problema con sustratos hidrosolubles, puesto que se desprende facilmente por lavado cualquier traza
restante. Sin embargo, puede ser un problema en el caso de sustratos no hidrosolubles, y requiere etapas de
tratamiento de producto afiadidas tales como etapas de lavado adecuadas. Como se describe anteriormente, el
tiempo para alcanzar este nivel no es critico y puede variar con el microorganismo y el proceso de fermentacion
particular que se realicen. Sin embargo, es bien conocido en la materia como determinar la concentracion de fuente
de carbono en el medio de fermentacion y si se ha conseguido o no el nivel deseado de fuente de carbono.

Aunque la fermentaciéon puede realizarse como una operaciéon en lotes o continua, es mucho mas preferida la
operacion semicontinua por la facilidad de control, produccion de cantidades uniformes de productos y usos mas
econdmicos de todos los equipos. Si se desea, pueden afadirse parte o todo el material fuente de carbono y energia
y/o parte de la fuente de nitrégeno asimilable tal como amoniaco al medio mineral acuoso antes de alimentar el
medio mineral acuoso al fermentador. Cada una de las corrientes introducidas en el reactor se controla
preferiblemente a una velocidad predeterminada, o en respuesta a una necesidad determinable monitorizando tales
como concentracion de sustrato de carbono y energia, pH, oxigeno disuelto, oxigeno o diéxido de carbono en los
gases de salida del fermentador, densidad celular mensurable por transmitancia de luz o similares. Las velocidades
de alimentacién de los diversos materiales pueden variarse de modo que se obtenga una velocidad de crecimiento
celular lo mas rapido posible, consistente con una utilizacion eficaz de la fuente de carbono y energia, para obtener
el rendimiento de células de microorganismos mayor posible respecto a la carga de sustrato.

En la operacion por lotes o la semicontinua preferida, todos de equipo, reactor o medio de fermentacion, recipiente o
envase, conducciones, dispositivos de circulacion o enfriamiento auxiliares y similares se esterilizan inicialmente,
habitualmente empleando vapor tal como a aproximadamente 121°C durante al menos aproximadamente 15
minutos. Se inocula entonces en el reactor esterilizado un cultivo del microorganismo seleccionado en presencia de
todos los nutrientes requeridos, incluyendo oxigeno y el sustrato que contiene carbono. El tipo de fermentador
empleado no es critico, aunque se prefiere actualmente la operacion con Biolafitte de 15 | (Saint-Germain-en-Laye,
Francia)

La recogida y purificacion de las enzimas de la presente invencion del caldo de fermentacion puede hacerse también
mediante procedimientos conocidos per se en la materia. El caldo de fermentacion contendra generalmente
desechos celulares, incluyendo células, diversos solidos suspendidos y otros contaminantes de biomasa, asi como
el producto enzimatico deseado de la presente invencion, que se retiran preferiblemente del caldo de fermentacion
por medios conocidos en la materia. Los procesos adecuados para dicha retirada incluyen técnicas de separacion
solido-liquido convencionales tales como, p.ej., centrifugacion, filtracion, dialisis, microfiltracion, filtracion en
rotavapor u otros procesos conocidos, produciendo un filtrado exento de células. Puede ser preferible concentrar
ademas el caldo de fermentacion o el filtrado exento de células usando técnicas tales como ultrafiltracion,
evaporacion o precipitacion. La precipitacion de los componentes proteicos del sobrenadante o filtrado puede
lograrse mediante una sal, p.ej. sulfato de amonio. Puede conseguirse opcionalmente una purificacion adicional
mediante cristalizacion o mediante una variedad de procedimientos cromatograficos, p.ej. cromatografia de
intercambio i6nico, cromatografia de afinidad o procedimientos reconocidos en la materia similares.

La lipasa puede formularse ademas antes del uso en comestibles. La lipasa puede estar en una formulacion liquida,
secada o granulada.

En una realizacion, puede usarse un portador, preferiblemente el portador es trigo o un componente de trigo.
En una realizacion, la lipasa se seca sobre trigo o se seca sobre uno o mas componentes de trigo.

En una realizacion, la lipasa es una formulacién liquida adecuada para consumo, preferiblemente dicha composicion
liquida contiene tampén, sales, sorbitol y/o glicerol.

En una realizacion, la lipasa se granula o cogranula con otras enzimas.
Alimento

La enzima de la presente invencién puede usarse como, o en la preparaciéon de, un alimento. Aqui, el término
“alimento” significa alimento pretendido para consumo humano. También el término “comestible” significa un
comestible pretendido para consumo humano.

El alimento puede estar en forma de una solucion o un soélido, dependiendo del uso y/o del modo de aplicacion y/o
del modo de administracion.

Cuando se usa como, o en la preparacién de, un alimento, tal como un alimento funcional, la enzima de la presente
invencion puede usarse junto con uno o mas de: un portador nutricionalmente aceptable, un diluyente
nutricionalmente aceptable, un excipiente nutricionalmente aceptable, un coadyuvante nutricionalmente aceptable y
un ingrediente nutricionalmente activo.
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Ingrediente alimentario

La enzima de la presente invencion puede usarse como un ingrediente alimentario y/o puede estar comprendida en
una composicion de aditivo alimentario para seres humanos.

Como se usa en la presente memoria, el término “ingrediente alimentario” incluye una formulacion que es o puede
afadirse a comidas o comestibles funcionales como suplemento nutricional y/o suplemento de fibra.

El ingrediente alimentario puede estar en forma de una solucién o un soélido, dependiendo del uso y/o dependiendo
del modo de aplicacién y/o del modo de administracion.

Suplementos alimentarios

La composicion de la presente invencion puede ser, o puede afiadirse a, suplementos alimentarios para seres
humanos.

Alimentos funcionales
La composicion de la presente invencién puede ser, o puede afadirse a, alimentos funcionales para seres humanos.

Como se usa en la presente memoria, el término “alimento funcional” significa un alimento que es capaz de
proporcionar no solo un efecto nutritivo y/o una satisfaccion gustativa a un ser humano, sino que es también capaz
de suministrar un efecto beneficioso adicional al consumidor

Por consiguiente, los alimentos funcionales son habitualmente alimentos que tienen componentes o ingredientes
(tales como los descritos en la presente memoria) incorporados a ellos que confieren al alimento un beneficio
funcional especifico, p.ej. médico o fisioldgico, distinto de un efecto puramente nutritivo a un ser humano.

Aunque no existe una definicion legal de alimento funcional, la mayoria de partes con interés en esta area coinciden
en que son alimentos comercializados por tener efectos saludables especificos.

Algunos alimentos funcionales son nutracéuticos. Aqui, el término “nutracéutico” significa un alimento que es capaz
de proporcionar no solo un efecto nutricional y/o una satisfaccion gustativa, sino que es también capaz de
suministrar un efecto terapéutico (u otro beneficioso) al consumidor. Los nutracéuticos cruzan las lineas divisorias
tradicionales entre alimentos y medicinas.

Las encuestas han sugerido que los consumidores hacen mas hincapié en las afirmaciones de alimentos funcionales
relativas a la enfermedad cardiaca. Prevenir el cancer es otro aspecto de la nutricion que interesa muchisimo a los
consumidores, pero de forma interesante es el area sobre la que los consumidores sienten que ejercen menos
control. De hecho, segun la Organizacion Mundial de la Salud, al menos un 35% de los casos de cancer estan
relacionados con la dieta. Ademas, las afirmaciones relativas a la osteoporosis, salud intestinal y efectos sobre la
obesidad son también factores clave que es probable que inciten a la adquisicion de alimentos funcionales e
impulsen el desarrollo del mercado.

Productos alimentarios

La composicion de la presente invencion puede usarse en la preparacion de productos alimentarios para seres
humanos tales como uno o mas de: mermeladas, mermeladas citricas, jaleas, productos lacteos (tales como leche o
queso), productos carnicos, productos avicolas, productos del pescado y productos de reposteria.

A modo de ejemplo, la enzima de la presente invencion puede usarse como ingrediente de refrescos, zumo de frutas
0 una bebida que comprende proteina de suero, tés medicinales, bebidas de cacao, bebidas de leche y bebidas de
bacterias de acido lactico, yogur y yogur bebible, queso, helado, polos y postres, pasteleria, tartas de bizcocho y
mezclas para tartas, aperitivos, cereales de desayuno, fideos instantaneos y fideos en vaso, sopas instantaneas y
sopas en vaso, alimentos y bebidas equilibrados, edulcorantes, tacos, tortillas, barritas de aperitivo de textura
mejorada, barritas de fibra, rellenos de fruta estables al horneado, bafio para tartas, relleno de reposteria de
chocolate, relleno aromatizado de tarta de queso, relleno de tarta aromatizado con fruta, glaseado de tarta y
rosquillas, relleno de reposteria termoestable, cremas de relleno de reposteria instantaneas, relleno para galletas,
relleno de reposteria listo para usar, relleno bajo en calorias, bebida nutritiva para adultos, bebida/zumo de soja
acidificado, bebida de chocolate aséptica/destilada, codcteles, bebidas en polvo, leche de soja/clasica con chocolate
enriquecida con calcio, bebida de café enriquecida con calcio.

Una enzima segun la presente invencion puede usarse ademas como ingrediente en productos alimentarios tales
como salsa de queso americana, agente antiapelmazante para queso rallado y desmenuzado, salsa para mojar
patatas fritas, queso en crema, crema agria desnatada de cobertura batida mezclada en seco, crema batida lactea
congelada/descongelada, cobertura batida estable a la congelacién/descongelacion, queso cheddar natural bajo en
grasas y ligero, yogur de estilo suizo bajo en grasas, postres congelados gasificados y barritas de golosinas, helado
duro, helado duro de etiquetado comprensible, economia y gratificaciéon mejoradas, helado bajo en grasas: helado
suave, salsa de barbacoa, salsa de queso para mojar, aderezo de requeson, salsa Alfredo de mezcla seca, salsa de
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queso de mezcla, salsa de tomate de mezcla seca y otros.
Para ciertos aspectos, preferiblemente el comestible es una bebida.

Para ciertos aspectos, preferiblemente el comestible es un producto de reposteria, tal como pan, pastas danesas,
bizcochos o galletas.

Pienso

La enzima de la presente invencién puede usarse como, o en la preparacion de, un pienso animal o un componente
de mismo. Por tanto, la presente memoria descriptiva comprende también un pienso que comprende o esta
compuesto por la enzima de la presente invencion, y un proceso para elaborar el mismo.

Detergente

La enzima de la presente invencion puede usarse como, o en la preparacion de, un detergente o un componente de
mismo. Por tanto, la presente memoria descriptiva engloba también un detergente que comprende o esta compuesto
por la enzima de la presente invencion, y un proceso para elaborar el mismo

Técnicas generales de metodologia de adn recombinante

La presente invencion emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de quimica, biologia
molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia que estan dentro de las capacidades de un especialista
en la materia. Dichas técnicas se explican en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch y T.
Maniatis, 1989, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 22 edicién, libros 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory
Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periddicos; “Current Protocols in Molecular Biology”, cap. 9, 13 y
16, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, “DNA Isolation and Sequencing:
Essential Techniques”, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, “Oligonucleotide Synthesis: A Practical
Approach”, Irl Press y D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, “Methods of Enzymology: DNA Structure Part A:
Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology”, Academic Press.

La invencion se describira ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos.
Breve descripcion de las figuras
La presente invencion se ilustra ademas por referencia a las figuras adjuntas, en que:

La Figura 1 muestra un modelo de las modificaciones traduccionales predichas en una enzima lipolitica (a la que a
veces se hace referencia en la presente memoria como “lipasa 3") y mostrada en la presente memoria como SEQ ID
NO 2; los residuos de sitio activo se muestran en un circulo, véanse Ser146, Asp201 y His258; hay 7 residuos de
cisteina y 4 estan implicados en puentes disulfuro, mostrados como una linea de puntos y como una linea sélida
sobre los residuos, hay 2 sitios para glicosilacion N-ligada, a saber N32 y N242, que se muestran en negrita y estan
subrayados (el Ultimo, a saber N242, esta cerca del sitio activo de His). NOTA: la numeracién en esta Figura se
refiere a la enzima lipolitica mostrada como SEQ ID NO. 2 sin el péptido sefial de 27 aminoacidos, por lo tanto,
cuando se hace referencia a la enzima lipolitica mostrada en la SEQ ID NO. 1 (concretamente, con el péptido sefal),
la numeracion con respecto a los residuos de sitio activo tiene que ajustarse afiadiendo 27 aminoacidos.

La Figura 2 muestra un esquema del método de la presente invencion.
La Figura 3 muestra un diagrama esquematico del ADN gendmico de la enzima lipolitica de Aspergillus tubingensis.
La Figura 4 muestra el constructo de expresion "ATlipase3Trex".

La Figura 5 muestra los resultados de un ensayo de actividad de lipasa efectuado en sobrenadante de
transformantes de Trichoderma reesei.

La Figura 6 muestra un perfil proteico por PAGE-SDS efectuado sobre sobrenadante de transformantes de
Trichoderma reesei. El carril indicado con una flecha muestra uno de los transformantes que expresa muy altos
niveles de la enzima lipolitica (“lipasa 3").

La Figura 7 muestra un perfil proteico por PAGE-SDS de sobrenadante de transformantes de Trichoderma reesei
cultivados en un fermentador de 3 litros. La flecha indica la banda de proteina enzima lipolitica (“lipasa 3”).

La Figura 8 muestra el rendimiento de la proteina enzima lipolitica (lipasa 3) en el caldo de fermentacion cuando se
expresa la enzima lipolitica en diferentes hospedadores de expresion. El rendimiento se expresa como % de
aumento de rendimiento en cada organismo:

1 Aspergillus tubingensis;

2 Pichia pastoris;
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3 Hansenula polymorpha;
4 Trichoderma reesei.

La Figura 9 muestra una transferencia Southern que muestra cepas de T. reesei transformadas que se habian
transformado con multiples copias del gen de la enzima lipolitica “lipasa 3”, los carriles se marcan como sigue:

M — cepa hospedadora no transformada,
B — cepa transformada usando transformacion biolistica;
E — cepa transformada usando electroporacion.

La Figura 10 muestra un perfil proteico por PAGE-SDS usado para caracterizar la enzima lipolitica (“lipasa 3”)
expresada en Trichoderma reesei. Las muestras de cultivos crecidos en diferentes caldos mostraron proteina lipasa
3 como bandas dobles o triples.

La Figura 11a muestra dos UFC (concentrados de ultrafiliracion) diferentes que muestran la precipitacion de la
enzima lipolitica "lipasa 3". La proteina menos concentrada en el UFC 1035 muestra una gran precipitacion y la
proteina mas concentrada en el UFC 1036 muestra una precipitaciéon muy grande. La precipitacion es dependiente
de la concentracion, cuanto mayor es la concentracion de proteina, es mas probable que precipite.

La Figura 11b muestra una PAGE-SDS que muestra la presencia de la proteina enzima lipolitica “lipasa 3" en los
precipitados de la Figura 11a:

Carril 1 — sobrenadante bruto filtrado centrifugado
Carril 2 — sedimento resolubilizado del UFC 1035
Carril 3 — sedimento resolubilizado del UFC 1036

La Figura 12 muestra la resolubilizacion de la enzima lipolitica precipitada ("lipasa 3") usando diferentes
concentraciones de tampon fosfato de sodio. Las muestras estaban a pH 5,30.

Carril 1. Control bruto.
Carriles 2-6. Fosfato de sodio 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM y 50 mM.

La Figura 13 muestra la caracterizacion de la enzima lipolitica recombinante “lipasa 3” por analisis de MALDI-
TOF/MS de lipasa glicosilada en comparacion con desglicosilada. El tamafio del N-glicano es de aproximadamente
1384 Da y las moléculas de enzima lipolitica (lipasa 3) pueden tener glicanos enlazados en el sitio N32 (cuando se
considera la SEQ ID NO.2).

La Figura 14 muestra un analisis de proteina por PAGE-SDS de enzima lipolitica (lipasa 3) purificada sometida a
desglicosilacion. Enzima de desglicosilacion: Endo-H, 20 mg/ml. Se afiadié6 Endo-H a una relacion de 1:50 y 1:100
(p/p) y se incubo durante 20 horas a temperatura ambiente, pH 5,5.

Carril 1 - Control
Carril 2 —dilucion 1:100 del sobrenadante
Carril 3 —dilucion 1:50 del sobrenadante

Se muestran las actividades especificas en la tabla 1 siguiente. La glicosilacion N-ligada no tiene efecto sobre la
actividad especifica de la proteina enzima lipolitica (lipasa 3). La desglicosilacion de la enzima lipolitica (lipasa 3) no
afectaba a la actividad enzimatica.

La Figura 15 muestra la secuencia aminoacidica (SEQ ID NO. 1) de una enzima lipolitica de Aspergillus tubingensis,
en la que el péptido sefial endbgeno se muestra en negrita.

La Figura 16 muestra la secuencia aminoacidica (SEQ ID NO. 2) de una enzima lipolitica de Aspergillus tubingensis
que es la misma que la SEQ ID No 1, excepto porque se ha retirado el péptido sefial endégeno.

La Figura 17 muestra la secuencia nucleotidica que codifica una enzima lipolitica de Aspergillus tubingensis (como
se muestra en la SEQ ID NO. 1) incluyendo la secuencia sefial, la secuencia nucleotidica es una secuencia de ADN
genomico (y se ha designado como SEQ ID NO. 3). La secuencia sefial se muestra en negrita y los intrones se
muestran en mindsculas.

La Figura 18 muestra la secuencia nucleotidica que codifica una enzima lipolitica de Aspergillus tubingensis (como
se muestra en la SEQ ID No 2) que no incluye la secuencia sefial, la secuencia nucleotidica es una secuencia de

28



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2616057 T3

ADN genodmico (y se ha designado como SEQ ID NO. 4). Los intrones se muestran en minusculas.

La Figura 19 muestra la secuencia del promotor de gen de celobiohidrolasa 1 (cbh1) designada SEQ ID NO. 5.
Ejemplo 1

Expresion de la Lipasa 3 de Asperqgillus tubingensis en Trichoderma reesei

1. Constructo de expresion y cepa usados para transformacion

Se us6 ADN del plasmido pPDONR™221 obtenido de Invitrogen (n° de catalogo 12536-017) como vector donante. Se
recombind pDONR221::lip 3 que contiene ADN gendmico de lipasa 3 de Aspergillus tubingensis (Figura 3) en el
vector de destino Gateway de T. reesei pTrex3G (descrito con detalle en el documento WO 05/001036), dando como
resultado el constructo de expresion final ATlipase3Trex (Figura 4).

El médulo de expresion contenia las regiones promotora y terminadora del gen de celobiohidrolasa 1 (cbh1) de T.
reesei. Contenia también el gen amdS de acetamidasa de Aspergillus nidulans como marcador seleccionable para la
transformacion de T. reesei.

ElI ADN gendmico de lipasa 3 de Aspergillus tubingensis codifica una enzima lipolitica lipasa 3 que tiene la secuencia
aminoacidica mostrada en la SEQ ID NO. 1.

El término “lipasa 3”, cuando se usa en la presente memoria, hace referencia a una enzima lipolitica que comprende
la secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ ID NO. 2, tal como la secuencia aminoacidica mostrada en la SEQ
ID NO. 1. La SEQ. ID NO. 1 contiene la sec. sefial y la SEQ. ID No 2 es la proteina lipasa madura sin la secuencia
sefal.

La cepa usada para transformacion era de Trichoderma reesei, un derivado de la cepa RL-P37 no GMM del que se
han eliminado los genes que codifican las dos celobiohidrolasas secretadas, CBHI y CBHIl, y dos de las
endoglucanasas secretadas, EGI y EGII.

El vector de expresion pTrex3g.

A continuacion, se describe la construccion del vector pTrex3g que puede usarse para expresar los genes de la
presente invencion.

Este vector esta basado en el vector pSL1180 de E. coli (Pharmacia Inc., Piscataway, NJ, EE.UU.) que es un vector
basado en el fagémido pUC118 (Brosius, J. (1989) DNA 8: 759) con un sitio de clonacién multiple extendido que
contiene 64 secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion hexaméricas. Se disefi6 como vector de
destino Gateway (Hartley, J.L., Temple, G.F. y Brasch, M.A. (2000) Genome Research 10:1788-1795) para permitir
la insercion usando la tecnologia Gateway (Invitrogen) de cualquier marco abierto de lectura deseado entre las
regiones promotora y terminadora del gen cbhl de T. reesei. Contiene también el gen amdS de Aspergillus nidulans
para uso como marcador seleccionable en la transformacién de T reesei.

Los detalles de pTrex3g son como siguen. El vector es de 10,3 kb de tamario.
Estan insertados en la region de poliligador de pSL1180 los siguientes segmentos de ADN:
1. un segmento de ADN de 2,2 pb de la regiéon promotora del gen cbh1 de T reesei;

2. el médulo de marco lectura Gateway A de 1,7 kb adquirido en Invitrogen que incluye los sitios de
recombinacion attRl y attR2 en cualquier extremo flanqueante del gen de resistencia a cloranfenicol (CmR) y el
gen ccdB;

3. un segmento de ADN de 336 pb de la regién terminadora del gen cbh1 de T. reesei;

4. un segmento de ADN de 2,7 kb que contiene el gen amdS de Aspergillus nidulans con sus regiones promotora
y terminadora nativas.

2. Transformacion de la Cepa Hospedadora de T. reesei con cuadruple deleciéon

Se transformd el constructo de expresion ATlipase3Trex, que contiene el gen de lipasa 3 de A. tubingensis, en una
cepa de T. reesei usando electroporacién o transformacion biolistica por bombardeo de particulas usando el sistema
PDS-1000 Helium (BioRad n° de cat. 165-02257). Se usaron productos de PCR que contienen solo ADN fungico o
todo el plasmido de expresion para generar transformantes por transformacion biolistica y electroporacion.

A. Transformacion por electroporacion

Se hizo crecer la cepa hospedadora T. reesei para transformar hasta esporulacion completa en placas de PDA
durante 5 dias. Se recolectaron esporas de 2 placas con sorbitol 1,2 M y se filtraron a través de Miracloth para
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deshacerse del agar. Se transfirieron las esporas a un tubo Falcon de 50 ml y se lavaron por centrifugacion repetida
5-6 veces con 50 ml de agua. Se resuspendieron las esporas en un volumen pequefio (menos de 2x el volumen de
sedimento) usando una solucion de sorbitol 1,2 M. Se mantuvo entonces la suspension de esporas en hielo. Se
tomaron alicuotas de 90 ul de suspension de esporas en la cubeta de electroporacion (E-shot, cubeta de
electroporacion estandar de 0,1 cm de Invitrogen). Se afiadieron 10-20 ul de constructo de ADN (plasmido de la
Figura 4 o producto de PCR) a la suspension de esporas y se fijo la electroporacion a 16 kV/cm, 25 pF, 50 Q.
Después de la electroporacion, se dejo la suspension de esporas en hielo, se resuspendid en 5 partes de sorbitol 1,0
My 1 parte de YEPD y se dejo germinar por incubacion a 28°C con agitacion a 250 rpm durante una noche. El dia
siguiente, se sembraron los germinantes en placas de agar que contienen acetamida. Se escogieron los
transformantes y se transfirieron individualmente a placas de agar y acetamida.

B. Transformacion por Bombardeo de Particulas (transformacion biolistica)

Se prepard una suspension de esporas de una cepa de T. reesei con cuadruple delecién. Se dispersaron 200 ul de
suspension de esporas sobre el centro de las placas de acetamida en medio minimo (MM). (las placas de acetamida
en MM tenian la siguiente composicion: acetamida 0,6 g/I; CsCl 1,68 g/l; glucosa 20 g/l, KH2PO4 20 g/l, CaClz:2H,0
0,6 g/l; solucion de elementos traza 1000x 1 ml/l; agar Noble 20 g/l y pH 5,5. La solucién de elementos traza 1000x
contenia FeS0O4-7H20 5,0 g/l; MnSO4 1,6 g/l; ZnSO4-7H0 1,4 g/l y CoCl,-6H20 1,0 g/l. Se dejd secar la suspension
de esporas sobre la superficie de medio MM con acetamida durante 1 hora en campana estéril. La transformacion
siguié las instrucciones del fabricante. Se dispusieron 60 mg de particulas de wolframio en un tubo de
microcentrifuga. Se afiadié 1 ml de etanol y se dejé reposar durante 15 segundos. Se retir6 el etanol y se lavaron las
particulas tres veces con H,Od estéril antes de afiadir 250 ul de glicerol estéril al 50% (v/v). Se dispusieron 25 ul de
suspension de particulas de wolframio en un tubo de microcentrifuga. Mientras se agitaba continuamente con vortex,
se afadio lo siguiente: 5 ul (100-200 ng/ul) de ADN de plasmido, 25 ul de CaCl; 2,5 M y 10 ul de espermidina 0,1 M.
Se centrifugaron las particulas durante 3 segundos. Se retir6 el sobrenadante y se lavaron las particulas con 200 ul
de etanol al 100% y se centrifugaron durante 3 segundos. Se retir6 el sobrenadante. Se afiadieron 24 ul de etanol al
100% y se mezclaron por pipeteo, se retiraron entonces alicuotas de 8 ul de particulas y se dispusieron en el centro
de discos microportadores que se mantuvieron en un desecador. Una vez se seco la soluciéon de wolframio/ADN, se
dispuso el disco microportador en la camara de bombardeo junto con la placa de MM con acetamida con esporas y
se llevo a cabo el proceso de bombardeo segun las instrucciones del fabricante. Después del bombardeo de las
esporas en placa con las particulas de wolframio-ADN, se incubaron las placas a 28°C. Se transfirieron las colonias
transformadas a placas recientes de medio MM con acetamida y se incubaron a 28°C.

3. Crecimiento de transformantes en placas de microvaloracion

Después de 5 dias de crecimiento en placas de MM con acetamida, se inocularon transformantes obtenidos por
electroporacion o por transformacion biolistica y que exhiben una morfologia estable en 200 ul de medio definido con
glucosa/soforosa en placas de microvaloracion de 96 pocillos. El medio definido con glucosa/soforosa (por litro)
consiste en 5 g de (NH.).SO4, 33 g de tampdn PIPPS, 9 g de casaminoacidos, 4,5 g de KH2PO4, 1 g de CaCl;
(anhidro), 1 g de MgS04-7H,0, pH 5,50 ajustado con NaOH al 50% con H,O milli-Q llevado a 966,5 ml. Después de
la esterilizacion, se afadid lo siguiente: 5 ml de Mazu, 26 ml de glucosa/soforosa al 60% y 2,5 ml de 400X metales
traza de T. reesei. Se incubd la placa de microvaloracién en una camara de crecimiento con oxigeno a 28°C durante
5 dias.

Ejemplo 2
Verificacion por ensayo a la gota y PAGE-SDS de Lipasa

Se retiré el micelio por centrifugacion y se analizé en el sobrenadante la actividad lipasa usando el ensayo a la gota.
El ensayo de placa de lipasa esta basado en la liberacién de acido graso del sustrato (tributirina) en presencia de
lipasa. Se forma un color rosa cuando se libera el acido graso y forma un complejo con rodamina B. La placa de
ensayo contenia 2,0 g de Bacto Agar (disuelto calentando durante 5 minutos en 100 ml de tampodn fosfato de sodio
50 mM pH 5,5). Se mantuvo la solucién en bafio de agua a 70°C y se afiadieron con agitacion 0,5 ml de rodamina al
2% y 40 ml de tributirina. Se sometié la mezcla a sonicacion durante 2 minutos y se vertieron 10-15 ml en placas
Petri. Se perforaron orificios y se aplicod el sobrenadante de cultivo a los orificios. Se incubaron las placas a 37°C
hasta que se formé un color rosa indicativo de la presencia de actividad lipolitica. Se comprobé en el sobrenadante
(10 ul) de los transformantes la actividad lipasa usando el ensayo a la gota mostrado en la Figura 5, las flechas
indican la aparicién del color rosa después de 30 minutos de incubacién a 37°C, mostrando una alta actividad lipasa.

Se determiné el perfil proteico de aquellos transformantes que exhiben alta actividad lipasa por PAGE-SDS usando
geles de poliacrilamida NuPAGE al 4-12% y MES como tampoén de proceso. Se mezclaron muestras del
sobrenadante con un volumen apropiado de 2x tampoén de carga de muestra con agente reductor. Se tifieron los
geles con Simply blue Safestain (Invitrogen). En la Figura 6, el carril marcado con una flecha muestra uno de los
transformantes que expresa muy altos niveles de lipasa 3 apareciendo como una doble banda. El resto de los
transformantes mostraba bandas uUnicas distintas y ligeramente borrosas. El mejor transformante crecido en
fermentador de 3 litros daba una valoracion de proteina secretada total de al menos 20 g/litro y el analisis de PAGE-
SDS mostraba una amplia banda de lipasa (Figura 7).
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Ejemplo 3
Fermentacion a gran escala (14 litros) de Transformantes de lipasa 3

Se cultivaron transformantes de Trichoderma reesei en fermentadores como se describe en el documento WO
2004/035070. Se cultivaron 4 transformantes diferentes, generados por electroporacion. La medida de la proteina
total y la actividad lipasa en sobrenadantes de cultivo, después de la retirada de las células, indicé que estaban
presentes mas de 20 gramos por litro de lipasa después de 160 horas de fermentacién. Se hicieron crecer también
dos cepas, generadas por transformacion biolistica. Estas mostraban mas de 20 gramos por litro de lipasa en el
sobrenadante de cultivo después de 160 horas de fermentacién. La cantidad de lipasa 3 producida por estos
transformantes estaba muy por encima de la cantidad de lipasa 3 producida por otras especies hospedadoras
microbianas (Figura 8).

Se cultivaron transformantes de Trichoderma reesei en fermentadores. Se cultivaron cuatro transformantes
diferentes, generados por electroporacion. La medida de la proteina total y la actividad lipasa en sobrenadantes de
cultivo, después de la retirada de células, indicé que estaban presentes mas de 20 gramos por litro de lipasa
después de 160 horas de fermentacion. Se hicieron crecer también dos cepas, generadas por transformacion
biolistica. Estas mostraban mas de 20 gramos por litro de lipasa en el sobrenadante de cultivo después de 160 horas
de fermentacion. La cantidad de lipasa 3 producida por estos transformantes estaba muy por encima de la cantidad
de lipasa 3 producida por otras especies hospedadoras microbianas (Figura 8).

Ejemplo 4
Solubilidad de lipasa 3

Sorprendentemente, los presentes inventores han encontrado que Trichoderma reesei es capaz de producir lipasa 3
a muy altos niveles. El procesamiento posterior de la lipasa después de la fermentacion requiere la concentracion
del caldo de cultivo 4x por ultrafiltracién usando una membrana con un corte de peso molecular de 10.000. La lipasa
3 tiende a la precipitacion como se muestra en la Figura 11a. Se observa una alta precipitacion en el UFC mas
concentrado. La presencia de proteina lipasa 3 en los precipitados se confirmé por PAGE-SDS.

Las Figuras 11a y 11b muestran que la precipitacion de lipasa 3 es dependiente de la concentracion.

La Figura 11a muestra dos concentrados de ultrafiltracion (UFC) diferentes que muestran precipitacion de lipasa 3.
El UFC 1035 contiene menos proteina concentrada y muestra una alta precipitacion. El UFC 1036 contiene mas
proteina concentrada y muestra muy alta precipitacion.

La Figura 11b muestra una PAGE-SDS que muestra la presencia de proteina lipasa 3 en los precipitados mostrados
en la Figura 11a.

Carril 1 Sobrenadante bruto filtrado centrifugado
Carril 2 Sedimento resolubilizado del UFC 1035
Carril 3 Sedimento resolubilizado del UFC 1036

Para la resolubilizacién de precipitados de lipasa, se usé tampén concentrado. El tampdn concentrado consiste en
tampon fosfato de sodio 1,0 M, pH 8,0, Na;HPO.-2H,0 (177,99 g) afiadido a 900 ml de agua DI. Se afadieron a
muestras de 10,0 g de lipasa 3 bruta del UFC 1036, a pH 4,44 50, 100, 200, 400 y 500 yl de solucién tampon
concentrada a una concentracion final de fosfato de sodio 5, 10, 20, 40 y 50 mM, respectivamente, se mezclaron
todos los viales y se dejaron a temperatura ambiente durante unos pocos minutos.

Como se muestra en la Figura 12, la adicidon de fosfato de sodio a mas de 40 mM llevé a la lipasa 3 precipitada a
solucién. La solucion resultante era transparente y exenta de cualquier material sélido. El pH de las muestras se
midio a pH 5,3 (a una concentracion de Na-P 50 mM).

Ejemplo 5
Caracterizacion de lipasa 3 recombinante por Analisis de MALDI-TOF/MS y digestion proteolitica

Se purifico lipasa 3 expresada por T. reesi del sobrenadante de cultivo usando una combinacion de cromatografia de
intercambio y de interaccion hidrofoba. Se llevé a cabo la desglicosilacion usando endoglicosidasa H en tampdn de
reaccion consistente en citrato de sodio 50 mM, pH 5,5. Se afadié endoglicosidasa H (20 mg/ml) a lipasa 3 a una
relacion proteica de 1/1000 a 1/100 (p/p). Se efectud la reaccion de desglicosilacion a 37°C durante 3 horas. Se puso
la muestra de proteina reaccionada en una ZipTip® (columna en fase inversa Micro C4) (Millipore, Bedford, MA) para
limpieza de la muestra antes del analisis de MALDI-TOF/MS. Se efectud el proceso de limpieza para desalar las
muestras. Se usaron al menos 5 ciclos de lavado con solucién de lavado consistente en metanol al 5% en TFA al
0,1%/agua. Después, se eluyeron las muestras para espectrometria de masas.
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Analisis de MALDI-TOF/MS de proteina intacta

Se preparé la muestra de proteina desalada para analisis de MALDI-TOF/MS mediante crocristalizaciéon de un
volumen igual (1 pl) de muestra con matriz de acido sinapinico (saturado con 50% de acetonitrilo, 0,1% de acido
férmico) usando el método de gota seca. Se obtuvieron los espectros de masas de proteina usando un
espectrometro de masas Voyager DE-STR MALDI-TOF (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los ajustes
del instrumento de MS fueron los siguientes para el intervalo de 20000-80000 m/z: modo de operacién lineal, modo
de extraccion retardada, polaridad positiva, voltaje de aceleracion de 25 kV, voltaje de rejilla del 93% y tiempo de
retardo de la extraccion de 750 ns. Se usaron como calibrador externo 300 disparos laser/espectro y BSA.

Cartografia de la digestion proteolitica y el sitio o sitios de N-glicosilacion por analisis de LC/MS/MS

Se precipitaron todas las muestras liquidas tratadas con Endo-H con TCA al 10% seguido de reacciones de
reduccion con DTT 20 mM a 50°C durante 15-20 min. Se efectué también la reaccién de alquilacidon con
yodoacetamida 55 mM. Se dejé proceder la reaccién de alquilacion en la oscuridad durante 45 min a temp.
ambiente. Se efectuaron las digestiones proteoliticas por incubacién con diversas proteasas en bicarbonato de
amonio 25 mM durante 4 h a 37°C (la relacién de enzima a sustrato era de 1:20). La cartografia peptidica llevada a
cabo usando 3 digestiones proteoliticas diferentes (tripsina, quimotripsina, endoproteinasa GIuC) sobre la lipasa
glicosilada confirmé la ausencia de modificacion proteica por truncamiento y la presencia de una proteina lipasa
intacta con extremos N- y C-terminales auténticos.

La lipasa 3 tiene 2 sitios de N-glicosilacion potenciales en N32 y N242. Se llevo a cabo la cartografia peptidica tanto
para lipasa 3 (no tratada) como tratada con Endo-H. Para determinar el sitio de N-glicosilacion, se adquirieron los
datos de MS y MS/MS usando el sistema Surveyor™ LC acoplado con LCQ Advantage o LCQ Deca XP
(ThermoFinnigan, San Jose, CA). Se programo6 el gradiente de HPLC de 0% a 70% de B durante 50 minutos.
Disolvente A: TFA al 0,1% en agua y disolvente B: TFA al 0,08% en acetonitrilo. Se efectud el procesamiento de
datos usando TurboSEQUEST y Xcalibur (ThermoFinnigan, San Jose, CA).

Como se muestra en la Figura 13, la PAGE-SDS mostraba que la lipasa recombinante secretada por Trichoderma
aparecia como una doble banda antes del tratamiento con endoglicosidasa H. El analisis de MALDI-TOF/MS
mostraba que la especie de mayor peso molecular era una forma glicosilada de lipasa 3 con un peso molecular de
30.236 Da y la especie de menor peso molecular era una forma desglicosilada con un peso molecular de 29.210 Da.
Se generaron muestras de lipasa desglicosilada experimentalmente usando endoglicosidasa H. Los pesos
moleculares observados después del tratamiento con endoglicosidasa H eran de 29.035 Da (se supone que es una
forma no glicosilada), 29.219 (se supone que es una forma de lipasa 3 con 1 N-acetilglucosamina N-ligada en
posicion N32 o N242) y 29.422 (se supone que es una forma de lipasa 3 con dos residuos de N-acetilglucosamina
enlazados con el esqueleto proteico en posiciones N32 y N242). La cadena de glicano que esta presente antes de la
desglicosilacion con endoglicosidasa H tiene un peso molecular de aproximadamente 1384 Da, con la mayoria de
molécula de lipasa teniendo glicano enlazado solo con el sitio N32 (numerado de acuerdo con la SEQ ID NO. 2)

Ejemplo 6
Actividad especifica de la enzima lipolitica lipasa 3 producida en T. Reesei usando 2 sustratos diferentes

Se sometid la lipasa 3 purificada a desglicosilacién por tratamiento con endoglicosidasa H. Se caracterizaron las
muestras no tratadas y desglicosiladas mediante la medida de actividades especificas usando sustratos tanto de
cadena corta (C4) como de cadena larga (C18).

Como se muestra en la Figura 14 y la Tabla 2, la presencia de cadenas laterales de glicano no tiene efecto sobre la
actividad especifica de la proteina.

La Tabla 2 muestra los resultados de los experimentos de desglicosilacion. La muestra era lipasa 3 de Trichoderma
purificada y la enzima de desglicosilacion era Endo-H.

Actividad especifica, %
Muestra LIPU/ml (cadena corta, C4) LUSol/ml (cadena larga, C18)
Control (carril 1) 100 100
1:100 Endo-H (carril 2) 99,4 103
1:50 Endo-H (carril 3) 97,7 105

Ejemplo 7
Analisis de Transferencia Southern

La Figura 9 muestra una transferencia Southern que muestra cepas de T. reesei transformadas que se habian
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transformado con multiples copias del gen de la enzima lipolitica “lipasa 3", los carriles se marcan como sigue.
M — Cepa hospedadora no transformada,
B — cepa transformada usando transformacion biolistica;
E — cepa transformada usando electroporacion.

Ejemplo 8

Estudios de expresion

Se clond la lipasa de Thermomyces lanuginosus y se expres6 en T. reesei. Se aislaron los transformantes y se
ensayo el mejor productor de lipasa en fermentacion a escala de 14 litros para investigar si Trichoderma reesei es
una cepa hospedadora adecuada para la expresion de otras lipasas. Se estimé que la proteina total al final (200
horas) de la fermentacion era de mas de 20 g/l como se muestra en la Figura 14. La PAGE-SDS mostré que la
lipasa era la proteina dominante producida. La actividad lipasa medida al final de la fermentacion era de 30.000 U/ml
usando el ensayo de DGGR. Se filtr6 el caldo y se concentré hasta UFC. A alta concentracion, la lipasa parecia
precipitar. Se devolvio facilmente a la solucién diluyendo con tampén o sal.

Ejemplo 9
Estudios de expresion
La Tabla 3 proporciona los resultados de una serie de estudios de expresion.

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que la enzima lipolitica “lipasa 3” producida en
Trichoderma reesei estd menos glicosilada (en particular, menos glicosilacion N-ligada) en comparacion con la
misma enzima producida en otros organismos.

Tabla 3 Comparacion con otros hospedadores usados para expresar lipasa 3 de Aspergillus tubingensis

Hospedador de expresion Glicosilacion en los sitios N32 y N242 Calidad de proteina
Aspergillus tubigensis 3M Hiperglicosilacion (sobreglicosilacion del | Actividad reducida
10%) (en ambos sitios N32 y N242)
Pichia pastoris GS115 Hiperglicosilacion (ambos sitios N32 y Actividad > actividad observada con
N242) con O-glicanos la cepa de lipasa recombinante de

A. tubigensis

Hansenula polymorpha RB11 | Glicosilacion (ambos sitios N32 y N242) | Actividad > actividad observada con
con 1% de glicano la cepa de lipasa recombinante de
A. tubigensis

T. reesei Mayoria de N-glicosilacion en N32 La actividad es la misma que en la
lipasa 3 nativa de la cepa no
recombinante de Aspergillus 1M341

Ejemplo 10

Las células hospedadoras de expresion adecuadas para uso en la presente invencién pueden ser de una cepa de T.
reesei en que se han inactivado los genes que codifican celobiohidrolasa | (CBHI, Cel7a), celobiohidrolasa Il (CBHII,
Cel6a), endoglucanasa | (EGI, Cel7b) y endoglucanasa Il (EGII, Cel5a) por delecion o desestabilizacion usando
técnicas genéticas moleculares. Esta cepa (una cepa con cuadruple delecion) es util como hospedador para la
sobreexpresion de genes que codifican otras proteinas secretadas por T. reesei.

Preferiblemente, las células hospedadoras adecuadas para uso en la presente invencién pueden derivar de una
célula de Trichoderma reesei de la cepa RL-P37 usando los métodos descritos en los documentos WO 2005/001036
y US28026376 A1.

Una cepa de T.reesei adecuada para uso en la presente invencion puede derivar de la cepa RL-P37 de T.reesei
publicamente disponible. La cepa RL-P37 de T.reesei puede modificarse formando la cepa 1A52 de T.reesei como
se describe en el documento WO 05/001036. La cepa 1A52 de T.reesei puede modificarse como se describe en el
documento US 20080026376 formando una célula de T.reesei utilizable en la presente invencion.

RL-P37 puede modificarse formando la cepa 1A52 de T.reesei como se describe a continuacion.

La cepa hospedadora de T. reesei usada puede derivar de la cepa RL-P37 publicamente disponible, que se ha
usado anteriormente para fabricar preparaciones de celulasa comerciales por Genencor International, inc. La
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derivacion y caracterizacion de esta cepa se ha publicado anteriormente (Sheir-Neiss, G. y Montenecourt, B S.
(1984) Appl. Microbiol. Biotechnol. 20.46-53; patente de EE.UU. 4.797.361). Es una cepa mutante sobreproductora
de celulasa que se ha obtenido como resultado de varias etapas de mutagénesis a partir de la cepa de tipo silvestre
(QM6a).

1) Aislamiento de una cepa mutante de pyr4.

Para preparar la cepa RL-P37 para transformaciéon con ADN de plasmido, era necesario aislar un derivado que
tuviera una mutacion nula en el gen pyr4.

El gen pyr4 codifica la 5-monofosfato de oritidina descarboxilasa, una enzima requerida para la biosintesis de
uridina. Se incorpora el inhibidor téxico acido 5-fluoroorético (FOA) a la uridina por las células de tipo silvestre y por
tanto envenena las células. Sin embargo, las células defectivas en el gen pyr4 son resistentes a este inhibidor, pero
requieren uridina para el crecimiento. Por lo tanto, es posible seleccionar cepas mutantes de pyr4 usando FOA. En
la practica, se dispersaron esporas de la cepa RL-P37 de T. reesei sobre la superficie de un medio solidificado que
contenia uridina 2 mg/ml y FOA 1,2 mg/ml. Aparecieron colonias resistentes a FOA espontaneas al cabo de 3 a 4
dias. Se identificaron los mutantes resistentes a FOA que requerian uridina para el crecimiento. Para identificar
aquellos mutantes que tenian especificamente un gen pyr4 defectivo, se generaron protoplastos y se transformaron
con un plasmido que contenia un gen pyr4 de tipo silvestre (Smith, J.L., Bayliss, F.T. y Ward, M. (1991) Curr. Genet
19: 27-33). Después de la transformacion, se sembraron los protoplastos en medio carente de uridina. El crecimiento
posterior de colonias transformadas demostré la complementacion de un gen pyr4 defectivo por el gen pyr4 portado
por plasmido. De este modo, se identifico la cepa GC69 como un mutante de pyr4 de la cepa RL-P37.

2) Construccion de un plasmido disefiado para eliminar el gen que codifica CBHI

Se clond el gen cbhl, que codifica la proteina CBHI, a partir del ADN gendémico de la cepa RL-P37 mediante
hibridacion con una sonda oligonucleotidica disefiada basandose en la secuencia publicada para este gen
(Shoemaker, S, Schweickart, V., Ladner, M., Gelfand, D., Kwok, S., Myambo, K. e Innis, M. (1983) Biotechnology
1:691-696). El gen cbhl reside en un fragmento Pst/ de 6,5 kb y se insertd en el sitio Pst/ de pUC4K (Pharmacia Inc.,
Piscataway, NJ, EE.UU.) reemplazando al gen de resistencia a kanamicina de este vector. Se corté entonces el
plasmido resultante, pUC4K::cbh1, con Hindlll, se aislé el fragmento mas grande y se religs, dando
pUC4K::cbh1AH/H. Este procedimiento retird la secuencia de codificacion de cbh/ completa y aproximadamente 1,2
kb de secuencias flanqueantes 5' y 1,5 kb de 3'. Permanecié aproximadamente 1 kb de ADN flanqueante en cada
extremo del fragmento Pst/ original. Se clon6 el gen pyr4 de T. reesei como un fragmento Hindlll de 6,5 kb de ADN
gendémico en pUCI8, formando pTpyr2 (Smith, J.L., Bayliss, F.T. y Ward, M. (1991) Curr. Genet. 19: 27-33). Se corté
el plasmido pUC4K::cbh1AH/H con Hindlll y se desfosforilaron los extremos con fosfatasa alcalina intestinal de
ternero. Se ligo este ADN con el fragmento Hindlll de 6,5 kb que contiene el gen pyr4, dando pACBHIpyr4.

La digestion de pACBHIpyr4 con EcoRl liberé un fragmento mayor que consistia en las regiones flanqueantes del
locus cbh1 en cada extremo, con el gen pyr4 reemplazando a la secuencia de codificacion de cbh? en el centro. El
unico ADN de este fragmento que no derivaba de T. reesei era un fragmento de 21 pb derivado del sitio de clonacion
multiple de pUC4K.

3) Delecion del gen cbhl de T. reesei.

Se transformaron protoplastos de micelio de la cepa GC69 con plasmido pACBHIpyr4 digerido con EcoRI usando
métodos resumidos por Smith et al., 1991. Se obtuvieron transformantes estables y aquellos de los que se habia
eliminado el gen cbh1 se identificaron como se describe a continuacion.

Se aisl6 el ADN total de los transformantes, se digirié con Pstl, se sometié a electroforesis en gel de agarosa y se
transfirio a un filtro de membrana. Se hibridé entonces el filtro con pACBHIpyr4 marcado con P*y se observo el
patron de hibridacion por autorradiografia. Esta sonda hibridaba con los genes cbh1 y pyr4 nativos en una cepa no
transformada. En un transformante (cepa P37PACBHI), se observo el patron de hibridacion que se predeciria si
ocurriera un evento de integracion cruzada doble. Es decir, el gen cbh1 se habia eliminado por integracion de una
sola copia del fragmento de EcoRI mayor obtenido de pACBHIpyr4 en el locus cbhl de la cepa RL-P37.

Se efectud también el andlisis Southern como anteriormente, excepto que la sonda usada era pintCBHI
radiomarcado. Este plasmido consistia en un vector pUC que contenia un fragmento Bglll de 2 kb del locus cbh? en
la region que se elimind en pUC4K::cbh1AH/H. Este plasmido hibridaba con el locus cbh1 de la cepa GC69, pero no
hibridaba con ADN de la cepa P37PACBHI. Esto confirma que el gen cbh1 se habia eliminado y que el fragmento de
ADN de pUC de pACBHIpyr4 no se habia incorporado por la cepa con delecion.

El analisis de proteinas secretadas por separacion en geles de enfoque isoeléctrico mostré que la proteina CBHI no
se producia por la cepa P37PACBHI.

4) Generacion de un mutante de P37PACBHI nulo de pyr4.

Se dispersaron esporas del transformante (P37PACBHI) del que se habia eliminado el gen cbhl sobre medio que
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contenia FOA. Se obtuvo posteriormente un derivado deficiente en pyr4 de este transformante usando los métodos
descritos en la seccién anterior. Esta cepa deficiente en pyr4 se designd6 P37PACBHIPyr26. El analisis Southern
mostré que habia ocurrido una delecion espontanea cuando se selecciond la cepa P37PACBHIPyr26. Esta delecion
retiraba completamente el gen pyr4 que se habia integrado en el locus cbh1 de la cepa P37PACBHI, asi como el
ADN flanqueante del locus cbh1 mas alla de la extension del fragmento Pst/ de 6,5 kb de ADN gendmico que se
clono originalmente.

5) Construccion de un vector disefiado para eliminar el gen cbh2

El gen cbh2 de T.reesei, que codifica la proteina CBHII, se ha clonado como un fragmento EcoRI de 4,1 kb de ADN
gendmico (Chen et al., 1987, Biotechnology 5: 274-278). Se insertd este fragmento de 4,1 kb entre los sitios EcoRI
de pUC4XL. Este ultimo plasmido es un derivado de pUC (construido por R. M. Berka, Genencor International Inc.)
que contiene un sitio de clonacion multiple con un patrén simétrico de sitios de endonucleasa de restriccion
dispuestos en el orden mostrado aqui: EcoRI, BamHI, Sacl, Smal, Hindlll, Xhol, Bglll, Clal, Bglll, Xhol, Hindlll, Smal,
Sacl, BamHlI, EcoRI. Se construy6 el plasmido pPACBHII, en que se ha retirado una region central de 1,7 kb de este
clon de cbh2, entre un sitio Hindlll (a 74 pb en direccion 3' del sitio de inicio de la traduccion de CBHII) y un sitio Clal
(a 265 pb en direccion 3' del ultimo codén de CBHII) y se ha reemplazado por un fragmento de ADN HindllI-Clal de
1,6 kb que contiene el gen pyr4 de T. reesei obtenido como sigue. Se escindio el gen pyr4 de T. reesei de pTpyr2 en
un fragmento Nhel-Sphl de 1,6 kb y se insertd entre los sitios Sphl y Xbal de pUC219 (derivado de pUC119
mediante expansion del sitio de clonacion multiple para incluir los sitios de restriccion para Bglll, Clal y Xhol; Wilson
et al., 1989, Gene 77: 69, 78), creando p219M (Smith et al., 1991, Curr. Genet. 19: 27-33). El gen pyr4 pudo retirarse
entonces como un fragmento HindllI-Clal que tiene 7 pb de ADN en un extremo y 6 pb de ADN en el otro extremo
derivado del sitio de clonacion multiple de pUC219 e insertado en los sitios Hindlll y Clal del gen cbh2, formando el
plasmido pPACBHII.

La digestion de este plasmido con EcoRlI liberd un fragmento que tenia 0,7 kb de ADN flanqueante del locus cbh2 en
un extremo, 1,7 kb de ADN flanqueante del locus cbh2 en el otro extremo y el gen pyr4 de T reesei en el medio. El
unico ADN de este fragmento que no derivaba de T. reesei eran los fragmentos de 6 pb y 7 pb del sitio de clonacion
multiple de pUC219 en cada extremo del gen pyr4.

6) Delecion del gen cbh2 de la cepa P37PACBHIPyr26

Se generaron protoplastos de la cepa P37PACBHIPyr26 y se transformaron con pPACBHII digerido con EcoRI
segun los métodos resumidos en 3 anteriormente. Se cultivaron los transformantes estables en matraces agitados y
se examind la proteina en los sobrenadantes de cultivo por enfoque isoeléctrico. Se identificd un transformante
(designado P37PAACBH67) que no producia ninguna proteina CBHII (ni CBHI).

Se extrajo ADN de la cepa P37PAACBH67, se digirid con EcoRI y Asp718, y se sometid a electroforesis en gel de
agarosa. Se transfirio el ADN de este gel a un filtro de membrana y se hibridé con pPACBHII marcado con *P. Se
observé el fragmento EcoRI de 4,1 kb que contiene el gen cbh2 de tipo silvestre en el ADN de una cepa de control
no transformada. En contraposicion, en la cepa P37PAACBH67, se eliminaba la banda uUnica de 4,1 kb y se
reemplazaba por dos bandas de aproximadamente 0,9 y 3,1 kb. Este es el patron esperado si se habia integrado
una unica copia del fragmento de EcoRI mayor de pPACBHII precisamente en el locus cbh2 y eliminado el gen cbh2.

Se digirieron también las mismas muestras de ADN con EcoRl y se efectud el analisis Southern como anteriormente.
En este ejemplo, la sonda era pIntCBHII marcado con p_ Este plasmido contiene una porcién de la secuencia de
codificacion del gen cbh2 de la que se elimind ese segmento de ADN de cbh2 en el plasmido pPACBHII. No se
observé hibridacion con ADN de la cepa P37PACBHG67, confirmando que el gen cbh2 estaba eliminado y que no se
habia incorporado el fragmento del plasmido pUC de pPACBHII por esta cepa.

7) Seleccion de un mutante nulo de pyr4 de la cepa P37PACBH67.

Se dispersaron esporas del transformante (P37PAACBH67), que habia eliminado ambos genes cbhl y cbh2, sobre
medio que contenia FOA. Se obtuvo posteriormente un derivado deficiente en pyr4 de este transformante usando los
métodos descritos en la seccién 1 anterior. Esta cepa deficiente en pyr4 se designé P37PAACBH67Pyr 1. El analisis
Southern mostré que habia ocurrido una delecién espontanea cuando se selecciond la cepa P37PAACBH67Pyr 1.
Esta delecion eliminaba completamente el gen pyr4 que se habia integrado en el locus cbh2 de la cepa
P37PACBHG67, asi como el ADN flanqueante del locus cbh2 mas alla de la extension del fragmento EcoRI de 4,1 kb
de ADN gendmico que se cloné originalmente. Los fragmentos cortos (6 pb y 7 pb) de ADN derivado del sitio de
clonacién multiple de pUC219 que estaban presentes en cualquier extremo del gen pyr4 se habrian retirado también
del genoma por esta delecion.

8) Construccion de un plasmido disefiado para desestabilizar el gen egl2

Se ha clono el gen egl2, que codifica EGII (al que se hace referencia anteriormente como EGIII por algunos) a partir
de T. reeseiy se publico la secuencia de ADN (Saloheimo et al., 1988, Gene 63: 11-21). Se obtuvo el gen de la cepa
RL-P37 como un fragmento Pstl-Xhol de aproximadamente 4 kb de ADN gendmico insertado entre los sitios Pstl y
Xhol de pUC219. Se insert6 el gen pyr4 de T. reesei, presente en un fragmento Sall de 2,7 kb de ADN gendmico
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obtenido a partir de pTpyr2, en un sitio Sall en la secuencia de codificacion de EGII, creando el plasmido pEGII::P-1.
Esto dio como resultado la desestabilizacion de la secuencia de codificacion de EGII pero sin delecion de ninguna
secuencia. El plasmido, pEGII::P-1, puede digerirse con Hindlll y BamHI, procurando un fragmento lineal de ADN
derivado exclusivamente de T. reesei excepto por 5 pb en un extremo y 16 pb en el otro extremo, ambos derivados
del sitio de clonacion multiple de pUC219.

9) Desestabilizacion del gen egl2 de la cepa P37PACBH67Pyr 1.

Se transformé la cepa P37PAACBH67Pyr1 con pEGII::P-1, que se habia digerido anteriormente con Hindlll y
BamHI, y se seleccionaron transformantes estables. Se aislo el ADN total de transformantes y se uso el analisis
Southern para identificar las cepas en que se habia integrado el fragmento de ADN de plasmido que contenia los
genes pyr4 y egl2 en el locus egl2 y consiguientemente desestabilizado la secuencia de codificacién de EGII. Se
efectud el andlisis Southern usando como sonda un fragmento Pst/ de aproximadamente 4 kb de ADN de T. reesei
que contenia el gen egl2. Cuando se digirié el ADN aislado de la cepa P37PA67P™1 con Pstl para analisis Southern,
se visualizé posteriormente el locus egl2 como una Unica banda de 4 kb en la autorradiografia. Sin embargo, para un
transformante con desestabilizacion del gen egl2, esta banda se perdia y se reemplazaba por dos nuevas bandas
como se esperaba. Cuando el ADN se digirié con Bglll o EcoRV, el tamafio de la banda correspondiente al gen egl2
aumentd en tamafio aproximadamente 2,7 kb (el tamafio del fragmento de pyr4 insertado) entre la cepa
P37PAA67P 1 no transformada y el transformante con desestabilizacion de egl2. Este ultimo transformante, con
delecion ahora de los genes cbhl, cbh2 y egl2, se designé como cepa B31. El analisis Southern adicional confirmé
que el fragmento de ADN de pUC de pEGII::P-1 no se incorporaba en esta cepa.

10) Seleccién de un mutante nulo de pyr4 de la cepa B31.

Se dispersaron esporas del transformante (B31), que tenia delecion de los genes cbhl, cbh2 y egl2, sobre medio que
contenia FOA. Se obtuvo posteriormente un derivado deficiente en pyr4 de este transformante usando los métodos
descritos en la seccion 1 anterior. Esta cepa deficiente en pyr4 se designé B31P6. El analisis Southern mostré que
habia ocurrido una delecidon espontanea cuando se selecciond la cepa B31P6. Esta delecion retiraba la mayoria del
gen pyr4 que se habia integrado en el locus egl2 de la cepa B31, pero no se extendia al ADN flanqueante del locus
egl2.

11) Construccién de un plasmido disefiado para eliminar el gen egl1

Se clond el gen egl1 de T. reesei y se publicd la secuencia de ADN del gen (Penttila et al., 1986, Gene 45; 253-263;
van Arsdell et al., 1987, Biotechnology 5: 60-64). Se obtuvo este gen de la cepa RL-P37 de T. reesei como un
fragmento Hindlll de 4,2 kb de ADN gendmico insertado en el sitio Hindlll de pUC100 (un derivado de pUC18 con un
oligonucledtido insertado en el sitio de clonacion multiple que afade sitios de restriccion para Bglll, Clal y Xhol),
dando pUCEGI. Se retiré un fragmento EcoRV de aproximadamente 1 kb que se extiende desde una posicién
cercana la mitad de la secuencia de codificacion de EGI hasta una posicion mas alla del extremo 3’ de la secuencia
de codificacién y se reemplazé por un fragmento Scal de 3,5 kb de ADN de T. reesei que contenia el gen pyr4
obtenido a partir de pTpyr2. El plasmido resultante se llamé pPAEGI

El plasmido pPAEGI podia digerirse con Hindlll, liberando un fragmento de ADN que comprende solo ADN
gendmico de T. reesei que tiene un segmento del gen egl1 en cada extremo y el gen pyr4, que reemplaza a parte de
la secuencia de codificacion de EGI, en el centro.

12) Delecion del gen eal1 en la cepa B31P6.

Se construyeron dos formas de pPAEGI que diferian solo en la orientacion del gen pyr4 con respecto a las regiones
flanqueantes de egl/1. Se transformoé la cepa B31P6 con una mezcla de ambas formas del plasmido después de
digerir con Hindlll. Se extrajo el ADN total de transformantes estables, se digirié con Hindlll y se sometié a analisis
Southern. La sonda usada era pUCEGI radiomarcado. Se observé hibridacion con un fragmento de 4,2 kb de ADN
de la cepa B31P6 que representa el gen egl/1 no eliminado. Se identificé un transformante (cepa 1A52) en que estos
4,2 kb no estaban ya presentes sino que se habian reemplazado por un fragmento de aproximadamente 6,8 kb. Este
es el patrén esperado si el fragmento Hindlll mayor de pPAEGI se habia integrado precisamente como se predice en
el locus egl1, conduciendo a la delecion de parte de la secuencia de codificacion de EGI y la insercion de pyr4 en
esta posicion. Usando un plasmido pUC como sonda para analisis Southern, se confirmé que el fragmento de ADN
de pUC de pPAEGI no se habia incorporado a la cepa 1A52

Puede modificarse la cepa 1A52 de T.reesei para formar una célula de T.reesei utilizable en la presente invencion.
Ejemplo 11- Protocolos de ensayo

Ensayo de actividad hidrolizante de triacilglicerol (clasificada como E.C. 3.1.1.3) ensayos de LIPU/LUSol de actividad
hidrolizante de Triacilglicerol

Se lleva a cabo la determinaciéon de la actividad lipasa en LIPU mediante la enzimacién de una emulsién de
tributilglicerol. La hidrdlisis enzimatica de los lipidos libera acidos grasos libres. Mediante la valoracién continua del
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acido graso libre liberado, se determina la actividad lipasa por el consumo de base. 1 LIPU (unidad lipidica) (también
llamada 1 unidad en la presente memoria) se define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de acido graso
libre por minuto en las condiciones de ensayo dadas.

Se disolvieron las muestras enzimaticas en agua desmineralizada. El valorante era NaOH 0,05 M. El sustrato era
una emulsion homogeneizada de tributiringlicerol al 5% (v/v) (Merck, n° de articulo 101958), goma arabiga al 0,10%
(p/v) (Sigma, n® de articulo G9752), glicerol al 7,5% (p/v) (Merck, n° de articulo 1.04092), NaCl 51 mM (p.a. Merck, n°
de articulo 1.06404), KH,PO,4 0,50 mM (p.a. Merck, n° de articulo 1.04873). El pH de la reaccién era de 5,5 y la
temperatura de reacciéon era de 30°C. Se anadié una muestra de 2,00 ml a 25,0 ml de sustrato aclimatado a la
temperatura de reaccion. Se calculé la actividad a partir de la pendiente de una curva de valoracién lineal que
representa el consumo de valorante frente al tiempo de reaccion.

Los sustratos usados eran tributirina (Lipu) y aceite de girasol (LUSol).

Ensayo de DGGR de actividad hidrolizante de triacilglicerol

Se uso este ensayo para medir la lipasa de Thermomyces lanuginosus expresada en Trichoderma.
Los sustratos y tampones usados en este ensayo fueron los siguientes:

Ester 6-metilresorufinico del acido 1,2-di-O-lauril-rac-glicero-3-glutarico 3,32 mM disuelto en DMSO (sustrato, 2,5
mg/ml).

Se somete a sonicacion una solucion madre consistente en 50 mg de sustrato afiadidos a 20 ml de DMSO, se toman
alicuotas y se almacenan a -80°C hasta el uso. El tampdn usado es HEPES 0,5 M pH 8 + 1028 ppm (60 gpg) de
dureza de agua de Ca:Mg 3:1 (véase CAM300) y goma arabiga al 4%. Se usa solucion madre de enzima lipasa (1
mg/l) como patrén. Para el ensayo, se preparan 50 ml de tampo6n de ensayo afiadiendo 5 ml de HEPES + dureza 'y
25 ml de goma arabiga al 4% a 10 ml de agua. Se incuba el tampo6n de ensayo a la temperatura de ensayo deseada
(tipicamente 25°C). Se afiaden muestras enzimaticas de 10 ul a placas de 96 pocillos a la temperatura de ensayo.
Se recomiendan 1-10 ppm de enzima activa en la muestra. Para mejores resultados, se ajusta la concentracion
desconocida a £2 veces la actividad del patron.

Se determina la velocidad de fondo (sin enzima, concretamente tampon de ensayo). Se afiaden 10 ml de sustrato
DGGR 3,32 mM en DMSO a tampodn de ensayo y se mezclan bien usando un voértex. Se afaden inmediatamente
200 ul de sustrato en tampo6n de ensayo a las muestras enzimaticas en microplacas desde un depdsito de reactivo
usando una pipeta multicanal. Se mezcla bien la placa de microvaloracion y se transfiere inmediatamente a un lector
de placas. Se mide la DO a 580 nm durante hasta 10 min a la temperatura de ensayo deseada (tipicamente 25°C).
Se hace el calculo de la actividad enzimatica restando la velocidad de fondo de la desconocida y del patron para
obtener las velocidades diferenciales. Se determina la relacién de las velocidades diferenciales para desconocido a
patrén y se multiplica por la concentracion del patron. Se incluyen en el calculo todas las diluciones.

Concentracion desconocida= (velocidad desconocida x concentracion del patrén) / velocidad del patron.

Determinacion de la actividad lipasa de triacilglicérido: ensayo basado en triglicérido (tributirina) como sustrato
(LIPU):

Se mide la actividad lipasa basada en tributirina seguin el “Food Chemical Codex”, 42 edicion, National Academy
Press, 1996, pag. 803, con las modificaciones que la muestra se disuelve en agua desionizada en lugar de tampdn
de glicina y el punto de ajuste del peachimetro es 5,5 en lugar de 7.

1 LIPU se define como la cantidad de enzima que puede liberar 1 mol de acido butirico por minuto en condiciones de
ensayo.

Ensayo de actividad fosfolipasa
Actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32)
Actividad fosfolipaa A2 (E.C. 3.1.1.4)
Actividad fosfolipasa B (E.C. 3.1.1.5)
Sustrato

Se disuelven 1,75% de L-fosfatidilcolina de planta al 95% (441601, Avanti Polar Lipids), 6,3% de Triton X-100 (n°
T9284, Sigma) y CaCl; 5 mM en tampon HEPES 50 mM pH 7,0.

Procedimiento de ensayo

Se diluyeron las muestras, calibracion y control en HEPES 10 mM pH 7,0 y 0,1% de Triton X-100 (n°® T9284, Sigma).
Se llevé a cabo el analisis usando un autoanalizador Konelab (Thermo, Finlandia). Se realizé el ensayo a 30°C. Se
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termostatizaron 34 pl de sustrato durante 180 s, antes de afiadir una muestra de 4 pl. La enzimacion duré 600 s. Se
midio la cantidad de acido graso libre liberada durante la enzimacion usando el kit NEFA C (999-75406, WAKO,
Alemania). Se afiadieron 56 pl de NEFA Ay se incubd la mezcla durante 300 s. Después, se anadieron 113 pl de
NEFA B y se incubd la mezcla durante 300 s. Después, se afiadieron 113 ul de NEFA B y se incub6 durante 300 s.
Se midié entonces la DO a 520 nm. Se calculd la actividad enzimatica LATU (umol de FFA/min-ml) basandose en
una preparacion enzimatica patron.

Ensayo de actividad glicolipasa (galactolipasa)
Sustrato

Se disolvieron 1,75% de didalactosildiglicérido (DGDG, purificado de lipidos de trigo), 6,3% de Triton X-100 (n°
T9284, Sigma) y CaCl; 5 mM en tampon HEPES 50 mM pH 7,0.

Procedimiento de ensayo

Se diluyeron muestras, calibracién y control en HEPES 10 mM pH 7,0 y 0,1% de Triton X-100 (n° T9284, Sigma). Se
llevé a cabo el analisis usando un autoanalizador Konelab (Thermo, Finlandia). Se realizd el ensayo a 30°C. Se
termostatizaron 34 pl de sustrato durante 180 s, antes de afiadir 4 pl de muestra. La enzimacién duré 600 s. Se
midi6 la cantidad de acido graso libre liberada durante la enzimacion usando el kit NEFA C (999-75406, WAKO,
Alemania). Se afiadieron 56 pl de NEFA A y se incubd la mezcla durante 300 s. Después, se anadieron 113 pl de
NEFA B y se incubd la mezcla durante 300 s. Después, se afiadieron 113 pyl de NEFA B y se incubd la mezcla
durante 300 s. Se midié entonces la DO a 520 nm. Se calculé la actividad enzimatica de GLU-K (umol de
FFA/min-ml) basandose en una preparacion enzimatica patron.
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Ser
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Ala

RAsp
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Asn

Cys

Leu

Thr

Asn
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Cys

Ala

Gly

Ala
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Glu

Asn

Pro

Thr

Asn
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Trp

Thr
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Asn
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Lys

Ile
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Asp

Phe
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Asp
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Pro
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Phe
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val

Leu

Phe

Lys

Glu

Gly

Val

Leu

120

Val

Thr

Leu

Rla

25

Ala

Asp

Ala

Gly

Val

105

Asp

His

Ser

Leu

10

Val

Gln

Ser

Ser

Thr

90

Ala

Phe

Thr

Lys

39

Thr

Arg

Trp

Asn

Thr

15

Ala

Phe

Ile

Gly

Ile
155

Aia

Ser

Ser

Leu

60

Thr

Gly

Arg

Leu

Phe

140

Lys

Leu

val

Ala

45

Thr

Met

Phe

Gly

Glu

125

Trp

Ser

Ala

Ser

30

Ala

Cys

Leu

Leu

Ser

110

Asp

Lys

Bla

Ala

15

Thr

Ala

Thr

Leu

Ala

95

Ser

Asn

Ala

Met

Leu

Ser

Tyr

Ala

Glu

80

Ala

Thr

Asp

Trp

Ser
160



Thr Tyr Ser Giy Tyr
165

Ala Leu Ala Thr Leu
180

Val Glu Leu Tyr Thr
185

Ala Glu His Ile Thr
210

His Leu Asn Asp Ile
225

Ser Gln Pro Ser Pro
245

Val Thr Alaz Ser Asp
2690

Gly Asn Ala Gly Glu
215

Phe Phe Ala Ile Ser
290

<210> 2
<211> 270
<212> PRT

Thr

Gly

Tyx

Ser

Val

230

Glu

ile

Ala

Glu

<213> Aspergillus tubingensis

<400> 2

Ser Val Ser Thr Ser
1 5

Ser Ala Ala Ala Tyr
20

Leu Thr Cys Thr Ala
35

Thr Met Leu Leu Glu
50

Gly Phe Leu Ala Ala
65

Thr

Cys

Asn

Phe

Asp
70

Leu

Ala

Gly

Gln

215

Pro

Tyr

Glu

Thr

Cys
295

Leu

Ser

Ala

Asp

55

Asn
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Tyr

Thr

Cys

200

Gly

Arqg

Trp

Val

Val

280

Leu

Asp

Asn

Cys

40

Leu

Thr

Phe

Val

185

Pro

Ser

Val

Ile

Ile

265

Ser

Leu

Giu

Asn

25

Pro

Thr

Asn

Thr

170

Leu

Arg

Gly

Pro

Thr

250

Glu

Val

Leu

10

Ile

Ser

Asn

Lys

40

Gly

Arg

Ile

Ala

Pro

235

Ser

Gly

Val

Gln

Asp

Val

Asp

Arg
75

His

Asn

Gly

Asn

220

Met

Gly

ile

Bla

Leu

Ser

Glu

Phe

60

Leu

Ser

Asp

Asn

205

Phe

Asp

Asn

Asn

His
285

Phe

Lys

Glu

45

Gly

Val

Leu

Gly
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Tyr

Arg

Phe

Gly

Ser

270

Leu

Bla
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Val

Gly
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Tyx
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Thr

Trp

Gln
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Ser

Thr

Ala
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Ser
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Phe
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Ala

Tyr

Trp

Asn
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Ala

Phe
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Arg Gly Ser Ser Thr Ile Glu Asn

85

Leu Glu Asp Asn Asp Asp Leu Cys

100

Phe Trp Lys Ala Trp Glu Ser Ala

115

120

Lys Ser Ala Met Ser Thr Tyr Ser

130

135

His Ser Leu Gly Gly Ala Leu Ala
145 150

Asn Asp Gly Tyr Ser Val Glu Leu

165

Gly Asn Tyr Ala Leu Ala Glu His

180

Asn Phe Arg Val Thr His Leu Asn

185

200

Met Asp Fhe Gly Phe Ser Gln Pro

210

215

Gly Asn Gly Ala Ser Val Thr Ala
225 230

Ile Asn Ser Thr Ala Gly Asn Ala

245

Ala His Leu Trp Tyr Phe Phe Ala

260

<210> 3

<211> 1045

<212> ADN

<213> Aspergillus tubingensis
<400> 3

atgttctetyg gacggtttgg
ccggeaccge ttgctgtgeg
tgaagggtga ataggtgtcet
gtectgecgea gettattget

ggccaacgec tgtccatcag

agtgettttg
gagtaggtgt
cgacitccac

cgaataatat

tcgaggagge

Trp

Thr

105

Ala

Gly

Thr

Tyr

Ile

185

Asp

Ser

Ser

Gly

Ile
265

Ile

90

Gly

Asp

Tyr

Leu

Thr

170

Thr

Ile

Pro

Asp

Glu

250

Ser

Ala

Cys

Glu

Thr

Gly

155

Tyr

Ser

Val

Glu

Ile

235

Bla

Glu

acagcgettg

gcccgatgty

gttggatgag

cgactcgaaa

cagtaccacg

41

Asn Leu

Lys Val

Leu Thr
125

Leu Tyr
140

Ala Thr

Gly Cys

Gin Gly

Pro Arg

205

Tyr Trp

220

Glu val

Thr Val

Cys Leu

ABsp Phe Ile
95

His Thr Gly
110

Ser Lys Ile

Phe Thr Gly

Val Leu Arg
160

Pro Arg Ile
175

Ser Gly Ala
190

Val Pro Pro

Ile Thr Ser

Ile Glu Gly
240

Ser Val Val
255

Leu
270

ctygcgectggg tgctgecgeg

agatggttgg atagcactga

ttgcaattgt tcgcgcaaty

gactccaact tgacatgcac

atgcetgetgg agttcgacct

60
120
180
240

300



gtatgtcact
gaggcacage
ggggaagcag
acgacctctg
ccgacgaact
acttcaccgg
atgacggata
ttectgacagt
gcatatcacc
cceeccgggtg
cagtggcaat
aacggcgygga
tgcgattice
<210> 4
<211> 964

<212> ADN
<213>

<400> 4

agtaggtgtg
gacttccacg
gaataatatc
cgaggaggcc
catagagcac
ccgeggacaa
actggattge
aggtccatac
tcaagtctge
gcggegeatt
tggtgagtce
ctatggatgt
tggggccaac
ctttggatic
cacggegteog

agcaacggtg
ataa

cagatcgeag
cggtttcoctg
cacgattgag
caccggctgc
gacgagcaag
gcacagtttg
tagegttgag
caatagtaca
agtcaggygat
ccaccecatgy
ggagccagtyg
aatgcaggcg

gagtgcctagce

Aspergillus tubingensis

ccecgatgtga
ttggatgagt
gactcgaaag
agtaccacga
agctaatttg
caccaacaag
taatcttgac
tggtttctgg
gatgagcacg
ggctacgctyg
ttcacaaaqgyg
cctecgaatcey
ttcecgtgtta
agtcagccaa

gatatcgaag

agcgtigtgg
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acatagagca
gcocgoggaca
aactggattg
aaggtccata
atcaagtctg
ggcggegeat
ctggtgagtc
cctatggatg
ctggggcceaa
actttggatt
tcacggegte
aagcaacgygt

tataa

gatggttgga
tgcaattgtt
acteccaactt
tgctgctgga
aacaggacga
cggetegtgg
ttecatcctgg
aaggcatggg
tattcggget
ggagcgacayg
tgatggagcyg
gaaactatgc
cacacttgaa
gtcecggaata
tcatcgaggg

ctcacttgtyg

cagctaattt
acaccaacas
ctaatcttga
ctggtttetg
cgatgagcac
tggctacget
cttcacaaag
tcetegaatc
ctteegtgty
cagtcagcea

ggatatcgaa

gagcgttgtg

tagcactgat
cgecgeaatgg
gacatgcacyg
gttcgacctyg
acgactttgg
tegeetteeg
aagataacga
agtccgetge
ataccctata
ttctgcgaaa
acaatcgggt
gctggctgag
cgacatcgte
ctggatcacce
aatcaattca

gtacttittt

42

gaacaggacg
gcggetegtg
cttecatcecctg
gaaggcatgg
gtattcggge
gggagcgaca
gtgatggagc
ggaaactatyg
acacacttga
agtceggaat
gtcatcgaqgg

gctcacttgt

gaagggtgaa
tctgeecgeag
gccaacgect
tatgtcactc
aggcacagcce
gggaagcage
cgacctcetge
cgacgaactqg
cttcaccggg
tgacggatat
tetgacagte
catatcacca
cceccgggtge
agtggcaatyg
acggcgggaa

gcgatticeg

aacgactttg
gtegecttce
gaagataacyg
gagtccgctg
tataccctat
gttctgcgaa
gacaatcggg
cgctggcetga
acgacatcgt
actggatcac
gaatcaattc

ggtacttttt

taggtgtectc
cttattgcte
gtccatcagt
agatcgcaga
ggtttectgg
acgattgaga
accggectgea
acgagcaaga
cacagtttgg
agcgttgagce
aatagtacac
gtcagggatce
cacccatgga
gagccagtgt
atgcaggega

agtgcctget

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1045

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

960
964



<210> 5

<211> 2236
<212> ADN
<213>

<400> 5

cagccacttyg
ttgtcactca
gtcatggcac
cgcacaaccy
aagatgtttyg
ttgatctget
ggecectttc
tgttgaatig
ggactaacga
ttggageaat
agttttgttt
ggcaacaaga
aacctgtyggg
gtcgeatcta
ttctagegag
aatcatggeg
cccgaaaaaa
cattgagttyg
accccaccte
tcactattaa
tgegatgtgt
gttatccgaa
daaggttecac
aatgcagcat
gaagtcatat
ccaacggett

tecactcagtc

Trichoderma reesei

cagtccegtg
agcaccccca
tgttctcaaa
catgatatag
cgatctaaca
ggtaaactcyg
ggtatactgc
tttgtgttgg
ctaccgtgea
gtgggacttt
cggctacggt
ggcecagagac
gtatatatct
aatactccga
cggctaaatt
ttecattett
ctcggagatt
cctegacggt
ttecteaacct
cccagactga
aatttgcetg
ctectgctegt
ggcaagggaa
cactggaaaa
accagceggcet
gtggggttge

caatctcage
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gaattctcac
acctccatta
tagattgggy
ggteggeaac
tccaggaacc
tattcgceeet
gtgtgtcttc
agtccgaget
cctgcatcat
gatggtcatc
gaagaactgg
aatctattca
agagttgtga
agctgcigeg
agcatgaaag
cgacaagcaa
cctaagtage
tgcaatgcag
ttggegttte
ccggacgtgt
cttgaccgac
agaggcatgt
accaccgata
tacaaaccaa
aataattgta
agaagcaacg

tggtgatecce

ggtgaatgta
cgcctceceee
agaagttgac
ggcaaaaaag
tggatacatc
aaaccgaagt
tctaggtgee
gtaactacct
gtatataata
azacaaagaa
atacttgttg
aacaccaagc
agtcggtaat
aacccggaga
gctatgagaa
agecgttcegt
gatggaaccg
gggtactgag
cctgattcag
tttgececctte
tggggetgtt
tgtgaatctg
gcagtgtcta
tggctaaaag
caatcaagtg
gcaaageecece

ccaattgggt
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ggeccttitgt
atagagttcc
ttcocgeeoceag
cacgtggctc
catcatcacg
gcgtggtaaa
attcttttece
ctgaatctct
gtgatcctga
cgaagacgcce
tgtcetictgt
ttgectetttt
ccegetgtat
atcgagatgt
attctggaga
cgcagtagca
gaataatata
cttggacata
cgtacccgta
atttggagaa
cgaagcccoga
tgtcgggcag
gtagcaacct
tacataagtt
gctaaacgta
acitccccac

cgcttgtityg

agggtaggaa
caatcagtga
agctgaaggt
accgaaaagc
cacgaccact
fctacacgtg
cttecctetag
ggagaatggt
gaaggggggt
tcttittgeaa
gtatttttgt
gagctacaag
agtaatacga
gctggaaagc
cggecttgttyg
ggcactcatt
ataggcaata
actgttccgt
caagtcgtaa
ataatgtcat
atgtaggatt
gacacgcctc
gtaaagccgc
aatgcctaaa
ccgtaatttg
gtttgtttot

ttceggtgas

60
120
180
240
300
366
420
480
540
600
660
720
180
840
90C
960

1620
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



gtgaaagaag
gtyatggaag
tatcgtgtaa
gtggtccata
ctaagatctc
atgcaaagtg
ataggcaaat
acaatagccg
tgtgtatata
actcagatee

ccatcacaag

acagaggtaa
acagtgaaat
ggaggtttgt
ttgaaatgta
gyggcectegy
tggtaggatc
gticaggggc
ataaagatag
taaaggttcg
tcecaggagac

tttgta
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gaatgtctga
gttgacattc
ctgccgatac
aagtcggcac
gcctteggec
gaacacactg
cactgcatgg
cctcattaaa
aggtccgtge

ttgtacacca

cteggageqgt
aaggagtatt
gacgaatact
tgaacaggca
tttgggtgta
ctgcetttac
tttcgaatag
cggaatgage
ctcececteatg

tcttttgagg
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tttgcataca
tagccaggga
gtatagtcac
amagatigag
catgtttgtg
caagcagcetg
aaagagaage
tagtaggcaa
ctctceecat

cacagaaacc

accaagggca
tgcettgagtyg
fttctgatgaa
ttgaaactgce
ctcecgggcaa
agggtatgtyg
ttagccaaga
agtcagcgaa
ctactcatca

caatagtcaa

1680

1740

1800C

1860

1820

is8a

2040

2100

2160

2220

2236
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccién de una enzima lipolitica que comprende las etapas de:
(i) proporcionar una célula de Trichoderma reesei transformada o transfectada que comprende

a) al menos una secuencia nucleotidica heterdloga que codifica una enzima lipolitica que comprende una
secuencia aminoacidica mostrada como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 o una secuencia aminoacidica que tiene
al menos un 40% de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 1 0 2; y/o

b) al menos una secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende la secuencia nucleotidica mostrada como SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4; y/o

c) al menos una secuencia nucleotidica heterdloga que codifica una enzima lipolitica, en la que la secuencia
nucleotidica comprende una secuencia nucleotidica que hibrida con las SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 o una
secuencia nucleotidica que tiene al menos un 40% de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO: 4 o el complemento de una cualquiera de las mismas en condiciones rigurosas y,

(i) cultivar la célula en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o secuencias nucleotidicas
heterdlogas que codifican dicha enzima lipolitica; y

(iii) elevar el pH al final de la fermentacion a un pH por encima del pH de las condiciones de cultivo en la etapa (ii).

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia nucleotidica heteréloga comprende ademas una
secuencia promotora, siendo dicha secuencia promotora una secuencia promotora de celobiohidrolasa.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que se produce la enzima lipolitica en una
cantidad de al menos 20 g/litro de sobrenadante de cultivo.

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que se prepara la célula de Trichoderma
reesei mediante transformacion o transfeccion de una célula de Trichoderma reesei con la secuencia nucleotidica.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se proporciona la célula de
Trichoderma reesei transformandola con o se transforma con la secuencia nucleotidica usando transformacion
biolistica.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la célula de Trichoderma reesei
comprende uno o mas genes suprimidos que codifican una enzima o enzimas no lipoliticas, preferiblemente dos o
mas genes suprimidos que codifican enzimas no lipoliticas, preferiblemente tres o mas genes suprimidos que
codifican enzimas no lipoliticas, preferiblemente cuatro genes suprimidos que codifican enzimas no lipoliticas.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que al menos uno o cada uno de los genes suprimidos que
codifican enzimas no lipoliticas es un gen suprimido que codifica una celulasa.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que después de la expresion de la
secuencia nucleotidica, se retira la célula de Trichoderma reesei del medio en que se ha secretado la enzima, y
opcionalmente se concentra entonces el medio exento de células.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que se eleva el pH del medio en que se
secreta la enzima después de un periodo de tiempo, procurando niveles suficientes de la enzima secretada y antes
del aislamiento y/o purificacion y/o concentracion de la enzima.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que se llevan a cabo las siguientes
etapas en el medio en que se ha secretado la enzima de la presente invencién después del cultivo de la célula:
ajuste del pH del medio, dilucién del medio con agua, separacion de la célula o células del medio, concentracion del
medio en el que dicho medio esta exento de células y opcionalmente granulacion de dicho medio en el que dicho
medio esta exento de células.

11. Un método de produccion de una enzima lipolitica que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una célula de Trichoderma reesei transformada o transfectada que comprende al menos una
secuencia nucleotidica heteréloga que codifica una enzima lipolitica;

(i) cultivar la célula a un pH de 4 a pH 5,5 en condiciones que permitan la expresion de dicha secuencia o
secuencias nucleotidicas heterélogas que codifican dicha enzima lipolitica;

(iii) aislar, purificar o concentrar la enzima en un medio de un pH de 5,5 a pH 6,5.
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FIGURA 1
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FIGURA 2

Proporcionar una célula de Trichoderma reesei
transformada o transfectada que comprende al menos una
secuencia nucleotidica heterdloga que codifica una enzima
lipolitica

Cultivar la célula en condiciones que permitan la
expresion de dicha secuencia o secuencias
nucleotidicas heterdlogas que codifican dicha
enzima lipolitica

47



ES 2616057 T3

FIGURA 3
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FIGURA 5

FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8

Hospedador de expresién % de aumento del rendimiento de lipasa 3
1. Aspergillus tubigensis 100

2 Pichia pastoris 570

3. Hansenula polymorpha 850

4, Trichoderma reesei 4200

5. Trichoderma reesei B570
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FIGURA 9
Bam HI Hind lll Sac
— A A —
MBEBMEMB E

MW

KB

9,1 __.

g1

71—

51 .

50 ——

40

30

20

1,6

52



ES 2616057 T3

FIGURA 10

|l UFC 20080380 de lipasa 3 frente a caldos de 20080424/0426/0427
Comparacion de patrones de proteina lipasa

'UFC de 20080380 188 nang gaos 0427 . UFC de 20080380
bruto desal. bruto desal.
spx 28X 98 BX  BX X 50X 25X
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FIGURA 11a

FIGURA 11b
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18
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FIGURA 19
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