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DESCRIPCION

Composiciones y métodos que comprenden variantes de celulasa con afinidad reducida para materiales no
celuldsicos

lll. CAMPO

[0001] La presente exposicion se refiere a enzimas y, en concreto, a variantes de celulasa. Asimismo, se
describen acidos nucleicos que codifican las variantes de celulasa, composiciones que comprenden las variantes
de celulasa, métodos de identificar variantes de celulasa Utiles adicionales y métodos de utilizar las
composiciones.

IV. ANTECEDENTES

[0002] La celulosa y la hemicelulosa son los materiales vegetales producidos por fotosintesis mas abundantes.
Pueden ser degradados y utilizados como fuente de energia por numerosos microorganismos (p. €j., bacterias,
levaduras y hongos) que producen enzimas extracelulares capaces de hidrolizar los sustratos poliméricos en
azucares monoméricos (Aro et al., J Biol Chem, 276: 24309-24314, 2001). Puesto que se acercan los limites de
los recursos no renovables, el potencial de la celulosa para convertirse en un importante recurso de energia
renovable es enorme (Krishna et al., Bioresource Tech, 77: 193-196, 2001). La utilizacion efectiva de la celulosa
a través de procesos bioldgicos es un enfoque para superar la escasez de alimentos, piensos y combustibles
(Ohmiya et al., Biotechnol Gen Engineer Rev, 14: 365-414, 1997).

[0003] Las celulasas son enzimas que hidrolizan celulosa (enlaces de glucano beta-1,4 o beta D-glucosidicos)
dando lugar a la formacién de glucosa, celobiosa, celooligosacaridos y similares. Tradicionalmente, las celulasas
se han dividido en tres clases principales: endoglucanasas (EC 3.2.1.4) ("EG"), exoglucanasas o
celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) ("CBH") y beta-glucosidasas ([beta]-D-glucésido glucohidrolasa; EC 3.2.1.21)
("BG"). (Knowles et al., TIBTECH 5: 255-261, 1987; y Schulein, Methods Enzymol, 160: 234-243, 1988). Las
endoglucanasas actian principalmente en las partes amorfas de la fibra de celulosa, mientras que las
celobiohidrolasas son también capaces de degradar celulosa cristalina (Nevalainen y Penttila, Mycota, 303-319,
1995). Por consiguiente, es necesaria la presencia de una celobiohidrolasa en un sistema de celulasas para la
solubilizacion eficaz de la celulosa cristalina (Suurnakki et al., Cellulose 7: 189-209, 2000). La beta-glucosidasa
actla para liberar unidades de D-glucosa de la celobiosa, celo-oligosacaridos y otros glucdsidos (Freer, J Biol
Chem, 268: 9337-9342, 1993).

[0004] Se sabe que las celulasas son producidas por un gran nimero de bacterias, levaduras y hongos. Algunos
hongos producen un sistema de celulasas completo capaz de degradar formas cristalinas de celulosa, de manera
que las celulasas se producen faciimente en grandes cantidades a través de la fermentacion. Los hongos
filamentosos desempefian un papel especial, puesto que muchas levaduras, tales como Saccharomyces
cerevisiae, carecen de la capacidad para hidrolizar celulosa (Véase p. €j., Wood et al., Methods in Enzymology,
160: 87-116, 1988).

[0005] Las clasificaciones de las celulasas fungicas de CBH, EG y BG se pueden ampliar adicionalmente para
incluir multiples componentes dentro de cada clasificacion. Por ejemplo, se han aislado multiples CBH, EG y BG
de una variedad de fuentes fungicas, incluyendo Trichoderma reesei (fambién denominada Hypocrea jecorina),
que contiene genes conocidos para dos CBH, es decir, CBH | ("CBH1") y CBH Il ("CBH2"), al menos 8 EG, es
decir, EG |, EG II, EG lll, EGIV, EGV, EGVI, EGVIl y EGVIII, y al menos 5 BG, es decir, BG1, BG2, BG3, BG4 y
BG5. EGIV, EGVI y EGVIII también tienen actividad de xiloglucanasa.

[0006] Con el fin de convertir de manera eficaz celulosa cristalina en glucosa, se necesita el sistema de celulasas
completo que comprende componentes de cada una de las clasificaciones CBH, EG y BG, con componentes
aislados menos eficaces en la hidrdlisis de celulosa cristalina (Filho et al., Can J Microbiol, 42:1-5, 1996). Se ha
observado una relacion sinérgica entre componentes de celulasa de diferentes clasificaciones. En concreto, las
celulasas de tipo EG y las celulasas de tipo CBH interactian sinérgicamente para degradar celulosa de manera
mas eficiente.

[0007] Las celulasas se conocen en la técnica por ser Utiles en el tratamiento de tejidos con el fin de mejorar la
capacidad de limpieza de las composiciones detergentes, para la utilizacion como agente suavizante, para
mejorar el tacto y la apariencia de los tejidos de algodon y similares (Kumar et al., Textile Chemist and Colorist,
29:37-42, 1997). Se han descrito composiciones detergentes que contienen celulasas con eficacia limpiadora
mejorada (patente estadounidense con n.° 4,435,307; solicitudes de patente GB con n.° 2,095,275y 2,094,826) y
para su utilizacion en el tratamiento de tejido para mejorar el tacto y la apariencia del tejido (patentes
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estadounidenses con n.° 5,648,263, 5,691,178 y 5,776,757; y solicitud de patente GB con n.° 1,358,599). Por lo
tanto, las celulasas producidas en hongos y bacterias han recibido una atencion significativa. En concreto, la
fermentacion de Trichoderma spp. (p. €j., Trichoderma longibrachiatum o Trichoderma reesei) produce un
sistema de celulasas completo capaz de degradar formas cristalinas de la celulosa.

[0008] WO 2006/074005 describe variantes de celulasas CBH2 de H. jecorina que tienen termoestabilidad y
actividad alterada. WO 2004/056981 describe polipéptidos que tienen actividad de celobiohidrolasa Il y
polinucledtidos que los codifican. EP1726644A1 describe variantes de celulasa y métodos para mejorar las
propiedades de las enzimas celuloliticas mediante la sustitucion, delecidon o insercién de aminoacidos. WO
2008/153925 describe métodos para mejorar multiples propiedades de proteinas, incluyendo métodos para
producir enzimas superiores para una determinada aplicacion a través del cribado de un conjunto abreviado de
enzimas candidatas.

[0009] Si bien se han descrito anteriormente composiciones de celulasa, se siguen necesitando composiciones
de celulasa nuevas y mejoradas. Las composiciones de celulosa mejoradas se utilizan en detergentes
domésticos, tratamientos textiles, conversion de biomasa y fabricacion de papel. Las celulasas que presentan un
rendimiento mejorado son especialmente interesantes.

V. SUMARIO

[0010] La presente instruccion se refiere a variantes de celulasa modificadas para reducir la union a materiales
no celuldsicos. En general, las variantes de celulasa tienen una actividad celulolitica aumentada en presencia de
materiales no celuldsicos en comparacion con celulasas de tipo salvaje. En consecuencia, en un primer aspecto
la presente invencion proporciona una variante de celulasa aislada, donde dicha variante es una forma madura
que tiene actividad de celulasa, y donde dicha variante es una variante de una celulasa original cuya secuencia
de aminoacidos es al menos un 97 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, consistiendo la
variacion en una sustitucion en la posicion 63, numerada por correspondencia con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:3, y donde la sustitucion hace que la variante de celulasa tenga una carga neta mas negativa en
comparacion con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En algunos casos, la sustitucion comprende la
eliminacion de una carga positiva. En concreto, la sustitucion puede ser R63Q numerada por correspondencia
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

[0011] En algunos casos, la variante puede ser la variante de sustitucion R63Y o la R63Q, R63A, R63C, R63D,
R63E, R63F, R63G, R63l, R63L, R63M, R63N, R63P, R63S, R63T, R63V, R63W de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:3.

[0012] En algunos casos, la carga neta mas negativa puede ser -1 o -2 en comparacion con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:3.

[0013] En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método de convertir biomasa en azucares
comprendiendo poner en contacto dicha biomasa con la variante de celulasa del primer aspecto de la invencion.

[0014] En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona un método de producir un combustible que
comprende:

poner en contacto una composiciéon de biomasa con una composicién enzimatica que comprende la
variante de celulasa del primer aspecto de la invencion para producir una solucién de azucar; y

cultivar la solucion de azucar con un microorganismo fermentativo en condiciones suficientes para
producir un combustible.

V1. BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0015]
La figura 1 ilustra la sacarificacion de BPA mediante preparaciones de celulasa de Trichoderma sp.
modificadas (cuadrados) y no modificadas (circulos) en presencia de cantidades crecientes de inhibidor de
lignina. La figura 1A y la figura 1B muestran resultados tras incubaciones de 24 y 48 horas,

respectivamente.

La figura 2A ilustra la sacarificacion con la comparacion de celulasas modificadas y la figura 2B muestra la
diferencia de sacarificacion mediante la utilizacion de celulasas modificadas y no modificadas.
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La figura 3 proporciona un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la forma madura de distintas
celulasas: Hypocrea jecorina (también conocida como T. reesei) CBH2 (SEQ ID NO:3), Hypocrea koningii
CBH2 (SEQ ID NO:4), Humicola insolens CBH2 (SEQ ID NO:5), Acremonium cellulolyticus CBH2 (SEQ ID
NO:6), Agaricus bisporus CBH2 (SEQ ID NO:7), Fusarium osysporum EG (SEQ ID NO:8), Phanerochaete
chrysosporium CBH2 (SEQ ID NO:9), Talaromyces emersonii CBH2 (SEQ ID NO:10), Thermobifida. fusca
6B/E3 CBH2 (SEQ ID NO:11), Thermobifida fusca 6A/IE2 EG (SEQ ID NO:12), y Cellulomonas fimi CenA
EG (SEQ ID NO:13).

La figura 4 proporciona un grafico de la frecuencia relativa de los ganadores de las bibliotecas de
evaluacion de sitio (SEL, por sus siglas en inglés) de la variante CBH2 del ensayo de rastrojo de maiz
pretratado (PCS, por sus siglas en inglés) observados por encima de lo previsto, como resultado del cambio
de carga. La disminucidon de la carga de CBH2 produce una frecuencia considerablemente mayor de
ganadores PCS.

La figura 5 proporciona un mapa de plasmido de pTTTpyr-cbh2.
VII. DESCRIPCION DETALLADA DE DIVERSOS MODOS DE REALIZACION

[0016] La presente instruccion se refiere a variantes de celulasa modificadas para reducir la union a materiales
no celulésicos. En general, la variante de celulasa tiene una actividad celulolitica aumentada en presencia de
materiales no celuldsicos en comparacion con la celulasa de tipo salvaje. La variante de celulasa es como se
define en las reivindicaciones.

[0017] Se debe observar que tanto la descripcion general anterior como la descripcion detallada siguiente tienen
caracter ilustrativo y explicativo Unicamente y no restringen las composiciones y métodos descritos en el
presente documento. A menos que se definan de otra forma en el presente documento, todos los términos
técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que el entendido
comunmente por un experto en la materia a la que pertenece la presente exposicion. En la presente solicitud, la
utilizacion del singular incluye el plural a menos que se indique especificamente otra cosa. La utilizacion de "o"
significa "y/o" a menos que se indique otra cosa. De forma similar, los términos "que comprende(n)", "que
incluye(n)" no pretenden ser limitativos. Los encabezamientos proporcionados en el presente documento no son
limitaciones de los diversos aspectos o modos de realizacién de la exposicion que se pueden tomar como
referencia a la memoria en general. Por consiguiente, los términos en el presente documento se definen de
forma mas completa en referencia a la memoria en general.

[0018] A menos que se definan de otra forma en el presente documento, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que el entendido cominmente por un experto en
la materia a la que pertenece la presente exposicion. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND
MOLECULAR BIOLOGY, 22 ED., John Wiley and Sons, New York (1994), y Hale & Marham, THE HARPER
COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991) proporcionan a un experto en la materia un
diccionario general de muchos de los términos utilizados en la presente exposicion. Aunque en la practica o en el
ensayo de la presente exposicion se puede utilizar cualquier método y material similar o equivalente a los
descritos en el presente documento, se describen los métodos y los materiales preferidos. Los intervalos
numéricos incluyen los numeros que definen el intervalo. A menos que se indique lo contrario, los acidos
nucleicos se escriben de izquierda a derecha en orientacién de 5' a 3'; las secuencias de aminoacidos se
escriben de izquierda a derecha en la orientacion de amino a carboxilo, respectivamente. Se dirige a los
profesionales en concreto a Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (Segunda
edicién), Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., 1989, y Ausubel FM et al., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, New York, NY, 1993, para definiciones y términos de la técnica. Ha de entenderse
que la presente exposicion no se limita a la metodologia, los protocolos y los reactivos concretos descritos,
puesto que estos pueden variar.

l. Definiciones

[0019] Los términos que aparecen a continuacion se definen de forma mas completa en referencia a la memoria
en general.

[0020] EI término "polipéptido" como se utiliza en el presente documento se refiere a un compuesto formado por
una sola cadena de residuos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. El término “proteina” como se utiliza
en el presente documento puede ser sinénimo del término “polipéptido”.
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[0021] “Variante” significa una proteina que se deriva de una proteina precursora (p. €j. la proteina nativa)
mediante la adicién de uno o mas aminoacidos a cualquiera de los extremos C- y N-terminal o a ambos, la
sustituciéon de uno o mas aminoacidos en un sitio o en un conjunto de sitios diferentes en la secuencia de
aminoacidos, o la delecidon de uno o mas aminoacidos en cualquiera de los extremos o en ambos extremos de la
proteina o en uno o mas sitios en la secuencia de aminoacidos, o se modifican uno o mas aminoacidos mediante
el cambio de la carga (esto es, mediante la eliminacion de una carga positiva, la adicién de una carga negativa o
mediante ambas). La preparacion de una variante de celulasa puede realizarse mediante cualquier medio
conocido en la técnica, incluyendo la modificacién quimica de los aminoacidos, mediante la modificacion de una
secuencia de ADN que codifica la proteina nativa, la transformacién de la secuencia de ADN modificada en un
huésped adecuado y la expresion de la secuencia de ADN modificada para formar la variante de enzima. La
variante de celulasa de la exposicion incluye péptidos que comprenden secuencias de aminoacidos alteradas en
comparacion con una secuencia de aminoacidos de enzima precursora donde la variante de celulasa retiene la
naturaleza celulolitica caracteristica de la enzima precursora, pero puede tener propiedades alteradas en algunos
aspectos especificos. Por ejemplo, una variante de celulasa puede tener un pH 6ptimo aumentado o temperatura
aumentada o estabilidad oxidativa o afinidad disminuida o unién a materiales no celulésicos, pero mantendra su
actividad celulolitica caracteristica. Se contempla que las variantes segun la presente exposicion se pueden
derivar de un fragmento de ADN que codifica una variante de celulasa donde se conserva la actividad funcional
de la variante de celulasa expresada. Por ejemplo, un fragmento de ADN que codifica una celulasa puede incluir
ademas una secuencia de ADN o una parte de la misma que codifica una bisagra o conector unido a la
secuencia de ADN de celulasa en cualquiera de los extremos 5' o 3' donde se conserva la actividad funcional del
dominio de celulasa codificado. Los términos variante y derivado se pueden utilizar indistintamente en el presente
documento.

[0022] Los “residuos equivalentes” también se pueden definir determinando la homologia al nivel de la estructura
terciaria para una celulasa precursora cuya estructura terciaria se ha determinado mediante cristalografia de
rayos X. Los residuos equivalentes se definen como aquellos para los que las coordenadas atémicas de dos o
mas atomos de la cadena principal de un residuo de aminoacido concreto de una celulasa y CBH2 de Hypocrea
jecorina (N en N, CA en CA, C en Cy O en O) estan dentro de 0,13 nm y preferiblemente 0,1 nm después del
alineamiento. El alineamiento se consigue después de haber orientado y posicionado el mejor modelo para
proporcionar el maximo solapamiento de coordenadas atémicas de atomos de proteina que no son hidrégeno de
la celulasa en cuestion con respecto a la CBH2 de H. jecorina. El mejor modelo es el modelo cristalografico que
proporciona el factor R mas bajo para datos de difraccién experimental a la resolucion mas alta disponible. Véase
para ejemplos la patente estadounidense con n.° 2006/0205042.

[0023] Los residuos equivalentes que son funcionalmente analogos a un residuo especifico de CBH2 de H.
jecorina se definen como aquellos aminoacidos de una celulasa que pueden adoptar una conformacién de modo
que alteren, modifiquen o contribuyan a la estructura de proteina, unién de sustrato o catalisis de una manera
definida y atribuida a un residuo especifico de CBH2 de H. jecorina. Ademas, son aquellos residuos de la
celulasa (para los que se ha conseguido una estructura terciaria mediante cristalografia de rayos X) que ocupan
una posicion analoga en la medida en que, aunque los atomos de la cadena principal del residuo determinado
puedan no satisfacer los criterios de equivalencia sobre la base de ocupar una posicion homdloga, las
coordinadas atéomicas de al menos dos de los atomos de |la cadena lateral del residuo se sitien con 0,13 nm de
los atomos de la cadena lateral correspondientes de CBH2 de H. jecorina. La estructura cristalina de CBH2 de H.
jecorina se muestra en Zou et al. (1999) (Ref. 5, supra).

[0024] EI término “molécula de acido nucleico” incluye moléculas de ARN, ADN y ADNc. Se entendera que,
como resultado de la degeneracion del codigo genético, se pueden producir una multitud de secuencias de
nucledtidos que codifican una proteina determinada, tal como CBH2 y/o variantes de la misma. La presente
exposicion contempla todas las posibles variantes de secuencias de nucleétidos, que codifican una variante de
celulasa, tal como CBH2, las cuales son todas posibles debido a la degeneracion del codigo genético.

[0025] Un constructo o secuencia de acido nucleico “heterélogo” tiene una parte de la secuencia que no es
nativa a la célula en la que se expresa. Heterdlogo, con respecto a una secuencia de control, se refiere a una
secuencia de control (es decir, promotor o potenciador) que no funciona en la naturaleza para regular el mismo
gen cuya expresion esta regulando actualmente. En general, las secuencias de acido nucleico heterélogas no
son enddgenas a la célula o parte del genoma en el que estan presentes, y se han afiadido a la célula mediante
infeccion, transfeccion, transformacion, microinyeccion, electroporacion o similares. Un constructo de acido
nucleico “heterdlogo” puede contener una combinacién de secuencia de control/secuencia codificadora de ADN
que sea la misma que una combinacién de secuencia de control/secuencia codificadora de ADN encontrada en
la célula nativa, o diferente de la misma.

[0026] Como se utiliza en el presente documento, el término "vector" se refiere a un constructo de acido nucleico
disefiado para la transferencia entre células huésped diferentes. Un "vector de expresion" se refiere a un vector
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que tiene la capacidad de incorporar y expresar fragmentos de ADN heterdlogo en una célula extrafia. Muchos
vectores de expresion procariotas y eucariotas estan comercialmente disponibles. La seleccidon de vectores de
expresion adecuados esta dentro del conocimiento de los expertos en la materia.

[0027] Por consiguiente, un “casete de expresion” o “vector de expresion” es un constructo de acido nucleico
generado de forma recombinante o sintética, con una serie de elementos de acido nucleico especificados que
permiten la transcripcion de un acido nucleico concreto en una célula diana. El casete de expresién recombinante
se puede incorporar en un plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN plastidial, virus, o fragmento de acido
nucleico. Normalmente, la parte del casete de expresion recombinante de un vector de expresion incluye, entre
otras secuencias, una secuencia de acido nucleico para ser transcrita y un promotor.

[0028] Como se utiliza en el presente documento, el término “plasmido” se refiere a un constructo de ADN
bicatenario circular utilizado como un vector de clonacién, y que forma un elemento genético autorreplicante
extracromosomico en muchas bacterias y algunos eucariotas.

[0029] Como se utiliza en el presente documento, el término “secuencia de nucleétidos que codifica un marcador
seleccionable” se refiere a una secuencia de nucleétidos que es capaz de expresion en células y donde la
expresion del marcador seleccionable confiere a las células que contienen el gen expresado la capacidad de
crecer en presencia de un agente selectivo correspondiente, o bajo condiciones de crecimiento selectivo
correspondientes.

[0030] Como se utiliza en el presente documento, el término “promotor” se refiere a una secuencia de acido
nucleico que funciona para dirigir la transcripcion de un gen en direccion 3'. El promotor sera en general
adecuado para la célula huésped en la que se esta expresando el gen diana. El promotor, junto con otras
secuencias de acido nucleico reguladoras de la transcripcion o la traduccion, (también denominadas “secuencias
de control”) son necesarios para expresar un gen determinado. En general, las secuencias reguladoras de la
transcripcion y la traduccién incluyen, pero sin caracter limitativo, secuencias promotoras, sitios de unién al
ribosoma, secuencias de inicio y de detencion de la transcripcion, secuencias de inicio y detencion de la
traduccion y secuencias potenciadoras o activadoras.

[0031] “Gen quimérico” o “constructo de acido nucleico heterélogo”, como se define en el presente documento,
se refiere a un gen no nativo (es decir, uno que se ha introducido en un huésped) que puede estar compuesto
por partes de genes diferentes, incluyendo elementos reguladores. Un constructo de gen quimérico para la
transformacion de una célula huésped se compone normalmente de una regién reguladora de la transcripcion
(promotor) operativamente unida a una secuencia codificadora de proteinas heterdlogas, o en un gen quimérico
marcador seleccionable, a un gen marcador seleccionable que codifica una proteina que confiere, por ejemplo,
resistencia a los antibidticos a las células transformadas. Un gen quimérico tipico de la presente exposicion, para
la transformacion en una célula huésped, incluye una region reguladora de la transcripcion que es constitutiva o
inducible, una secuencia codificadora de proteina y una secuencia de terminacién. Un constructo de gen
quimérico puede incluir también una segunda secuencia de ADN que codifica un péptido sefial si se desea la
secrecion de la proteina diana.

[0032] Un acido nucleico esta “operativamente unido” cuando se coloca en una relacion funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN que codifica un lider secretor esta operativamente unido a
ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o potenciador esta operativamente unido a una secuencia codificadora si afecta a la transcripcion de la
secuencia; o un sitio de unién al ribosoma esta operativamente unido a una secuencia codificadora si se
posiciona de manera que facilite la traducciéon. En general, “operativamente unido” significa que las secuencias
de ADN que estan unidas son contiguas, y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en el marco de lectura.
No obstante, los potenciadores no tienen que ser contiguos. La unién se consigue mediante ligadura en sitios de
restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, los ligadores, cebadores o adaptadores oligonucleétidos
sintéticos para PCR se utilizan de conformidad con la practica convencional.

[0033] Como se utiliza en el presente documento, el término "gen" significa el segmento de ADN que participa en
la produccion de una cadena de polipéptidos, que puede o no incluir regiones precedentes y posteriores a la
region codificadora, por ejemplo, secuencias 5' no traducidas (5' UTR) o secuencias “lider” y secuencias 3' UTR o
secuencias “trailer”, asi como secuencias intercaladas (intrones) entre segmentos codificadores individuales
(exones).

[0034] En general, las moléculas de acido nucleico que codifican la variante de celulasa tal como CBH2 se
hibridaran, bajo condiciones de astringencia moderadas a altas a la secuencia de tipo salvaje, tal como se
proporciona en el presente documento como SEQ ID NO:1. No obstante, en algunos casos se emplea una
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secuencia de nucleédtidos que codifica CBH2 que posee una utilizaciéon de codén sustancialmente diferente,
mientras que la proteina codificada por la secuencia de nucleétidos que codifica CBH2 tiene la secuencia de
aminoacidos igual o sustancialmente igual que la de la proteina nativa. Por ejemplo, la secuencia codificadora se
puede modificar para facilitar la expresién mas rapida de CBH2 en un sistema concreto de expresién procariota o
eucariota, de conformidad con la frecuencia con la que el huésped utiliza un codén concreto (Te'o et al., FEMS
Microbiology Letters, 190: 13-19, 2000, por ejemplo, describe la optimizacion de genes para la expresion en
hongos filamentosos).

[0035] Se considera que una secuencia de acido nucleico "puede hibridarse de forma selectiva" con una
secuencia de acido nucleico de referencia si las dos secuencias de forma especifica se hibridan mutuamente en
condiciones de lavado e hibridacién de astringencia moderada a elevada. Las condiciones de hibridacion se
basan en la temperatura de fusién (Tr) de la sonda o del complejo de unién a acido nucleico. Por ejemplo, la
“astringencia maxima” ocurre normalmente a aproximadamente T+5 °C (5 °C por debajo de la Tr de la sonda); la
“astringencia elevada” a aproximadamente 5°C - 10 °C por debajo de la Ty la “astringencia moderada” o
“‘intermedia” a aproximadamente 10 °C - 20 °C por debajo de la Tr de la sonda; y la “astringencia baja” a
aproximadamente 20 °C - 25 °C por debajo de la Tr. Funcionalmente, las condiciones de astringencia maxima se
pueden utilizar para identificar secuencias que tienen identidad estricta o identidad casi estricta con la sonda de
hibridacién; mientras que las condiciones de astringencia elevada se utilizan para identificar secuencias que
tienen aproximadamente 80 % o mas de identidad de secuencia con la sonda.

[0036] Las condiciones de hibridacion de moderada y elevada astringencia se conocen bien en la técnica (véase,
por ejemplo, Sambrook, et al, 1989, Capitulos 9y 11, y en Ausubel, F.M., et al, 1993). Un ejemplo de condiciones
de astringencia elevada incluye hibridacion a aproximadamente 42 °C en formamida al 50 %, 5x SSC, 5 veces de
solucion Denhardt, SDS al 0,5 % y 100 pg/ml ADN portador desnaturalizado seguido del lavado dos veces en 2
veces SSC y SDS al 0,5 % a temperatura ambiente y dos veces adicionales en 0,1x SSC y SDS al 0,5 % a
42 °C.

[0037] EI término "recombinante”, cuando se utiliza con referencia a, p. €j., una célula o acido nucleico, proteina,
o vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector se han modificado por la introduccién de un acido
nucleico o proteina heterélogos o la alteracion de un acido nucleico o proteina nativos, o que la célula se deriva
de una célula modificada de dicha forma. De esta manera, por ejemplo, las células recombinantes expresan
genes que no se encuentran en la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que se
expresan anormalmente de otro modo, se subexpresan o no se expresan en absoluto.

[0038] Como se utilizan en el presente documento, los términos "transformada”, "establemente transformada” o
"transgénica" con referencia a una célula significan que la célula tiene una secuencia de acido nucleico no nativa
(heterdloga) integrada en su genoma o como un plasmido episomal que se mantiene a través de multiples
generaciones.

[0039] Como se utiliza en el presente documento, el término "expresion" se refiere al proceso por el cual se
produce un polipéptido basandose en la secuencia de acido nucleico de un gen. El proceso incluye tanto
transcripcion como traduccion.

[0040] EI término "introducido", en el contexto de la insercién de una secuencia de acido nucleico en una célula
significa "transfeccion" o "transformaciéon" o "transduccion" e incluye referencia a la incorporacion de una
secuencia de acido nucleico en una célula eucariota o procariota en la que la secuencia de acido nucleico puede
incorporarse en el genoma de la célula (por ejemplo, cromosoma, plasmido, plastido o ADN mitocondrial),
convertirse en un replicon autébnomo o expresarse transitoriamente (por ejemplo, ARNm transfectado).

[0041] Se deduce que el término “expresion de CBH2” se refiere a la transcripcion y traduccion del gen cbh2 o
variantes del mismo, cuyos productos incluyen ARN precursor, ARNm, polipéptido, polipéptidos procesados tras
la traduccién y derivados de los mismos, que incluyen CBH2 de especies relacionadas, tales como Trichoderma
koningii, Hypocrea jecorina (también conocida como Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o
Trichoderma viride) e Hypocrea schweinitzii. A modo de ejemplo, los ensayos para la expresion de CBH2
incluyen transferencia Western para proteina CBH2, analisis de transferencia Northern y ensayos de reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) para ARNm de cbh2, y
ensayos de celulosa hinchada con acido fosférico (PASC, por sus siglas en inglés) y de acido p-hidroxibenzoico
hidrazida (PAHBAH, por sus siglas en inglés) como se describe en lo que sigue: (a) PASC: (Karlsson, J. et al.
(2001), Eur. J. Biochem, 268, 6498-6507, Wood, T. (1988) en Methods in Enzymology, Vol.160. Biomass Part a
Cellulose and Hemicellulose (Wood, W. & Kellog, S. Eds.), pp.19-25, Academic Press, San Diego, Calif., USA) y
(b) PAHBAH: (Lever, M. (1972) Analytical Biochemistry, 47, 273, Blakeney, A.B. & Mutton, L.L. (1980) Journal of
Science of Food and Agriculture, 31, 889, Henry, R.J. (1984) Journal of the Institute of Brewing, 90, 37).
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[0042] EI término “corte y empalme alternativo” se refiere al proceso por el cual se generan multiples isoformas
de polipéptido a partir de un solo gen, e implica el corte y empalme junto de exones no consecutivos durante el
procesamiento de algunas, pero no todas, las transcripciones del gen. De esta manera, se puede conectar un
exon concreto a cualquiera de los varios exones alternativos para formar ARN mensajeros. Los ARNm cortados y
empalmados de manera alternativa producen polipéptidos (“variantes de corte y empalme”) en los que algunas
partes son comunes, mientras que otras partes son diferentes.

[0043] EI término "secuencia sefial" se refiere a una secuencia de aminoacidos en la parte N-terminal de una
proteina que facilita la secrecién de la forma madura de la proteina fuera de la célula. La forma madura de la
proteina extracelular carece de la secuencia sefial, que se escinde durante el proceso de secrecion.

[0044] Por el término “célula huésped” se entiende una célula que contiene un vector y soporta la replicacion y/o
la transcripcion o la transcripcion y la traduccion (expresion) del constructo de expresion. Las células huésped
utilizadas en la presente exposicion pueden ser células procariotas, tales como E. coli, o células eucariotas, tales
como células de levaduras, plantas, insectos, anfibios o mamiferos. En general, las células huésped son hongos
filamentosos.

[0045] EI término "hongos filamentosos" significa cualquiera y todos los hongos filamentosos reconocidos por los
expertos en la materia. Se selecciona un hongo preferido a partir del grupo que consiste en Asperqgillus,
Trichoderma, Fusarium, Chrysosporium, Penicillium, Humicola, Neurospora, o formas sexuales alternativas de
los mismos tal como Emericella, Hypocrea. Ahora se ha demostrado que el hongo industrial asexual Trichoderma
reesei es un derivado clonico del ascomiceto Hypocrea jecorina (Véase, Kuhls et al., PNAS, 93:7755-7760,
1996).

[0046] EI término “celooligosacarido” se refiere a grupos oligosacaridos que contienen de 2 a 8 unidades de
glucosa y tienen enlaces beta-1,4, por ejemplo, celobiosa.

[0047] EI término “celulasa”, "enzimas celuloliticas" o "enzimas de celulasa" se refiere a una categoria de
enzimas capaces de hidrolizar polimeros de celulosa a oligémeros de celooligosacaridos mas cortos, celobiosa
y/o glucosa. Se han obtenido numerosos ejemplos de celulasas, tales como exoglucanasas,
exocelobiohidrolasas, endoglucanasas y glucosidasas, a partir de organismos celuloliticos, incluyendo
concretamente hongos, plantas y bacterias. Las enzimas creadas por estos microbios son mezclas de proteinas
con tres tipos de acciones Uutiles en la conversidon de celulosa en glucosa: endoglucanasas (EG),
celobiohidrolasas (CBH), y beta-glucosidasa (BGL o Bglu). Estos tres tipos diferentes de enzimas de celulasa
actuan sinérgicamente para convertir celulosa y sus derivados en glucosa.

[0048] Muchos microbios crean enzimas que hidrolizan celulosa, incluyendo el hongo de descomposicion de la
madera Trichoderma, las bacterias del compost Thermomonospora, Bacillus, y Cellulomonas; Streptomyces; y
los hongos Humicola, Aspergillus y Fusarium.

[0049] La CBH2 de Hypocrea jecorina es un miembro de la Familia 6 de glicosil hidrolasa (por tanto, Cel6) vy,
especificamente, fue el primer miembro de esa familia identificado en Hypocrea jecorina (por tanto, Cel6A). La
Familia 6 de glicosil hidrolasa contiene tanto endoglucanasas como celobiohidrolasas/exoglucanasas, y esa
CBH2 es esta ultima. De esta manera, las expresiones CBH2, proteina de tipo CBH2 y celobiohidrolasas Cel6 se
pueden utilizar indistintamente en el presente documento.

[0050] EI término “dominio de unién a celulosa” como se utiliza en el presente documento se refiere a la parte de
la secuencia de aminoacidos de una celulasa o de una regioén de la enzima que interviene en la actividad de
union a celulosa de una celulasa o un derivado de la misma. Los dominios de unién a celulosa generalmente
funcionan uniendo de manera no covalente la celulasa a la celulosa, un derivado de celulosa u otro polisacarido
equivalente de la misma. Los dominios de unién a celulosa permiten o facilitan la hidrélisis de fibras de celulosa
por la region de nucleo catalitico estructuralmente distinto y funcionan normalmente independientes del nucleo
catalitico. De esta manera, un dominio de unién a celulosa no poseera la actividad hidrolitica significativa
atribuible a un nucleo catalitico. Dicho de otro modo, un dominio de unién a celulosa es un elemento estructural
de la estructura terciaria de la proteina enzimatica de celulasa que es distinto del elemento estructural que posee
actividad catalitica. Dominio de union a celulosa y médulo de unidn a celulosa se pueden utilizar indistintamente
en el presente documento.

[0051] Como se utiliza en el presente documento, el término “surfactante” se refiere a cualquier compuesto
generalmente reconocido en la técnica por tener cualidades activas de superficie. De esta manera, por ejemplo,
los surfactantes comprenden surfactantes aniénicos, catidnicos y no ionicos, tales como los que se encuentran
habitualmente en los detergentes. Los surfactantes anidnicos incluyen alquilbenzenosulfonatos lineales o
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ramificados; sulfatos de éter de alquilo o alquenilo que tienen grupos alquilo o alquenilo lineales o ramificados;
sulfatos de alquilo o alquenilo; olefinsulfonatos; y alcanosulfonatos. Los surfactantes anfoliticos incluyen
sulfonatos de sal de amonio cuaternario y surfactantes anfoliticos de tipo betaina. Dichos surfactantes anfoliticos
tienen tanto los grupos de carga positiva como negativa en la misma molécula. Los surfactantes no iénicos
pueden comprender éteres de polioxialquileno, asi como alcanolamidas de acidos grasos superiores o aductos
de 6xido de alquileno del mismo, monoésteres de glicerina de acidos grasos y similares.

[0052] Como se utiliza en el presente documento, el término “tejido que contiene celulosa” se refiere a cualquier
tejido cosido o no cosido, hilo o fibra de algodén o no de algodén que contienen celulosa o de algodén o no de
algoddn que contienen mezclas de celulosa, incluyendo celulésicos naturales y celuldsicos sintéticos (tales como
yute, lino, ramio, rayén y liocel).

[0053] Como se utiliza en el presente documento, el término “tejido que contiene algoddn” se refiere a tejidos
cosidos 0 no cosidos, hilos o fibras de algodén puro o de mezclas de algodon, incluyendo tejidos de algodon
tejido, prendas de punto de algodén, vaqueros de algoddn, hilos de algoddn, algodén en bruto y similares.

[0054] Como se utiliza en el presente documento, el término “composicion para lavado a la piedra” se refiere a
una formulacion para utilizarse en tejidos que contienen celulosa lavados a la piedra. Las composiciones para
lavado a la piedra se utilizan para modificar tejidos que contienen celulosa antes de su venta, es decir, durante el
proceso de fabricacion. Por el contrario, las composiciones detergentes estan destinadas a la limpieza de ropa
sucia y no se utilizan durante el proceso de fabricacion.

[0055] Como se utiliza en el presente documento, el término “composicion detergente” se refiere a una mezcla
que esta destinada a utilizarse en un medio de lavado para el lavado de tejidos sucios que contienen celulosa.
En el contexto de la presente exposicion, tales composiciones pueden incluir, ademas de celulasas vy
surfactantes, enzimas hidroliticas adicionales, mejoradores, agentes blanqueadores, activadores de blanqueo,
agentes azulantes vy tintes fluorescentes, inhibidores del apelmazamiento, agentes enmascarantes, activadores
de celulasa, antioxidantes y solubilizantes.

[0056] Como se utiliza en el presente documento, el término “reduccion o eliminacién en la expresion del gen
cbh2” significa que el gen cbh2 ha sido delecionado del genoma vy, por tanto, no puede ser expresado por el
microorganismo huésped recombinante; o que el gen cbh2 o la transcripcion ha sido modificado de tal manera
que el microorganismo huésped no produce una enzima CBH2 funcional o en niveles que son considerablemente
menores que el gen cbh2 no modificado o la transcripcion.

[0057] EI término “variante del gen cbh2” significa que la secuencia de acido nucleico del gen cbh2 de H. jecorina
se ha alterado mediante la eliminacién, adicién y/o manipulacion de la secuencia codificadora.

[0058] Como se utiliza en el presente documento, el término “purificar” generalmente se refiere a someter acidos
nucleicos transgénicos o células que contienen proteinas a purificacion bioquimica y/o cromatografia en
columna.

[0059] Como se utiliza en el presente documento, los términos “activo” o “biolégicamente activo” se refieren a
una actividad biolégica asociada a una determinada proteina y se utilizan indistintamente en el presente
documento. Por ejemplo, la actividad enzimatica asociada a una proteasa es la protedlisis y, por tanto, una
proteasa activa tiene actividad proteolitica. Se deduce que la actividad biolégica de una proteina determinada se
refiere a cualquier actividad bioldgica que los expertos en la materia atribuyen normalmente a esta proteina.

[0060] Como se utiliza en el presente documento, el término “enriquecida” significa que la celulasa tal como
CBH2 se encuentra en una concentracion que es mayor en relacion con la concentracion de CBH2 encontrada
en una composicion de celulasa fungica salvaje, o de origen natural. Los términos enriquecida, elevada y
mejorada se pueden utilizar indistintamente en el presente documento.

[0061] Una composicién de celulasa fungica salvaje es una producida por una fuente fungica de origen natural y
que comprende uno o mas componentes BGL, CBH y EG, donde cada uno de estos componentes se encuentra
en la proporcién producida por la fuente fungica. De esta manera, una composicion de CBH enriquecida tendria
CBH en una proporcién alterada, donde la proporciéon de CBH con respecto a otros componentes de celulasa
(esto es, EG, beta-glucosidasas y otras endoglucanasas) es elevada. Esta proporcion se puede incrementar ya
sea aumentando la CBH o disminuyendo (o eliminando) al menos algun otro componente mediante cualquier
medio conocido en la técnica.
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[0062] EI término “aislado” o “purificado” como se utiliza en el presente documento se refiere a un acido nucleico
0 aminoacido que se elimina de al menos un componente con el cual esta asociado de manera natural.

[0063] De esta manera, como ilustraciéon, un sistema de celulasas de origen natural se puede purificar en
componentes sustancialmente puros mediante técnicas de separacion reconocidas publicadas en la literatura,
incluyendo cromatografia de intercambio idnico a un pH adecuado, cromatografia de afinidad, exclusion de
tamafio y similares. Por ejemplo, en la cromatografia de intercambio i6nico (normalmente cromatografia de
intercambio anidnico) es posible separar los componentes de celulasa mediante elucion con un gradiente de pH,
o un gradiente de sal, o0 ambos, un gradiente de pH y de sal. La CBH purificada se puede anadir entonces a la
soluciéon enzimatica dando lugar a una solucién de CBH enriquecida. También es posible elevar la cantidad de
CBH producida mediante un microbio utilizando métodos de genética molecular para sobreexpresar el gen que
codifica CBH, posiblemente en conjuncién con la delecién de uno o mas genes que codifican otras celulasas.

[0064] Las celulasas fungicas pueden contener mas de un componente CBH. Los componentes diferentes
generalmente tienen puntos isoeléctricos diferentes que permiten su separacion mediante cromatografia de
intercambio i6nico y similares. En una solucion enzimatica se puede emplear un tnico componente CBH o una
combinacién de componentes de CBH.

[0065] Cuando se emplea en soluciones enzimaticas, el homdlogo o variante de componente CBH2 se afiade
generalmente en una cantidad suficiente para permitir el indice mas alto de liberacion de azlcares solubles de la
biomasa. La cantidad de homdlogo o variante de componente CBH2 afiadida depende del tipo de biomasa que
se sacarifica, que puede determinarse facilmente por el experto en la materia cuando se utiliza, el porcentaje en
peso del homodlogo o la variante de componente CBH2 presente en la composicion de celulasas es de
preferiblemente entre 1 y 100 con ejemplos ilustrativos siendo aproximadamente 1, preferiblemente
aproximadamente 5, preferiblemente aproximadamente 10, preferiblemente aproximadamente 15, o
preferiblemente aproximadamente 20 por ciento en peso a preferiblemente aproximadamente 25, preferiblemente
aproximadamente 30, preferiblemente aproximadamente 35, preferiblemente aproximadamente 40,
preferiblemente aproximadamente 45 o preferiblemente aproximadamente 50 por ciento en peso. Ademas, los
intervalos preferidos pueden ser aproximadamente 0,5 a aproximadamente 15 por ciento en peso,
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 20 por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10
por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 15 por ciento en peso, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 25 por ciento en peso, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 20 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25
por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente

[0066] 30 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 35 por ciento en peso, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 45
por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 por ciento en peso, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 35
por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de aproximadamente 10
a aproximadamente 45 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 por ciento en peso,
de aproximadamente 15 a aproximadamente 60 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente
65 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 70 por ciento en peso, de aproximadamente
15 a aproximadamente 75 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 80 por ciento en
peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 85 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a
aproximadamente 95 por ciento en peso. No obstante, cuando se utiliza, el porcentaje en peso del homdlogo o
variante de componente CBH2 en relacién con cualquier componente de tipo EG presente en la composiciéon de
celulasas es de preferiblemente aproximadamente 1, preferiblemente aproximadamente 5, preferiblemente
aproximadamente 10, preferiblemente aproximadamente 15, o preferiblemente aproximadamente 20 por ciento
en peso a preferiblemente aproximadamente 25, preferiblemente aproximadamente 30, preferiblemente
aproximadamente 35, preferiblemente aproximadamente 40, preferiblemente aproximadamente 45 o
preferiblemente aproximadamente 50 por ciento en peso. Ademas, los intervalos preferidos pueden ser
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 15 por ciento en peso, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 20
por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 por ciento en peso, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 15 por ciento en peso, de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 por ciento en peso, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 25 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20
por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 35 por ciento en peso, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 45
por ciento en peso, de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 por ciento en peso, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 35
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por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 40 por ciento en peso, de aproximadamente 10
a aproximadamente 45 por ciento en peso, de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 por ciento en peso,
de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente
25 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 por ciento en peso, de aproximadamente
15 a aproximadamente 35 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 por ciento en
peso, de aproximadamente 15 a aproximadamente 45 por ciento en peso, de aproximadamente 15 a
aproximadamente 50 por ciento en peso.

Il. Celulasas

[0067] Las celulasas se conocen en la técnica como enzimas que hidrolizan celulosa (enlaces beta-1,4-glucano o
beta D-glucosidicos) dando lugar a la formacion de glucosa, celobiosa, celooligosacaridos y similares. Como se
ha establecido mas arriba, tradicionalmente se han dividido las celulasas en tres clases principales:
endoglucanasas (EC 3.2.1.4) ("EG"), exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) ("CBH") y beta-
glucosidasas (EC 3.2.1.21) ("BG").

[0068] Algunos hongos producen sistemas de celulasas completos que incluyen exocelobiohidrolasas o
celulasas de tipo CBH, endoglucanasas o celulasas de tipo EG y beta-glucosidasas o celulasas de tipo BG. No
obstante, a veces estos sistemas carecen de celulasas de tipo CBH y las celulasas bacterianas también incluyen
normalmente pocas o ninguna celulasa de tipo CBH. Ademas, se ha demostrado que los componentes EG y los
componentes CBH interactian sinérgicamente para degradar celulosa de manera mas eficiente. Los
componentes diferentes, es decir, las diversas endoglucanasas y exocelobiohidrolasas en un sistema de
celulasas completo o multicomponente, generalmente tienen propiedades diferentes, tales como punto
isoeléctrico, peso molecular, grado de glicosilacion, especificidad de sustrato y patrones de acciéon enzimatica.

[0069] Se cree que las celulasas de tipo endoglucanasa hidrolizan los enlaces internos beta-1,4-glucosidicos en
regiones de baja cristalinidad de la celulosa y que las celulasas de tipo exocelobiohidrolasa hidrolizan la
celobiosa a partir del extremo reductor o no reductor de la celulosa. Se deduce que la accién de los componentes
de endoglucanasa puede facilitar en gran medida la accién de las exocelobiohidrolasas mediante la creacion de
nuevos extremos de cadena que son reconocidos por los componentes de exocelobiohidrolasa. Ademas, se ha
demostrado que las celulasas de tipo beta-glucosidasa catalizan la hidrélisis de alquil y/o aril beta-D-glucésidos,
tales como metil beta-D-glucoésido y p-nitrofenil glucdsido, asi como glicésidos que contienen Unicamente
residuos de carbohidratos, tales como celobiosa. Esto produce glucosa como el Unico producto para el
microorganismo y reduce o elimina la celobiosa que inhibe las celobiohidrolasas y las endoglucanasas.

[0070] Las celulasas también encuentran una serie de usos en composiciones detergentes, incluyendo mejorar
la capacidad de limpieza, como un agente suavizante y mejorar el tacto de los tejidos de algodén (Hemmpel, ITB
Dyeing/Printing/Finishing 3:5-14, 1991; Tyndall, Textile Chemist and Colorist 24:23-26, 1992; y Kumar et al.,
Textile Chemist and Colorist, 29:37-42, 1997). Si bien el mecanismo no forma parte de la exposicion, las
propiedades suavizantes y de restauracion de color de la celulasa se han atribuido a los componentes de
endoglucanasa alcalina en composiciones de celulasa, como lo demuestran las patentes estadounidenses con
n.° 5,648,263, 5,691,178, y 5,776.757, que exponen que las composiciones detergentes que contienen una
composicion de celulasas enriquecida en un componente de endoglucanasa alcalina especificado imparten
restauracion de color y suavizado mejorado a las prendas tratadas en comparaciéon con las composiciones de
celulasa no enriquecidas en dicho componente. Ademas, se ha demostrado que la utilizaciéon de dichos
componentes de endoglucanasa alcalina en composiciones detergentes complementa los requisitos de pH de la
composicion detergente (p. ej., exhibiendo actividad maxima en un pH alcalino de 7,5 a 10, como se describe en
las patentes estadounidenses con n.° 5,648,263, 5,691,178, y 5,776,757).

[0071] También se ha demostrado que las composiciones de celulasa degradan tejidos que contienen algodon,
dando lugar a una pérdida de resistencia reducida en el tejido (patente estadounidense con n.° 4,822,516),
contribuyendo a la reticencia a utilizar composiciones de celulasa en aplicaciones detergentes comerciales. Se
ha sugerido que las composiciones de celulasa que comprenden componentes de endoglucanasa presentan una
pérdida de resistencia reducida para tejidos que contienen algodén en comparacion con las composiciones que
comprenden un sistema de celulasas completo.

[0072] También se ha demostrado que las celulasas son utiles en la degradacion de biomasa de celulasa en
etanol (donde la celulasa degrada celulosa en glucosa y levadura u otros microbios y ademas fermenta la
glucosa en etanol), en el tratamiento de pulpa mecanica (Pere et al., In Proc. Tappi Pulping Conf., Nashville,
Tenn., 27-31, pp. 693-696, 1996), para su utilizacién como aditivo para alimentacion animal (WO 91/04673) y en
la molienda en humedo de grano.
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[0073] La mayoria de CBH y EG tiene una estructura multidominio que consiste en un dominio central separado
de un dominio de unién a celulosa (CBD, por sus siglas en inglés) mediante un péptido de enlace (Suurnakki et
al., 2000). El dominio central contiene el sitio activo mientras que el CBD interactia con la celulosa uniendo la
enzima al mismo (van Tilbeurgh et al., FEBS Lett. 204:223-227, 1986; Tomme et al., Eur. J. Biochem. 170:575-
581, 1988). Los CBD son particularmente importantes en la hidrdlisis de la celulosa cristalina. Se ha demostrado
que la capacidad de las celobiohidrolasas para degradar la celulosa cristalina disminuye claramente cuando el
CBD esta ausente (Linder y Teeri, J. Biotechnol. 57:15-28, 1997). No obstante, la funciéon exacta y el mecanismo
de accion de los CBD siguen siendo un tema de especulacion. Se ha sugerido que el CBD mejora la actividad
enzimatica simplemente incrementando la concentracién de enzima efectiva en la superficie de celulosa
(Stahlberg et al., Bio/Technol. 9:286-290, 1991), y/o aflojando cadenas de celulosa simples de la superficie de
celulosa (Tormo et al., EMBO J. vol. 15, n.° 21, pp. 5739-5751, 1996). La mayoria de estudios sobre los efectos
de los dominios de celulasa en sustratos diferentes se han llevado a cabo con proteinas centrales de
celobiohidrolasas, puesto que sus proteinas centrales se pueden producir facilmente mediante protedlisis
limitada con papaina (Tomme et al., 1988). Se han descrito numerosas celulasas en la literatura cientifica,
ejemplos de las cuales incluyen: de Trichoderma reesei: Shoemaker, S. et al., Bio/Technology, 1:691-696, 1983,
que describe CBH1; Teeri, T. et al., Gene, 51:43-52, 1987, que describe CBH2. También se han descrito
celulasas de especies distintas a Trichoderma, por ejemplo, Ooi et al., Nucleic Acids Research, vol.18, n.° 19,
1990, que expone la secuencia de ADNc que codifica la endoglucanasa F1-CMC producida por Aspergillus
aculeatus; Kawaguchi T et al., Gene 173(2):287-8, 1996, que expone la clonacion y la secuenciacion del ADNc
que codifica la beta-glucosidasa 1 de Aspergillus aculeatus; Sakamoto et al., Curr. Genet. 27:435-439, 1995, que
expone la secuencia de ADNc que codifica la endoglucanasa CMCase-1 de Aspergillus kawachii IFO 4308;
Saarilahti et al., Gene 90:9-14, 1990, que expone una endoglucanasa de Erwinia carotovara; Spilliaert R, et al.,
Eur J Biochem. 224(3):923-30, 1994, que expone la clonacion y la secuenciacion de bglA, que codifica una beta-
glucanasa termoestable a partir de Rhodothermus marinus; y Halldorsdottir S et al., Appl Microbiol Biotechnol.
49(3):277-84, 1998, que describe la clonacion, la secuenciacion y la sobreexpresion de un gen de Rhodothermus
marinus que codifica una celulasa termoestable de la familia 12 de glicosil hidrolasa. No obstante, todavia resulta
necesaria la identificacion y caracterizaciéon de nuevas celulasas, con propiedades mejoradas, tales como
rendimiento mejorado en condiciones de estrés térmico o en presencia de surfactantes, actividad especifica
aumentada, patron de escision de sustrato alterado, y/o alto nivel de expresion in vitro.

[0074] El desarrollo de nuevas y mejoradas composiciones de celulasa que comprenden cantidades diversas de
celulasas de tipo CBH, de tipo EG y de tipo BG es de interés para utilizarse: (1) en composiciones para degradar
pulpa de madera u otra biomasa en azucares (p. €j., para la produccién de productos bioquimicos tal como
biocombustibles); (2) en composiciones detergentes que presentan capacidad de limpieza mejorada, (3)
funcionan como un agente suavizante y/o mejoran el tacto de los tejidos de algodén (p. €j., “lavado a la piedra” o
“biopulido”); y/o (3) en composiciones para pienso, por ejemplo.

[0075] En el presente documento también se proporcionan preparaciones de celulasa enteras que comprenden
variantes de celulasa. Como se utiliza en el presente documento, la expresion "preparacion de celulasa entera"
se refiere tanto a las composiciones que contienen celulasa de origen natural como a las de origen no natural.
Una composicion "de origen natural" es una producida por una fuente de origen natural y que comprende uno o
mas componentes de tipo celobiohidrolasa, uno o mas componentes de tipo endoglucanasa y uno o mas
componentes de tipo beta-glucosidasa, donde cada uno de estos componentes se encuentra en la proporcion
producida por la fuente. Una composicion de origen natural es una producida por un organismo no modificado
con respecto a las enzimas celuloliticas de forma que la proporcién de las enzimas componentes no se altere de
la producida por el organismo nativo. Una composicion "de origen no natural" abarca las composiciones
producidas mediante: (1) la combinacion de enzimas celuloliticas componentes en una proporcion de origen
natural o en una proporcién de origen no natural, esto es, alterada; o (2) la modificacién de un organismo para
sobreexpresar o infraexpresar una o mas enzimas celuloliticas; o (3) la modificacion de un organismo de forma
que se delecione al menos una enzima celulolitica. En consecuencia, en algunos modos de realizacion, la
preparacion de celulasa entera puede tener una o mas de las diversas EG y/o CBH, y/o beta-glucosidasas
delecionadas. Por ejemplo, EG1 puede delecionarse sola o en combinacién con otras EG y/o CBH.

[0076] En general, la preparacion de celulasa entera incluye enzimas, incluyendo, pero sin caracter limitativo: (i)
endoglucanasas (EG) o 1,4B-d-glucano-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), (ii) exoglucanasas, incluyendo 1,4--d-
glucano glucanohidrolasas (también conocidas como celodextrinasas) (EC 3.2.1.74) y 1,4-B-glucano-
celobiohidrolasas (exocelobiohidrolasas, CBH) (EC 3.2.1.91), y (iii) B-glucosidasa (BG) o [-glucosida
glucohidrolasas (EC 3.2.1.21).

[0077] En la presente exposicion, la preparacion de celulasa entera puede ser de cualquier microorganismo que
sea Util para la hidrdlisis de un material celuldsico. En algunos modos de realizacion, la preparacion de celulasa
entera es una celulasa entera de hongos filamentosos. Los "hongos filamentosos" incluyen todas las formas
filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota. En algunos modos de realizacion, la preparacion de
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celulasa entera es una celulasa entera de especies de Acremonium, Aspergillus, Emericella, Fusarium,
Humicola, Mucor, Myceliophthora, Neurospora, Scytalidium, Thielavia, Tolypocladium, o Trichoderma. En algunos
modos de realizacion, la preparacion de celulasa entera es una celulasa entera de Aspergillus aculeatus,
Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, o
Aspergillus oryzae. En otro aspecto, la preparacion de celulasa entera es una celulasa entera de Fusarium
bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum,
Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum,
Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium
sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides, o Fusarium venenatum. En otro aspecto, la
preparacion de celulasa entera es una celulasa entera de Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor
miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Scytalidium thermophilum, o Thielavia terrestris. En otro
aspecto, la preparacion de celulasa entera es una celulasa entera de Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei p. €j., RL-P37 (Sheir-Neiss et al., Appl. Microbiol.
Biotechnology, 20 (1984) pp. 46-53; Montenecourt B.S., Can., 1-20, 1987), QM9414 (ATCC n.°. 26921), NRRL
15709, ATCC 13631, 56764, 56466, 56767, o Trichoderma viride p. ej., ATCC 32098 y 32086. En algunos modos
de realizacion, la preparacion de celulasa entera es una celulasa entera de Trichoderma reesei RutC30, que esta
disponible en American Type Culture Collection como Trichoderma reesei ATCC 56765.

[0078] Entre los ejemplos de preparaciones de celulasa comerciales adecuadas para utilizarse en la presente
exposicién se incluyen, por ejemplo, CELLUCLAST™ (disponible en Novozymes A/S) y las enzimas LAMINEX™,
IndiAge™ y Primafast™ LAMINEX BG, ACCELLERASE™ 100 y ACCELLERASE™ 1500 (disponibles en
Genencor Division, Danisco US. Inc.)

[0079] En la presente exposicion, la preparacion de celulasa entera puede ser de cualquier método de cultivo de
microorganismos conocido en la técnica que dé lugar a la expresion de enzimas capaces de hidrolizar un
material celuldsico. La fermentacion puede incluir cultivo en matraz de agitacion, fermentacion a pequefia o a
gran escala, tales como fermentaciones continuas, por lotes, por lote alimentado, o en medio sdélido en
laboratorios o fermentadores industriales realizadas en un medio adecuado y en condiciones que permitan que la
celulasa se exprese o se aisle.

[0080] Por lo general, el microorganismo se cultiva en un medio de cultivo celular adecuado para la produccion
de enzimas capaces de hidrolizar un material celulésico. El cultivo tiene lugar en un medio nutritivo adecuado
que comprende fuentes de carbono y nitrégeno, asi como sales inorganicas, utilizando procedimientos conocidos
en la técnica. En la técnica, se conocen medios de cultivo, intervalos de temperatura y otras condiciones de
crecimiento y produccion de celulasa adecuados. Como ejemplo no limitativo, el intervalo de temperatura normal
para la produccién de celulasas a partir de Trichoderma reesei es de 24 °C a 28 °C.

[0081] Generalmente, la preparacion de celulasa entera se utiliza como se produce mediante la fermentacion con
recuperacion y/o purificacion minima o inexistente. Por ejemplo, una vez que una célula secreta las celulasas en
el medio de cultivo celular, puede utilizarse el medio de cultivo celular que contiene las celulasas. En algunos
modos de realizacién, la preparacion de celulasa entera comprende los contenidos no fraccionados de material
de fermentacion, incluyendo medio de cultivo celular, enzimas extracelulares y células. Alternativamente, la
preparacion de celulasa entera puede ser procesada mediante cualquier método conveniente, por ejemplo,
mediante precipitacion, centrifugacion, afinidad, filtracion o cualquier otro método conocido en la técnica. En
algunos modos de realizacion, la preparacion de celulasa entera puede ser concentrada, por ejemplo, y utilizarse
sin purificacion adicional. En algunos modos de realizacion, la preparacién de celulasa entera comprende
agentes quimicos que disminuyen la viabilidad de células o matan las células. En algunos modos de realizacion,
las células se lisan o se permeabilizan mediante la utilizacién de métodos conocidos en la técnica.

lll. Biologia Molecular

[0082] En un modo de realizacién la presente exposicion proporciona la expresion de variantes de genes cbh2
bajo el control de un promotor funcional en un hongo filamentoso. Por consiguiente, la presente exposicion se
basa en técnicas rutinarias en el campo de la genética recombinante (Véase, p. €j., Sambrook et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 22 ed., 1989; Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual, 1990;
y Ausubel et al., eds., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing and Wiley-
Interscience, New York, 1994).

Métodos de mutaciéon de secuencias de acido nucleico de cbh2

[0083] En la presente exposicion, se contempla cualquier método conocido en la técnica que pueda introducir
mutaciones.
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[0084] La presente descripcion se refiere a la expresion, la purificacion y/o el aislamiento y la utilizacion de
variante de CBH2. Estas enzimas se preparan preferiblemente mediante métodos recombinantes utilizando el
gen cbh2 de H. jecorina. El caldo de fermentacion puede utilizarse con o sin purificacion.

[0085] Tras el aislamiento y la clonacién del gen cbh2 de H. jecorina, se utilizan otros métodos conocidos en la
técnica, tales como mutagénesis de sitio dirigido, para realizar las sustituciones, adiciones o deleciones que
corresponden a aminoacidos sustituidos en la variante de CBH2 expresada. De nuevo, la mutagénesis de sitio
dirigido y otros métodos para incorporar cambios de aminoacidos en proteinas expresadas a nivel de ADN se
conocen en la técnica (Sambrook et al., supra; y Ausubel et al., supra).

[0086] EI ADN que codifica una variante de secuencia de aminoacidos de la CBH2 de H. jecorina se prepara
mediante diversos métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero sin caracter limitativo, la
preparacion mediante mutagénesis de sitio dirigido (0 mediada por oligonucleétidos), mutagénesis por PCR y
mutagénesis por insercion de un casete de un ADN preparado anteriormente que codifica la CBH2 de H.
jecorina.

[0087] La mutagénesis de sitio dirigido es un método preferido para preparar variantes de sustitucion. Esta
técnica se conoce bien en la técnica (véase, p. €j., Carter et al. Nucleic Acids Res. 13:4431-4443 (1985) y Kunkel
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU 82:488 (1987)). En resumen, al llevar a cabo la mutagénesis de sitio dirigido
del ADN, el ADN inicial se altera hibridando en primer lugar un oligonucleétido que codifica la mutacién deseada
en una cadena simple de dicho ADN inicial. Después de la hibridacion, se utiliza una ADN polimerasa para
sintetizar una segunda cadena completa, utilizando el oligonucleétido hibridado como cebador, y utilizando la
cadena simple del ADN inicial como plantilla. De esta manera, el oligonucleétido que codifica la mutacion
deseada se incorpora en el ADN bicatenario resultante.

[0088] La mutagénesis por PCR también es adecuada para realizar variantes de secuencias de aminoacidos del
polipéptido inicial, es decir, CBH2 de H. jecorina. Véase Higuchi, en PCR Protocols, pp.177-183 (Academic
Press, 1990); y Vallette et al., Nuc. Acids Res. 17:723-733, 1989). Véase, también, por ejemplo, Cadwell et al.,
PCR Methods and Applications, Vol 2, 28-33 (1992). En resumen, cuando se utilizan pequefas cantidades de
ADN plantilla como material inicial en una PCR, se pueden utilizar cebadores que difieren ligeramente en la
secuencia de la regién correspondiente en un ADN plantilla para generar cantidades relativamente grandes de un
fragmento de ADN especifico que difiere de la secuencia de la plantilla solo en las posiciones en las que los
cebadores difieren de la plantilla.

[0089] Otro método para preparar variantes, la mutagénesis por insercion de un casete, se basa en la técnica
descrita por Wells et al., Gene 34:315-323 (1985). El material inicial es el plasmido (u otro vector) que comprende
el ADN del polipéptido inicial que ha de ser mutado. Se identifica el codén o los codones en el ADN inicial que ha
de ser mutado. Debe haber un Unico sitio de endonucleasa de restriccion en cada lado del sitio o de los sitios de
mutacion identificados. Si no existen dichos sitios de restriccion, se pueden generar utilizando el método de
mutagénesis mediada por oligonucledtidos descrito anteriormente para introducirlos en localizaciones apropiadas
en el ADN del polipéptido inicial. EI ADN plasmidico se corta en estos sitios para linealizarlo. Un oligonucleétido
bicatenario que codifica la secuencia del ADN entre los sitios de restriccion, pero que contiene la mutacién o las
mutaciones deseadas, se sintetiza utilizando procedimientos estandar, donde las dos cadenas del
oligonucledtido se sintetizan por separado y después se hibridan juntas utilizando técnicas estandar. Este
oligonucledtido bicatenario se denomina casete. Este casete esta disefiado para que tenga extremos 5'y 3'
compatibles con los extremos del plasmido linealizado, de manera que se puede ligar directamente al plasmido.
Este plasmido contiene ahora la secuencia de ADN mutada.

[0090] De manera alternativa, o adicional, se puede determinar la secuencia de aminoacidos deseada que
codifica una variante de CBH2, y se puede generar sintéticamente una secuencia de acido nucleico que codifica
dicha variante de secuencia de aminoacidos.

[0091] La variante o las variantes de CBH2 preparadas de esta manera se pueden someter a modificaciones
adicionales, dependiendo a menudo del uso pretendido de la celulasa. Dichas modificaciones pueden implicar la
alteracion adicional de la secuencia de aminoacidos, la fusién a un polipéptido o polipéptidos heterdlogos y/o
modificaciones covalentes.

IV. Acidos nucleicos cbh2 y polipéptidos CBH2

A. Variantes de acidos nucleicos de tipo cbh2
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[0092] La secuencia de acido nucleico para la cbh2 de tipo salvaje se muestra en SEQ ID NO:1. La exposicion
abarca una molécula de acido nucleico que codifica las variantes de celulasas descritas en el presente
documento. El acido nucleico puede ser una molécula de ADN.

[0093] Después de que se hayan clonado las secuencias de ADN que codifican las variantes de CBH2 en
constructos de ADN, se utiliza el ADN para transformar microorganismos. El microorganismo que se ha de
transformar con el proposito de expresar una variante de CBH2 segun la presente exposicion puede comprender
de manera ventajosa una cepa derivada de Trichoderma sp. De esta manera, un modo preferido para preparar
una variante de celulasas CBH2 segun la presente exposicion comprende transformar una célula huésped de
Trichoderma sp. con un constructo de ADN que comprende al menos un fragmento de ADN que codifica una
parte o toda la variante de CBH2. El constructo de ADN se unira en general de manera funcional a un promotor.
La célula huésped transformada se cultiva entonces en condiciones para expresar la proteina deseada.
Posteriormente, el producto de proteina deseada se puede purificar hasta una homogeneidad sustancial.

[0094] No obstante, de hecho, puede ser que el mejor vehiculo de expresion para un ADN determinado que
codifica una variante de CBH2 pueda diferir de H. jecorina. De este modo, puede ser que lo mas ventajoso sea
expresar una proteina en un huésped de transformaciéon que porte similitud filogenética al organismo original
para la variante de CBH2. En un modo de realizacién alternativo, se puede utilizar Aspergillus niger como
vehiculo de expresion. Para una descripcion de técnicas de transformacion con A. niger, véase WO 98/31821.

[0095] Por consiguiente, se proporciona la presente descripcion de un sistema de expresion de Aspergillus spp.
con fines ilustrativos Unicamente y como una opcidn para expresar la variante de CBH2 de la exposicion. No
obstante, un experto en la materia puede inclinarse por expresar el ADN que codifica la variante de CBH2 en una
célula huésped diferente si procede y debe entenderse que el origen de la variante de CBH2 deberia
considerarse al determinar el huésped de expresion éptimo. Adicionalmente, el experto en la materia sera capaz
de seleccionar el mejor sistema de expresion para un gen concreto mediante técnicas rutinarias utilizando las
herramientas disponibles en la técnica.

B. Polipéptidos de variantes de CBH2

[0096] Las variantes de CBH2 de la presente exposicion tienen secuencias de aminoacidos que se derivan de la
secuencia de aminoacidos de un precursor de CBH2. La secuencia de aminoacidos de la variante de CBH2
difiere de la secuencia de aminoacidos del precursor de CBH2 en la sustitucién, delecion o insercién de uno o
varios aminoacidos de la secuencia de aminoacidos del precursor, siempre que dicha variante sea como se
define en las reivindicaciones. En un modo de realizacion preferido, el precursor de CBH2 es CBH2 de Hypocrea
jecorina. La secuencia de aminoacidos madura de CBH2 de H. jecorina se muestra en SEQ ID NO:3. De esta
manera, la exposicion se dirige a variantes de CBH2 que contienen residuos de aminoacidos en posiciones que
son equivalentes al residuo concreto identificado en CBH2 de H. jecorina. Un residuo (aminoacido) de un
homologo de CBH2 es equivalente a un residuo de CBH2 de Hypocrea jecorina si es homdlogo (es decir,
correspondiente en la posicion en la estructura primaria o terciaria) o si es funcionalmente analogo a un residuo
especifico o parte de ese residuo en CBH2 de Hypocrea jecorina (es decir, que tiene la misma o similar
capacidad funcional para combinarse, reaccionar, o interaccionar quimica o estructuralmente). Como se utiliza en
el presente documento, la numeracion pretende corresponder a la de la secuencia de aminoacidos de la CBH2
madura (SEQ ID NO:3).

[0097] El alineamiento de las secuencias de aminoacidos para determinar la homologia se determina
preferiblemente utilizando un “algoritmo de comparacion de secuencias”. El alineamiento 6ptimo de secuencias
para la comparacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith &
Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento por homologia de Needleman &
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante la busqueda de un método de similitud de Pearson & Lipman,
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccion visual. La inspeccion visual puede utilizar paquetes de
graficos tales como, por ejemplo, MOE de Chemical Computing Group, Montreal Canada.

[0098] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar la similitud de secuencia es el algoritmo
BLAST, que se describe en Altschul, et al., J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990). El software para realizar analisis
BLAST esta disponible publicamente en el Centro Nacional de Informacidon Biotecnologica
(www.ncbi.nim.nih.gov). Este algoritmo implica en primer lugar identificar pares de secuencias de alta puntuacion
(HSP, por sus siglas en inglés) mediante la identificacién de palabras cortas de longitud W en la secuencia
problema que coinciden con o cumplen alguna puntuacién umbral T con valor positivo cuando se alinean con una
palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. Estas coincidencias de palabras iniciales
proximas actian como puntos de partida para encontrar pares de secuencias de alta puntuacién mas largas que
15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2619902 T3

las contengan. Las coincidencias de palabras se expanden en ambas direcciones a lo largo de cada una de las
dos secuencias que se comparan hasta donde se pueda aumentar la puntuacién de alineamiento acumulativa.
La extensién de las coincidencias de palabras se detiene cuando: la puntuacién de alineamiento acumulativa
disminuye en la cantidad X a partir de un valor maximo conseguido; la puntuacién acumulativa es cero o inferior;
o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la
sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLAST utiliza por defecto una longitud de palabra (W)
de 11, la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915
(1989)) alineamientos (B) de 50, expectacion (E) de 10, M'5, N'-4, y una comparacion de ambas cadenas.

[0099] El algoritmo BLAST realiza a continuacion un analisis estadistico de la similitud entre las dos secuencias
(véase, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud
proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una
indicacién de la probabilidad por la que un emparejamiento entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos
ocurriria al azar. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos se considera similar a una proteasa si la
probabilidad de suma mas pequefia en una comparacion de la secuencia de aminoacidos de prueba con
respecto a una secuencia de aminoacidos de proteasa es inferior a aproximadamente 0,1, mas preferiblemente
inferior a aproximadamente 0,01 y siendo lo mas preferible inferior a aproximadamente 0,001.

[0100] Para fines de la presente exposicion, el grado de identidad se puede determinar adecuadamente
mediante programas informaticos conocidos en la técnica, tales como GAP proporcionados en el paquete de
programa GCG (Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer
Group, 575 Science Drive, Madison, Wis., USA 53711) (Needleman, S. B. y Wunsch, C. D., (1970), Journal of
Molecular Biology, 48, 443-45), utilizando GAP con los siguientes ajustes para comparacion de secuencias de
polinucledtidos: GAP creation penalty (penalizacion por creacion de hueco) de 5.0 y GAP extension penalty
(penalizacion por extension de hueco) de 0.3.

[0101] Puede utilizarse un alineamiento estructural entre un CBH2 de T. reesei y otras celulasas para identificar
posiciones equivalentes/correspondientes en otras celulasas que tienen un grado de homologia moderado a
elevado, por ejemplo, aproximadamente 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %,
85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o incluso 99 %, con
CBH2 de T. reesei (SEQ ID NO: 3). Un método de obtener dicho alineamiento estructural es utilizar el programa
Pile Up del paquete GCG utilizando valores por defecto de penalizaciones por hueco, esto es, una penalizacion
por creacion de hueco de 3.0 y una penalizacion por extension de hueco de 0.1. Otros métodos de alineamiento
estructural incluyen el analisis de grupos hidrofébicos (Gaboriaud et al.,, FEBS Letters, 224:149-155, 1987) y
plegamiento inverso (Huber and Torda, Protein Science, 7:142-149, 1998).

[0102] Un alineamiento ilustrativo de la forma madura de diversas celulasas de referencia se proporciona a modo
de figura 3. Las celulasas de referencia incluyen: Hypocrea jecorina (también conocida como T. reesei) CBH2
(SEQ ID NO:3), Hypocrea koningii CBH2 (SEQ ID NO:4), Humicola insolens CBH2 (SEQ ID NO:5), Acremonium
cellulolyticus CBH2 (SEQ ID NO:6), Agaricus bisporus CBH2 (SEQ ID NO:7), Fusarium osysporum EG (SEQ ID
NO:8), Phanerochaete chrysosporium CBH2 (SEQ ID NO:9), Talaromyces emersonii CBH2 (SEQ ID NO:10),
Thermobifida. fusca 6B/[E3 CBH2 (SEQ ID NO:11), Thermobifida fusca 6A/E2 EG (SEQ ID NO:12), y
Cellulomonas fimi CenA EG (SEQ ID NO:13). Las secuencias se alinearon mediante los algoritmos de
alineamiento de secuencias multiples ClustalWw y MUSCLE. En la tabla 1, se proporciona una matriz que muestra
el porcentaje de identidad de las celulasas del alineamiento de secuencia.

Tabla 1. Matriz* de porcentaje de identidad de celulasa

Porcentaje_ID 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

3 100 95,5 | 62,3 | 64,7 | 59,6 | 63,1 554 | 634 | 319 | 135 27

95,5 100 61,6 64 59,1 | 63,6 | 54,7 63 329 | 135 | 26,8

62,3 | 61,6 100 59,1 576 | 61,3 54 58,8 | 31,9 | 159 | 26,6

59,6 | 59,1 57,6 | 58,6 100 55,8 | 69,1 58,1 349 | 175 | 27,6

63,1 636 | 61,3 | 56,4 | 55,8 100 48,7 | 54,8 | 311 13,9 | 252

4
5
6 64,7 64 59,1 100 58,6 | 56,4 54 726 | 32,8 | 13,5 | 29,2
7
8
9

55,4 | 54,7 54 54 69,1 | 48,7 100 526 | 324 | 154 | 256

10 63,4 63 58,8 | 72,6 | 58,1 54,8 | 52,6 100 339 | 132 | 273
1 319 | 329 | 319 | 328 | 349 | 311 32,4 | 33,9 100 15,9 | 36,3
12 135 | 135 | 159 | 135 | 175 | 13,9 | 154 | 13,2 | 159 100 12,8
13 27 26,8 | 266 | 29,2 | 276 | 252 | 256 | 27,3 | 36,3 | 12,8 100

*Los numeros de la fila superior y de la columna izquierda corresponden a los SEQ ID NOS de las secuencias
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| alineadas de la figura 3.

[0103] Las busquedas de secuencias se llevan a cabo normalmente utilizando el programa BLASTN cuando se
evalla una secuencia de acido nucleico determinada en relacion con las secuencias de acido nucleico de las
secuencias de ADN de GenBank y otras bases de datos publicas. Se prefiere el programa BLASTX para buscar
secuencias de acido nucleico que se han traducido en todos los marcos de lectura con respecto a las secuencias
de aminoacidos de las secuencias de proteinas de GenBank y otras bases de datos publicas. Tanto BLASTN
como BLASTX funcionan utilizando parametros por defecto de una penalizacion por hueco abierto de 11.0, y una
penalizacién por hueco extendido de 1.0, y utilizan la matriz BLOSUM-62. (Véase, p. €j., Altschul, et al., 1997.)

V. Expresion de variantes de CBH2 recombinantes

[0104] Los métodos de la exposicion se basan en la utilizacion de células para expresar la variante de CBH2, sin
que se requiera ningun método concreto de expresion de CBH2. La variante de CBH2 se secreta preferiblemente
de las células. La exposiciéon proporciona células huésped que se han transducido, transformado o transfectado
con un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una variante de CBH2.
Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las utilizadas anteriormente para la
célula huésped parental antes de la transduccion, transformacioén o transfeccion y resultaran evidentes para los
expertos en la materia.

[0105] En un enfoque, se transfecta una célula de hongo filamentoso o una célula de levadura con un vector de
expresion que tiene un promotor o un fragmento de promotor biolégicamente activo o uno o varios (p. €j., una
serie) de los potenciadores que funciona en la linea de la célula huésped, operativamente unidos a un segmento
de ADN que codifica la variante de CBH2, de manera que la variante de CBH2 se expresa en la linea celular.

A. Vectores de expresion/Constructos de acido nucleico

[0106] Se pueden incorporar fragmentos de polinucledtidos naturales o sintéticos que codifican la variante de
CBH2 (“secuencias de acido nucleico que codifican CBH2”) en vectores o constructos de acido nucleico
heterdlogos, capaces de la introduccion y la replicacion en una célula de levadura o de hongo filamentoso. Los
vectores y métodos expuestos en el presente documento son adecuados para utilizarse en células huésped para
la expresion de la variante de CBH2. Se puede utilizar cualquier vector siempre que sea replicable y viable en las
células en las que se introduce. Los expertos en la materia conocen un gran ndmero de vectores y promotores
adecuados, y estan disponibles comercialmente. Los vectores de clonacion y expresion también se describen en
Sambrook et al., 1989, Ausubel F M et al.,, 1989, y Strathern et al., The Molecular Biology of the Yeast
Saccharomyces, 1981. Se describen vectores de expresion adecuados para hongos en van den Hondel, C. A. M.
J. J. etal. (1991) En: Bennett, J. W. y Lasure, L. L. (eds.) More Gene Manipulations in Fungi. Academic Press,
pp. 396-428. La secuencia de ADN adecuada se puede insertar en un plasmido o vector (denominados
colectivamente en el presente documento como “vectores”) mediante una variedad de procedimientos. En
general, la secuencia de ADN se inserta en un sitio o sitios de endonucleasa de restriccion adecuado(s)
mediante procedimientos estandar. Se considera que dichos procedimientos y los procedimientos de
subclonacion relacionados estan dentro del alcance del conocimiento de los expertos en la materia.

[0107] Se pueden producir hongos filamentosos recombinantes que comprenden la secuencia codificadora para
la variante de CBH2 introduciendo un constructo de acido nucleico heterdlogo que comprende la secuencia
codificadora de la variante de CBH2 en las células de una cepa seleccionada de los hongos filamentosos.

[0108] Una vez que se obtiene la forma deseada de una secuencia de acido nucleico de la variante de cbh2, se
puede modificar de diversas maneras. Cuando la secuencia implica regiones flanqueantes no codificadoras, las
regiones flanqueantes se pueden someter a reseccion, mutagénesis, etc. De esta manera, se pueden realizar
transiciones, transversiones, deleciones e inserciones en la secuencia de origen natural.

[0109] Puede insertarse una secuencia codificadora de la variante de cbh2 seleccionada en un vector adecuado
de conformidad con técnicas recombinantes conocidas y utilizarse para transformar los hongos filamentosos
capaces de la expresion de CBH2. Debido a la degeneracion inherente del codigo genético, se pueden utilizar
otras secuencias de acido nucleico que codifican una secuencia de aminoacidos sustancialmente igual o
funcionalmente equivalente para clonar y expresar la variante de CBH2. Por lo tanto, se entiende que dichas
sustituciones en la region codificadora estan dentro de las variantes de secuencias cubiertas por la presente
exposicion. Se pueden utilizar todas y cada una de estas variantes de secuencias de la misma manera que se
describe en el presente documento para una secuencia de acido nucleico parental que codifica CBH2.
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[0110] La presente exposicion también incluye constructos de acido nucleico recombinante que comprenden una
o varias de las secuencias de acido nucleico que codifican variantes de CBH2 como se describe anteriormente.
Los constructos comprenden un vector, tal como un plasmido o vector viral, en el que se ha insertado una
secuencia de la exposicion, en una orientacion directa o inversa.

[0111] Los constructos de acido nucleico heterélogos pueden incluir la secuencia codificadora para la variante de
cbh2: (i) de manera aislada; (ii) en combinaciéon con secuencias codificadoras adicionales; tales como secuencias
codificadoras de proteina de fusion o de péptido sefial, en las que la secuencia que codifica cbh2 es la secuencia
codificadora dominante; (iii) en combinacion con secuencias no codificadoras, tales como intrones y elementos
de control, tales como elementos promotores y terminadores o regiones 5' y/o 3' no traducidas, eficaces para la
expresion de la secuencia codificadora en un huésped adecuado; y/o (iv) en un vector o medio huésped en el
que la secuencia que codifica cbh2 es un gen heterdlogo.

[0112] En un aspecto de la presente exposicion, se emplea un constructo de acido nucleico heterélogo para
transferir una secuencia de acido nucleico que codifica una variante de CBH2 en una célula in vitro, con lineas de
levadura y de hongos filamentosos establecidos preferidas. Para la produccion a largo plazo de la variante de
CBH2, se prefiere la expresion estable. Se deduce que se puede utilizar cualquier método efectivo para generar
transformantes estables en la practica de la exposicion.

[0113] Los vectores adecuados estan normalmente equipados con una secuencia de acido nucleico que codifica
un marcador seleccionable, sitios de insercién y elementos de control adecuados, tales como secuencias de
promotor y de terminacion. El vector puede comprender secuencias reguladoras, que incluyen, por ejemplo,
secuencias no codificadoras, tales como intrones y elementos de control, es decir, elementos promotores y
terminadores o regiones 5' y/o 3' no traducidas, eficaces para la expresion de la secuencia codificadora en
células huésped (y/o en un medio de célula huésped o vector en el que normalmente no se expresa una
secuencia codificadora de antigeno de proteina soluble modificada), operativamente unidas a la secuencia
codificadora. Los expertos en la materia conocen un gran numero de vectores y promotores adecuados, muchos
de los cuales estan disponibles comercialmente y/o se describen en Sambrook, et al., (supra).

[0114] Promotores de ejemplo incluyen promotores constitutivos y promotores inducibles, ejemplos de los cuales
incluyen un promotor CMV, un promotor SV40 temprano, un promotor RSV, un promotor EF-1 alfa, un promotor
que contiene el elemento de respuesta Tet (TRE, por sus siglas en inglés) en el sistema tet-on o tet-off como se
describe (ClonTech y BASF), el promotor beta actina y el promotor metalotionina que se pueden regular por
incremento mediante la adicidon de determinadas sales de metales. Una secuencia promotora es una secuencia
de ADN que es reconocida por el hongo filamentoso concreto con fines de expresion. Esta operativamente unida
a una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de variante de CBH2. Dicha unién comprende el
posicionamiento del promotor con respecto al codén de iniciacién de la secuencia de ADN que codifica el
polipéptido de variante de CBH2 en los vectores de expresién expuestos. La secuencia promotora contiene
secuencia de control de la transcripcion y la traduccion que media en la expresion del polipéptido de variante de
CBH2. Ejemplos incluyen los promotores de genes que codifican glucoamilasa, alfa-amilasa, o alfa-glucosidasa
de Aspergillus niger, A awamori o A. oryzae; los genes gpdA o trpC de A. nidulans; los genes cbh1 o trp1 de
Neurospora crassa; los genes que codifican proteinasa aspartica de A. niger o Rhizomucor miehei; los genes que
codifican cbh1, cbh2, egl1, egl2, u otras celulasas de H. jecorina (T. reesei).

[0115] La eleccion del marcador seleccionable adecuado dependera de la célula huésped, y en la técnica se
conocen bien los marcadores adecuados para diferentes huéspedes. Los genes marcadores seleccionables
tipicos incluyen argB de A.nidulans o T.reesei, amdS de A.nidulans, pyr4 de Neurospora crassa o T.reesei, pyrG
de Aspergillus niger o A.nidulans. Ejemplos adicionales de marcadores seleccionables incluyen, pero sin caracter
limitativo, trpc, trp1, oliC31, niaD o leu2, que se incluyen en constructos de acido nucleico heterdlogo utilizados
para transformar una cepa mutante tal como trp-, pyr-, leu- y similares.

[0116] Dichos marcadores seleccionables confieren a los transformantes la capacidad de utilizar un metabolito
que normalmente no es metabolizado por los hongos filamentosos. Por ejemplo, el gen amdS de H. jecorina que
codifica la enzima acetamidasa que permite que las células transformantes crezcan en acetamida como fuente
de nitrégeno. El marcador seleccionable (p. €j., pyrG) puede restaurar la capacidad de una cepa mutante
auxotrofica para crecer en un medio minimo selectivo o el marcador seleccionable (p. €j., olic31) puede conferir a
los transformantes la capacidad de crecer en presencia de un farmaco inhibidor o antibiético.

[0117] La secuencia codificadora del marcador seleccionable se clona en cualquier plasmido adecuado utilizando
métodos generalmente empleados en la técnica. Ejemplos de plasmidos incluyen pUC18, pBR322, pRAX vy
pUC100. El plasmido pRAX contiene secuencias AMAL de A. nidulans, que posibilitan la replicacion en A. niger.
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[0118] La practica de la presente exposicion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de la
técnica. Dichas técnicas se explican de forma completa en la literatura. Véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
1989; Freshney, Animal Cell Culture, 1987; Ausubel, et al., 1993; y Coligan et al., Current Protocols in
Immunology, 1991.

B. Células huésped y condiciones de cultivo para la produccion de CBH2
(i) Hongos filamentosos

[0119] De esta manera, la presente exposicion proporciona hongos filamentosos que comprenden células que
han sido modificadas, seleccionadas y cultivadas de manera efectiva para dar lugar a la produccién o expresion
de variante de CBH2 con respecto a los correspondientes hongos parentales no transformados.

[0120] Ejemplos de especies de hongos filamentosos parentales que se pueden tratar y/o modificar para la
expresion de variante de CBH2 incluyen, pero sin caracter limitativo, Trichoderma, por ejemplo, Trichoderma
reesei, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii; Penicillium sp., Humicola sp.,
incluyendo Humicola insolens; Aspergillus sp., Chrysosporium sp., Fusarium sp., Hypocrea sp., y Emericella sp.

[0121] Las células que expresan CBH2 se cultivan bajo condiciones normalmente empleadas para cultivar la
linea fungica parental. Generalmente, las células se cultivan en un medio estandar que contiene sales
fisiolégicas y nutrientes, tal como se describe en Pourquie, J. et al., Biochemistry and Genetics of Cellulose
Degradation, eds. Aubert, J. P. et al., Academic Press, pp. 71-86, 1988 y limen, M. et al., Appl. Environ.
Microbiol. 63:1298-1306, 1997). Las condiciones de cultivo también son estandar, por ejemplo, los cultivos se
incuban a 28 °C en agitadores de cultivos o fermentadores hasta que se consiguen niveles de expresion de
CBH2 deseados.

[0122] Las condiciones de cultivo preferidas para un hongo filamentoso determinado se pueden encontrar en la
literatura cientifica y/o de la fuente de los hongos, tal como la American Type Culture Collection (ATCC;
www.atcc.org/). Después de establecer crecimiento fungico, las células se exponen a condiciones efectivas para
causar o permitir la expresion de la variante de CBH2.

[0123] En casos en los que una secuencia que codifica CBH2 esta bajo el control de un promotor inducible, el
agente inductor, por ejemplo, un azucar, una sal de metal o antibiéticos, se afiade al medio en una concentracion
efectiva para inducir la expresion de CBH2.

[0124] En un modo de realizacién, la cepa comprende Aspergillus niger, que es una cepa util para obtener
proteina sobreexpresada. Por ejemplo, se sabe que A. niger var awamori dgr246 secreta cantidades elevadas de
celulasas secretadas (Goedegebuur et al., Curr. Genet (2002) 41: 89-98). Se conocen otras cepas de Aspergillus
niger varawamori, tales como GCDAP3, GCDAP4 y GAP3-4 (Ward et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:738-
743, 1993).

[0125] En otro modo de realizacion, la cepa comprende Trichoderma reesei, que es una cepa Util para obtener
proteina sobreexpresada. Por ejemplo, se sabe que RL-P37, descrita por Sheir-Neiss et al., Appl. Microbiol.
Biotechnol. 20:46-53 (1984) secreta cantidades elevadas de enzimas de celulasa. Los equivalentes funcionales
de RL-P37 incluyen la cepa RUT-C30 (ATCC n.° 56765) y la cepa QM9414 (ATCC n.° 26921) de Trichoderma
reesei. Se contempla que estas cepas también serian Utiles en la sobreexpresion de la variante de CBH2.

[0126] Cuando se desea obtener la variante de CBH2 en ausencia de actividad celulolitica nativa potencialmente
perjudicial, es util obtener una cepa de célula huésped de Trichoderma en la que se hayan delecionado uno o
varios genes de celulasa antes de la introduccion de un constructo de ADN o plasmido que contiene el fragmento
de ADN que codifica la variante de CBH2. Dichas cepas se pueden preparar mediante el método expuesto en la
patente estadounidense con n.° 5,246,853 y WO 92/06209. Mediante la expresion de una variante de celulasa
CBH2 en un microorganismo huésped al que le falta uno o varios genes de celulasa, se simplifican los
procedimientos de identificacion y posterior purificacion. Cualquier gen de Trichoderma sp. que se haya clonado
se puede delecionar, por ejemplo, los genes cbh1, cbh2, egl1, y egl2, asi como los que codifican la proteina EG
Il y/o EGV (véase, por ejemplo, la patente estadounidense con n.° 5,475,101 y WO 94/28117, respectivamente).

[0127] La delecion de genes se puede conseguir insertando una forma del gen que se desea delecionar o alterar
en un plasmido mediante métodos conocidos en la técnica. El plasmido de delecién se corta a continuacion en
un sitio o sitios de enzimas de restriccion adecuado(s), interno a la regién codificadora del gen deseado, y la
secuencia codificadora del gen o parte de la misma se sustituye por un marcador seleccionable. Las secuencias
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de ADN flanqueantes del lugar del gen que se ha de delecionar o alterar, preferiblemente entre
aproximadamente 0,5 kb y 2,0 kb, permanecen en cualquier lado del gen del marcador seleccionable. Un
plasmido de delecién adecuado tendra generalmente sitios Unicos de enzimas de restriccion presentes en el
mismo para permitir que se eliminen el fragmento que contiene el gen delecionado, incluyendo las secuencias de
ADN flanqueantes, y el gen del marcador seleccionable como una Unica pieza lineal.

[0128] Se debe elegir un marcador seleccionable que permita la detecciéon del microorganismo transformado.
Cualquier gen del marcador seleccionable que se exprese en el microorganismo seleccionado sera adecuado.
Por ejemplo, con Aspergillus sp., el marcador seleccionable se elige de manera que la presencia del marcador
seleccionable en los transformantes no afecte significativamente a las propiedades de los mismos. Dicho
marcador seleccionable puede ser un gen que codifica un producto analizable. Por ejemplo, se puede utilizar una
copia funcional de un gen de Aspergillus sp. que, si falta en la cepa huésped, dé lugar a que la cepa huésped
muestre un fenotipo auxotréfico. De manera similar, existen marcadores seleccionables para Trichoderma sp.

[0129] En un modo de realizacién, se transforma una cepa derivada de pyrG- de Aspergillus sp. con un gen pyrG
funcional, que proporciona de esta manera un marcador seleccionable para la transformacién. Se puede obtener
una cepa derivada de pyrG- mediante la seleccion de cepas de Aspergillus sp. que son resistentes al acido
fluoroorético (FOA, por sus siglas en inglés). El gen pyrG codifica la orotidina-5'-monofosfato descarboxilasa, una
enzima requerida para la biosintesis de uridina. Las cepas con un gen pyrG intacto crecen en un medio que
carece de uridina, pero son sensibles al acido fluorooroético. Es posible seleccionar cepas derivadas de pyrG- que
carecen de una enzima de orotidina monofosfato descarboxilasa funcional y requieren uridina para el crecimiento
mediante la seleccién de resistencia al FOA. Mediante la utilizacion de la técnica de seleccion del FOA también
es posible obtener cepas que requieren uridina que carecen de una orotato pirofosforribosil transferasa funcional.
Es posible transformar estas células con una copia funcional del gen que codifica esta enzima (Berges &
Barreau, Curr. Genet. 19:359-365 (1991), y van Hartingsveldt et al., (1986) Development of a homologous
transformation system for Aspergillus niger based on the pyrG gene. Mol. Gen. Genet. 206:71-75). La seleccion
de cepas derivadas se realiza facilmente utilizando la técnica de resistencia al FOA mencionada anteriormente vy,
de este modo, el gen pyrG se emplea preferiblemente como marcador seleccionable.

[0130] En un segundo modo de realizacién, se transforma una cepa derivada de pyr4- de Hyprocrea sp.
(Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.)) con un gen pyr4 funcional, que proporciona de esta manera un marcador
seleccionable para la transformacion. Se puede obtener una cepa derivada de pyr4.sup.- mediante la seleccion
de cepas de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) que son resistentes al acido fluoroorético (FOA, por sus siglas en
inglés). El gen pyr4 codifica la orotidina-5'-monofosfato descarboxilasa, una enzima requerida para la biosintesis
de uridina. Las cepas con un gen pyr4 intacto crecen en un medio que carece de uridina, pero son sensibles al
acido fluoroorético. Es posible seleccionar cepas derivadas de pyr4.sup.- que carecen de una enzima de
orotidina monofosfato descarboxilasa funcional y requieren uridina para el crecimiento mediante la seleccion de
resistencia al FOA. Mediante la utilizacion de la técnica de seleccién del FOA también es posible obtener cepas
que requieren uridina que carecen de una orotato pirofosforribosil transferasa funcional. Es posible transformar
estas células con una copia funcional del gen que codifica esta enzima (Berges & Barreau, 1991). La seleccion
de cepas derivadas se realiza facilmente utilizando la técnica de resistencia al FOA mencionada anteriormente vy,
de este modo, el gen pyrd se emplea preferiblemente como marcador seleccionable.

[0131] Para transformar pyrG.- de Aspergillus sp. o pyr4- de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) para que carezcan
de la capacidad para expresar uno o varios genes de celulasa, un fragmento de ADN simple que comprende un
gen de celulasa alterado o delecionado se aisla entonces del plasmido de delecion y se utiliza para transformar
un huésped pyr de Aspergillus o pyr- de Trichoderma adecuado. A continuacion, se identifican los transformantes
y se seleccionan basandose en su capacidad para expresar el producto génico de pyrG o pyr4, respectivamente,
y complementar de esta manera la auxotrofia de uridina de la cepa huésped. A continuacion, se lleva a cabo un
analisis de transferencia Southern en los transformantes resultantes para identificar y confirmar un caso de
integracion de doble cruzamiento que sustituye parte o toda la region codificadora de la copia gendmica del gen
que se ha de delecionar por los marcadores seleccionables pyr adecuados.

[0132] Aunque los vectores plasmidicos especificos descritos anteriormente se refieren a la preparacion de
transformantes de pyr, la presente exposiciéon no se limita a estos vectores. Se pueden delecionar y sustituir
diversos genes en la cepa de Aspergillus sp. o Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) mediante la utilizacion de las
técnicas anteriores. Ademas, se puede utilizar cualquier marcador seleccionable disponible, como se describe
anteriormente. De hecho, cualquier gen huésped, por ejemplo, Aspergillus sp. o Hyprocrea sp., que haya sido
clonado y, de esta manera, identificado, se puede delecionar del genoma utilizando la estrategia descrita
anteriormente.

[0133] Como se indica anteriormente, las cepas huésped utilizadas pueden ser derivadas de Hyprocrea sp.
(Trichoderma sp.) que carecen de o tienen un gen o genes no funcional(es) correspondiente(s) al marcador
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seleccionable elegido. Por ejemplo, si se elige el marcador seleccionable de pyrG para Aspergillus sp., entonces
se utiliza una cepa derivada de pyrG- especifica como receptor en el procedimiento de transformacion. Ademas,
por ejemplo, si se elige el marcador seleccionable de pyr4 para una Hyprocrea sp., entonces se utiliza una cepa
derivada de pyr4- especifica como receptor en el procedimiento de transformacion. De manera similar, se
pueden utilizar los marcadores seleccionables que comprenden genes de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.)
equivalentes a los genes amdS, argB, trpC, niaD de Aspergillus nidulans. Por lo tanto, la cepa receptora
correspondiente debe ser una cepa derivada, tal como argB-, trpC-, niaD-, respectivamente.

[0134] A continuacidon, se prepara el ADN que codifica la variante de CBH2 para la inserciéon en un
microorganismo adecuado. De acuerdo con la presente exposicion, el ADN que codifica una variante de CBH2
comprende el ADN necesario para codificar una proteina que tiene actividad celulolitica funcional. El fragmento
de ADN que codifica la variante de CBH2 puede unirse funcionalmente a una secuencia promotora fungica, por
ejemplo, el promotor del gen glaA en Aspergillus o el promotor de los genes cbh1 o egl1 en Trichoderma.

[0135] También se contempla que mas de una copia de ADN que codifica una variante de CBH2 se pueda
recombinar en la cepa para facilitar la sobreexpresion. EIl ADN que codifica la variante de CBH2 se puede
preparar mediante la construcciéon de un vector de expresion que porta el ADN que codifica la variante. El vector
de expresion que porta el fragmento de ADN insertado que codifica la variante de CBH2 puede ser cualquier
vector que sea capaz de replicarse de manera autbnoma en un organismo huésped determinado o de integrarse
en el ADN del huésped, normalmente un plasmido. En modos de realizacién preferidos, se contemplan dos tipos
de vectores de expresion para obtener la expresion de los genes. El primero contiene secuencias de ADN en las
que el promotor, la region codificadora del gen y la secuencia de terminacion se originan todas del gen que se ha
de expresar. El truncamiento del gen se puede obtener cuando se desee delecionando las secuencias de ADN
no deseadas (p. €j., que codifican dominios no deseados) para dejar que el dominio se exprese bajo el control de
sus propias secuencias reguladoras de la transcripcion y la traduccién. Un marcador seleccionable también
puede contenerse en el vector que permite la seleccién para la integracion en el huésped de miltiples copias de
las nuevas secuencias de genes.

[0136] ElI segundo tipo de vector de expresidon se preensambla y contiene secuencias requeridas para la
transcripcion a alto nivel y un marcador seleccionable. Se contempla que la region codificadora para un gen o
parte del mismo se puede insertar en este vector de expresion de proposito general, de manera que esta bajo el
control transcripcional de las secuencias de promotor y terminador de los casetes de expresion.

[0137] Por ejemplo, en Aspergillus, pRAX es dicho vector de expresion de proposito general. Se pueden insertar
genes o partes de los mismos en direccion 3' del promotor glaa fuerte.

[0138] Por ejemplo, en Hypocrea, pTEX es dicho vector de expresion de propoésito general. Pueden insertarse
genes o partes de los mismos en direccion 3' del promotor cbh1 fuerte.

[0139] En el vector, la secuencia de ADN que codifica la variante de CBH2 de la presente exposicion debe estar
operativamente unida a las secuencias de transcripcion y traduccion, es decir, una secuencia promotora y una
secuencia sefial adecuadas en el marco de lectura al gen estructural. El promotor puede ser cualquier secuencia
de ADN que muestra actividad transcripcional en la célula huésped y puede derivarse de genes que codifican
proteinas homodlogas o heterdlogas a la célula huésped. Un péptido sefal opcional proporciona la produccion
extracelular de la variante de CBH2. EI ADN que codifica la secuencia sefial es preferiblemente el que esta
asociado de manera natural al gen que se ha de expresar, aunque se contempla la secuencia sefial de cualquier
fuente adecuada, por ejemplo, una exocelobiohidrolasa o endoglucanasa de Trichoderma.

[0140] Los procedimientos utilizados para ligar las secuencias de ADN que codifican la variante de CBH2 de la
presente exposicion con el promotor, y la insercion en vectores adecuados se conocen bien en la técnica.

[0141] EI vector o constructo de ADN descrito anteriormente puede introducirse en la célula huésped segun
técnicas conocidas, tales como transformacion, transfeccidon, microinyeccion, microporacion, bombardeo
biolistico y similares.

[0142] En la técnica de transformacion preferida, debe tenerse en cuenta que la permeabilidad de la pared
celular al ADN en Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) es muy baja. Por consiguiente, la absorcion de la secuencia
de ADN deseada, el gen o el fragmento de gen es, como mucho, minima. Existen varios métodos para aumentar
la permeabilidad de la pared celular de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) en la cepa derivada (es decir, que
carece de un gen funcional correspondiente al marcador seleccionable utilizado) antes del proceso de
transformacion.
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[0143] El método preferido en la presente exposicion para preparar Aspergillus sp. o Hyprocrea sp. (Trichoderma
sp.) para la transformacion conlleva la preparacion de protoplastos de micelio fungico. Véase Campbell et al.
Improved transformation efficiency of A.niger using homologous niaD gene for nitrate reductase. Curr. Genet.
16:53-56; 1989. El micelio se puede obtener de esporas vegetativas germinadas. El micelio se trata con una
enzima que digiere la pared celular dando lugar a protoplastos. A continuacioén, los protoplastos se protegen
mediante la presencia de un estabilizador osmético en el medio de suspension. Estos estabilizadores incluyen
sorbitol, manitol, cloruro de potasio, sulfato de magnesio y similares. Normalmente, la concentracion de estos
estabilizadores varia entre 0,8 M y 1,2 M. Es preferible utilizar aproximadamente una solucién de 1,2 M de
sorbitol en el medio de suspension.

[0144] La absorcion del ADN en la cepa huésped, (Aspergillus sp. o Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.), depende
de la concentracion de ion calcio. En general, se utilizan entre aproximadamente 10 mM de CaCl.sub.2 y 50 mM
de CaCl.sub.2 en una solucién de absorcion. Ademas de la necesidad del ion calcio en la solucién de absorcion,
otros elementos incluidos generalmente son un sistema tampon, tal como un tampoén TE (10 Mm de Tris, pH 7.4;
1 mM de EDTA) o 10 mM de tampon MOPS, pH 6.0. (acido morfolinopropanosulfénico) y polietilenglicol (PEG).
Se cree que el polietilenglicol actia para fusionar las membranas celulares, permitiendo de esta manera que se
distribuya el contenido del medio en el citoplasma de la célula huésped, a modo de ejemplo la cepa de
Aspergillus sp. o Hyprocrea sp. y el ADN plasmidico se transfiere al nucleo. Esta fusion deja frecuentemente
multiples copias del ADN plasmidico integradas en el cromosoma huésped.

[0145] Normalmente, en la transformacion se utiliza una suspension que contiene los protoplastos o células de
Aspergillus sp. que han sido sometidos a un tratamiento de permeabilidad a una densidad de 10.sup.5 a
10.sup.6/mL, preferiblemente 2 veces 10.sup.5/mL. De forma similar, en la transformaciéon se utiliza una
suspension que contiene los protoplastos o células de Hyprocrea sp. (Trichoderma sp.) que han sido sometidos a
un tratamiento de permeabilidad a una densidad de 10.sump.8 a 10.sup.9/mL, preferiblemente 2 veces
10.sup.8/mL. Se mezcla un volumen de 100 .mu.L de estos protoplastos o células en una solucion adecuada (p.
€j., 1,2 M de sorbitol; 50 mM de CaCl2.sub.2) con el ADN deseado. En general, se afiade una concentracion alta
de PEG a la solucion de absorcion. Se puede afiadir de 0,1 a 1 volumen de PEG 4000 al 25 % a la suspension
de protoplastos. No obstante, es preferible afiadir aproximadamente 0,25 volimenes a la suspension de
protoplastos. También se pueden afiadir aditivos, tales como dimetilsulféxido, heparina, espermidina, cloruro de
potasio y similares, a la solucidon de absorcién y ayudar en la transformacion.

[0146] En general, la mezcla se incuba a continuacién a aproximadamente 0 °C durante un periodo entre 10 y 30
minutos. A continuacion se afiade PEG adicional a la mezcla para mejorar de manera adicional la absorcion de la
secuencia de ADN o del gen deseado. El PEG 4000 al 25 % se afiade generalmente en volimenes de 5 a 15
veces el volumen de la mezcla de transformacion; no obstante, volimenes mayores o menores pueden ser
adecuados. ElI PEG 4000 al 25 % es preferiblemente aproximadamente 10 veces el volumen de la mezcla de
transformacién. Después de afiadir el PEG, la mezcla de transformacion se incuba a continuacién a temperatura
ambiente o en hielo antes de la adicion de una solucidn de sorbitol y CaCl.sub.2. A continuacion, la suspension
de protoplastos se afiade a alicuotas fundidas de un medio de crecimiento. Este medio de crecimiento permite el
crecimiento de transformantes Unicamente. Se puede utilizar cualquier medio de crecimiento en la presente
exposicion que sea adecuado para el crecimiento de los transformantes deseados. No obstante, si se
seleccionan los transformantes Pyr.sup.+, es preferible utilizar un medio de crecimiento que no contenga uridina.
Las colonias posteriores se transfieren y se purifican en un medio de crecimiento agotado de uridina.

[0147] En esta etapa, se pueden diferenciar los transformantes estables de los transformantes inestables por su
indice de crecimiento mas rapido y, en Trichoderma, por ejemplo, la formacion de colonias circulares con un
contorno liso en vez de irregular en el medio de cultivo sélido que carece de uridina. De manera adicional, en
algunos casos se puede realizar una prueba adicional de estabilidad mediante el crecimiento de los
transformantes en un medio soélido no selectivo (es decir, que contiene uridina), la recogida de esporas de este
medio de cultivo y la determinacién del porcentaje de estas esporas que germinaran posteriormente y creceran
en un medio selectivo que carece de uridina.

[0148] En un modo de realizacion concreto del método anterior, la(s) variante(s) de CBH2 se recupera(n) en
forma activa de la célula huésped después del crecimiento en medios liquidos como resultado del procesamiento
post traduccional adecuado de la variante de CBH2.

(i) Levadura

[0149] La presente exposicion también contempla la utilizacion de levadura como célula huésped para la

produccion de CBH2. Algunos otros genes que codifican enzimas hidroliticas se han expresado en diversas

cepas de la levadura S.cerevisiae. Estos incluyen secuencias que codifican dos endoglucanasas (Penttila et al.,

Yeast vol. 3, pp 175-185, 1987), dos celobiohidrolasas (Penttila et al., Gene, 63: 103-112, 1988) y una beta-
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glucosidasa de Trichoderma reesei (Cummings y Fowler, Curr. Genet. 29:227-233, 1996), una xilanasa de
Aureobasidlium pullulans (Li y Ljungdahl, Appl. Environ. Microbiol. 62, n.° 1, pp. 209-213, 1996), una alfa amilasa
de trigo (Rothstein et al., Gene 55:353-356, 1987), etc. Ademas, un casete del gen de celulasa que codifica la
endo-[beta]-1,4-glucanasa (END1) de Butyrivibrio fibrisolvens, celobiohidrolasa (CBH1) de Phanerochaete
chrysosporium, la celodextrinasa (CEL1) de Ruminococcus flavefaciens y la celobiasa de Endomyces fibrilizer
(Bgl1) se expresoé satisfactoriamente en una cepa de laboratorio de S. cerevisiae (Van Rensburg et al., Yeast,
vol. 14, pp. 67-76, 1998).

C. Introduccién de una secuencia de acido nucleico que codifica CBH2 en células huésped.

[0150] La exposicion proporciona, ademas, células y composiciones celulares que han sido modificadas
genéticamente para comprender una secuencia de acido nucleico que codifica una variante de CBH2
proporcionada de manera exodgena. Se puede modificar genéticamente una célula parental o linea celular (es
decir, transducirse, transformarse o transfectarse) con un vector de clonacion o un vector de expresion. El vector
puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, una particula viral, un fago, etc., como se describe de
manera adicional anteriormente.

[0151] Los métodos de transformacion de la presente exposicion pueden dar lugar a la integracion estable de
todo o parte del vector de transformacién en el genoma del hongo filamentoso. No obstante, también se
contempla la transformaciéon que da lugar al mantenimiento de un vector de transformacion extracromosémico
autorreplicante.

[0152] Se pueden utilizar muchos métodos de transfeccion estandar para producir lineas celulares de
Trichoderma reesei que expresen grandes cantidades de la proteina heterdloga. Algunos de los métodos
publicados para la introduccion de constructos de ADN en cepas que producen celulasa de Trichoderma incluyen
Lorito, Hayes, DiPietro y Harman, 1993, Curr. Genet. 24: 349-356; Goldman, VanMontagu y Herrera-Estrella,
1990, Curr. Genet. 17:169-174; Penttila, Nevalainen, Ratto, Salminen y Knowles, 1987, Gene 6: 155-164, para
Aspergillus Yelton, Hamer y Timberlake, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1470-1474, para Fusarium Bajar,
Podila y Kolattukudy, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8202-8212, para Streptomyces Hopwood et al., 1985,
The John Innes Foundation, Norwich, UK y para Bacillus Brigidi, DeRossi, Bertarini, Riccardi y Matteuzzi, 1990,
FEMS Microbiol. Lett. 55: 135-138).

[0153] Otros métodos para introducir un constructo de acido nucleico heterdlogo (vector de expresion) en hongos
filamentosos (p. €j., H. jecorina) incluyen, pero sin caracter limitativo, la utilizacion de una pistola de genes o de
particulas, permeabilizacion de las paredes celulares de hongos filamentosos antes del proceso de
transformacion (p. ej., mediante la utilizacion de altas concentraciones de alcali, por ejemplo, 0,05 M a 0,4 M de
CaCl.sub.2 o acetato de litio), fusion de protoplastos o transformacion mediada por Agrobacterium. Se describe
un método de ejemplo para la transformacién de hongos filamentosos mediante el tratamiento de protoplastos o
esferoplastos con polietilenglicol y CaCl.sub.2 en Campbell, E.1. et al., Curr. Genet. 16:53-56, 1989 y Penttila, M.
et al., Gene, 63:11-22, 1988.

[0154] Se puede utilizar cualquiera de los procedimientos conocidos para introducir secuencias de nucleotidos
exogenas en células huésped. Estos incluyen la utilizacion de la transfeccion con fosfato de calcio, polibreno,
fusion de protoplastos, electroporacion, biolistica, liposomas, microinyeccion, vectores plasma, vectores virales y
cualquiera de los otros métodos conocidos para introducir ADN genémico clonado, ADNc, ADN sintético u otro
material genético exdgeno en una célula huésped (véase, p. €j., Sambrook et al., supra). También se utiliza el
método de transfeccion mediada por Agrobacterium descrito en la patente estadounidense con n.° 6,255,115.
Solo es necesario que el procedimiento de ingenieria genética concreto utilizado sea capaz de introducir de
manera satisfactoria al menos un gen en la célula huésped capaz de expresar el gen heterdlogo.

[0155] Ademas, los constructos de acido nucleico heterélogos que comprenden una secuencia de acido nucleico
que codifica una variante de CBH2 se pueden transcribir in vitro, y el ARN resultante se puede introducir en la
célula huésped mediante los métodos conocidos, por ejemplo, mediante inyeccion.

[0156] La exposicion incluye, ademas, transformantes nuevos y utiles de hongos filamentosos, tales como H.
jecorina 'y A. niger para utilizarse en la produccion de composiciones de celulasa fungicas. La exposicion incluye
transformantes de hongos filamentosos, especialmente hongos que comprenden la secuencia que codifica la
variante de CBH2, o la delecion de la secuencia que codifica la cbh endégena.

[0157] Después de la introduccion de un constructo de acido nucleico heterélogo que comprende la secuencia
codificadora para una variante de cbh2, las células modificadas genéticamente se pueden cultivar en medios de
nutrientes convencionales modificados segun convenga para activar los promotores, seleccionar los
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transformantes o aumentar la expresién de una secuencia de acido nucleico que codifica la variante de CBH2.
Las condiciones del cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las utilizadas anteriormente para la
célula huésped seleccionada para la expresion, y resultaran evidentes para los expertos en la materia.

[0158] Generalmente, se considera que la progenie de células en las que se han introducido dichos constructos
de acido nucleico heterdlogos comprende la secuencia de acido nucleico que codifica la variante de CBH2
encontrada en el constructo de acido nucleico heterologo.

[0159] La exposicién incluye, ademas, transformantes nuevos y utiles de hongos filamentosos, tales como H.
jecorina para utilizarse en la produccion de composiciones de celulasa fungicas. También se puede utilizar
Aspergillus niger en la produccion de la variante de CBH2. La exposicion incluye transformantes de hongos
filamentosos, especialmente hongos que comprenden la secuencia que codifica la variante de cbh 2, o la
delecion de la secuencia que codifica la cbh2 endégena.

[0160] En general, se pueden diferenciar los transformantes estables de hongos filamentosos de los
transformantes inestables por su indice de crecimiento mas rapido y, en Trichoderma, por ejemplo, la formacion
de colonias circulares con un contorno liso en vez de irregular en el medio de cultivo sélido. De manera adicional,
en algunos casos, se puede realizar una prueba adicional de estabilidad mediante el crecimiento de los
transformantes en un medio sdlido no selectivo, la recogida de esporas de este medio de cultivo y la
determinacion del porcentaje de estas esporas que germinaran posteriormente y creceran en un medio selectivo.

VI. Aislamiento y purificacion de proteina CBH2 recombinante

[0161] En general, una proteina de variante CBH2 producida en cultivo celular se secreta en el medio y se puede
purificar o aislar, por ejemplo, eliminando los componentes no deseados del medio de cultivo celular. No
obstante, en algunos casos, se puede producir una proteina de variante CBH2 en una forma celular que requiere
la recuperacion de un lisado celular. En tales casos, la proteina de variante CBH2 se purifica de las células en las
que se produjo utilizando técnicas empleadas de forma rutinaria por los expertos en la materia. Los ejemplos
incluyen, pero sin caracter limitativo, cromatografia de afinidad (Tilbeurgh et al., FEBS Lett. 16:215, 1984),
métodos cromatograficos de intercambio idnico (Goyal et al., Bioresource Technol. 36:37-50, 1991; Fliess et al.,
Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 17:314-318, 1983; Bhikhabhai et al., J. Appl. Biochem. 6:336-345, 1984;
Ellouz et al., J. Chromatography 396:307-317, 1987), incluyendo intercambio iénico utilizando materiales con alto
poder de resolucion (Medve et al., J. Chromatography A 808:153-165, 1998), cromatografia de interaccion
hidrofébica (Tomaz y Queiroz, J. Chromatography A 865:123-128, 1999), y separacién de dos fases (Brumbauer,
et al., Bioseparation 7:287-295, 1999).

[0162] Normalmente, la proteina de variante CBH2 se fracciona para segregar proteinas que tienen propiedades
seleccionadas, tales como afinidad de unidon a agentes de unidén concretos, por ejemplo, anticuerpos o
receptores; o que tienen un intervalo de peso molecular seleccionado, o un intervalo de puntos isoeléctricos.

[0163] Una vez se consigue la expresion de una proteina de variante CBH2 determinada, la proteina CBH2
producida de esta manera se purifica a partir de las células o cultivo celular. Ejemplos de procedimientos
adecuados para tal purificacion incluyen los siguientes: cromatografia en columna de afinidad de anticuerpos,
cromatografia de intercambio iénico; precipitacion etandlica; HPLC con inversion de fase; cromatografia en silice
0 en una resina de intercambio de cationes como DEAE; cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacion con sulfato
amonico Yy filtracion por gel utilizando, por ejemplo, Sephadex G-75. Pueden emplearse diversos métodos de
purificacion de proteinas y dichos métodos son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en
Deutscher, Methods in Enzymology, vol. 182, n.° 57, pp 779, 1990; Scopes, Methods Enzymol. 90: 479-91, 1982.
La(s) etapa(s) de purificacion seleccionada(s) dependera(n), por ejemplo, de la naturaleza del proceso de
produccion utilizado y de la proteina concreta producida.

VII. Utilidad de cbh2 y CBH2

[0164] Se puede entender que los acidos nucleicos de la variante de cbh, la proteina de variante CBH2 y las
composiciones que comprenden actividad de proteina de variante CBH2 resultan utiles en una amplia variedad
de aplicaciones, algunas de las cuales se describen a continuacion.

[0165] Las nuevas y mejoradas composiciones de celulasa que comprenden cantidades distintas de celulasas de
tipo BG, de tipo EG y de tipo variante de CBH son utiles en composiciones detergentes que muestran capacidad
de limpieza mejorada, funcionan como un agente suavizante y/o mejoran el tacto de los tejidos de algodon (p. €.,
“lavado a la piedra” o “biopulido”), en las composiciones para degradar pulpa de madera en azucares (p. €j., para
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la produccion de bioetanol), y/o en composiciones para pienso. El aislamiento y caracterizacion de la celulasa de
cada tipo proporciona la capacidad para controlar los aspectos de tales composiciones.

[0166] En un enfoque, la celulasa de la exposicion es util en composiciones detergentes o en el tratamiento de
tejidos para mejorar el tacto y la apariencia.

[0167] Puesto que la velocidad de hidrolisis de los productos celuldsicos se puede aumentar mediante la
utilizacion de un transformante que tenga al menos una copia adicional del gen cbh insertado en el genoma, los
productos que contienen celulosa o heteroglicanos se pueden degradar a un ritmo mas rapido y en mayor
medida. Los productos fabricados con celulosa, tales como papel, algodon, pafiales de celulosa, y similares se
pueden degradar de manera mas eficiente en un vertedero. De esta manera, el producto de la fermentacion
obtenible de los transformantes o los transformantes solos se puede utilizar en composiciones para ayudar a
degradar mediante licuefaccion una variedad de productos de celulosa que se afiaden a los vertederos llenos.

[0168] La sacarificacion y fermentacion por separado es un proceso por el que la celulosa presente en la
biomasa, por ejemplo, rastrojos de maiz, se convierte en glucosa y, posteriormente, las cepas de levadura
convierten la glucosa en etanol. La sacarificacion y fermentacion simultanea es un proceso por el que la celulosa
presente en la biomasa, por ejemplo, rastrojos de maiz, se convierte en glucosa y, al mismo tiempo y en el
mismo reactor, las cepas de levadura convierten la glucosa en etanol. De esta manera, en otro enfoque, la
variante de celulasa de tipo CBH de la exposicion resulta util en la degradacion de la biomasa en etanol. La
producciéon de etanol a partir de fuentes de celulosa facilmente disponibles proporciona una fuente de
combustible renovable estable.

[0169] Las materias primas basadas en celulosa estan compuestas por residuos agricolas, pastos y maderas y
otra biomasa de bajo valor, tal como residuos municipales (p. €j., papel reciclado, hierba cortada, etc.). El etanol
se puede producir a partir de la fermentacién de cualquiera de estas materias primas celulésicas. No obstante, la
celulosa debe convertirse primero en azlcares antes de que pueda haber una conversién en etanol.

[0170] Se pueden utilizar una gran variedad de materias primas con la variante de CBH inventiva y la
seleccionada para su uso puede depender de la regién en la que se realiza la conversion. Por ejemplo, en el
medio oeste de Estados Unidos pueden predominar residuos agricolas tales como paja de trigo, rastrojo de maiz
y bagazo, mientras que en California puede predominar la paja de arroz. No obstante, debe entenderse que se
puede utilizar cualquier biomasa celuldsica disponible en cualquier region.

[0171] Los métodos de la presente exposicion pueden utilizarse en la produccion de monosacaridos, disacaridos
y polisacaridos como materias primas quimicas o de fermentacion para microorganismos para la produccion de
productos organicos, quimicos y combustibles, plasticos y otros productos terminados o intermedios. En
concreto, puede aumentar el valor de la transformacion de residuos (residuos desecados de destileria, residuos
desecados de cerveceria, bagazo de cafia de azucar, etc.) mediante solubilizacién completa o parcial de la
celulosa o hemicelulosa. Ademas del etanol, algunos productos quimicos que pueden producirse a partir de la
celulosa y la hemicelulosa incluyen: acetona, acetato, glicina, lisina, acidos organicos (p. e€j., acido lactico), 1,3-
propanodiol, butanodiol, glicerol, etilenglicol, furfural, polihidroxialcanoatos, acido cis, cis-muconico, piensos
animales y xilosa.

[0172] Una composicion de celulasas que contiene una cantidad mejorada de celobiohidrolasa resulta util en la
produccion de etanol. El etanol de este proceso también se puede utilizar como un potenciador de octanaje o
directamente como combustible en lugar de gasolina, lo cual es ventajoso puesto que el etanol como fuente de
combustible es mas ecoldgico que los productos derivados del petroleo. Se sabe que la utilizacién de etanol
mejorara la calidad del aire y posiblemente reducira los niveles locales de ozono y esmog. Ademas, la utilizacion
de etanol en lugar de gasolina puede ser de importancia estratégica en la amortiguacion del impacto de los
cambios repentinos en la energia no renovable y los suministros petroquimicos.

[0173] El etanol se puede producir a través de procesos de sacarificacion y fermentacion a partir de biomasa
celulésica, tales como arboles, plantas herbaceas, residuos sélidos municipales y residuos agricolas y forestales.
No obstante, la proporcién de enzimas de celulasa individuales en una mezcla de celulasas de origen natural
producida mediante un microbio puede no ser la mas eficaz para la conversion rapida de la celulosa de la
biomasa en glucosa. Se sabe que las endoglucanasas actdan para producir nuevos extremos en la cadena de
celulosa que por si mismos son sustratos para la accién de celobiohidrolasas y mejoran, de esta manera, la
eficacia de la hidrélisis del sistema de celulasas entero. Por lo tanto, la utilizacion de actividad de
celobiohidrolasa aumentada u optimizada puede mejorar en gran medida la produccién de etanol.
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[0174] De esta manera, la celobiohidrolasa inventiva resulta util en la hidrdlisis de celulosa en sus componentes
de azucar. En un modo de realizaciéon, se afiade una variante de celobiohidrolasa a la biomasa antes de la
adicién de un organismo fermentador. En un segundo modo de realizacién, se afiade una variante de
celobiohidrolasa a la biomasa al mismo tiempo que un organismo fermentador. De manera opcional, puede haber
otros componentes de celulasa presentes en cualquier modo de realizacion.

[0175] En otro modo de realizacion, la materia prima celulésica se puede pretratar. El pretratamiento puede ser
mediante temperatura elevada y la adicion de acido diluido, acido concentrado o una solucién de alcali diluido. La
solucién de pretratamiento se afiade durante un tiempo suficiente para hidrolizar al menos parcialmente los
componentes de la hemicelulosa y después neutralizarlos.

[0176] El producto principal de la accion de CBH2 en la celulosa es la celobiosa, que esta disponible para la
conversion en glucosa mediante la actividad de BG (por ejemplo, en un producto de celulasa fungica). Ya sea
mediante el pretratamiento de la biomasa celulésica o mediante la acciéon enzimatica en la biomasa, otros
azucares, ademas de la glucosa y la celobiosa, pueden estar disponibles a partir de la biomasa. El contenido de
hemicelulosa de la biomasa se puede convertir (mediante hemicelulasas) en azulcares, tales como xilosa,
galactosa, manosa y arabinosa. De esta manera, en un proceso de conversion de biomasa, la sacarificacion
enzimatica puede producir azucares que estan disponibles para conversiones biolégicas o quimicas en otros
productos intermedios o finales. Por lo tanto, los azucares generados a partir de la biomasa son utiles en una
variedad de procesos, ademas de la generacién de etanol. Ejemplos de dichas conversiones son la fermentacion
de glucosa en etanol (como lo analiza M.E. Himmel et al. pp 2-45, en "Fuels and Chemicals from Biomass", ACS
Symposium Series 666, ed B. C. Saha y J. Woodward, 1997) y otras conversiones biolégicas de glucosa en 2,5-
diceto-D-gluconato (patente estadounidense con n.° 6,599,722), acido lactico (R. Datta y S-P. Tsai pp 224-236,
ibid), succinato (R. R. Gokam, M. A. Eiteman y J. Sridhar pp 237-263, ibid), 1,3-propanodiol (A-P. Zheng, H. Biebl
y W-D. Deckwer pp 264-279, ibid), 2,3-butanodiol (C. S. Gong, N. Cao y G. T. Tsao pp 280-293, ibid), y las
conversiones quimicas y biologicas de xilosa en xilitol (B. C. Saha y R. J. Bothast pp 307-319, ibid). Véase
también, por ejemplo, WO 98/21339.

[0177] Las composiciones detergentes de la presente exposicion pueden emplear, ademas de la composicion de
celulasas (independientemente del contenido de celobiohidrolasa, es decir, sin celobiohidrolasa, sustancialmente
sin celobiohidrolasa, o con celobiohidrolasa mejorada), un surfactante, incluyendo surfactantes anidnicos, no
idnicos y anfoliticos, una hidrolasa, agentes mejoradores, agentes blanqueadores, agentes azulantes y tintes
fluorescentes, inhibidores del apelmazamiento, solubilizantes, surfactantes catiénicos y similares. Todos estos
componentes se conocen en el sector de los detergentes. La composicién de celulasas como se describe
anteriormente se puede afadir a la composicion detergente ya sea en un diluyente liquido, en granulos, en
emulsiones, en geles, en pastas y similares. El experto en la materia conoce perfectamente dichas formas.
Cuando se emplea una composicion detergente solida, la composicion de celulasas se formula, preferiblemente,
en forma de granulos. Preferiblemente, los granulos se pueden formular de manera que contengan un agente
protector de celulasa. Para una exposicion mas completa, véase la patente estadounidense con n.° 6,162,782
titulada "Detergent compositions containing cellulase compositions deficient in CBH2 type components.".

[0178] Preferiblemente, las composiciones de celulasas se emplean desde aproximadamente 0,00005 por ciento
en peso hasta aproximadamente 5 por ciento en peso en relacién con la composicion detergente total. Mas
preferiblemente, las composiciones de celulasas se emplean desde aproximadamente 0,0002 por ciento en peso
hasta aproximadamente 2 por ciento en peso en relacion con la composicion detergente total.

[0179] Ademas, la secuencia de acido nucleico de la variante de CBH2 resulta util en la identificacion y
caracterizacion de secuencias de acido nucleico relacionadas. Varias técnicas utiles para determinar (predecir o
confirmar) la funcion de los genes o productos génicos relacionados incluyen, pero sin caracter limitativo, (A)
analisis de ADN/ARN, tal como (1) sobreexpresion, expresion ectopica, y expresion en otras especies; (2)
bloqueo de genes (genética inversa, bloqueo dirigido, silenciamiento génico inducido por virus (VIGS, por sus
siglas en inglés, véase Baulcombe, 100 Years of Virology, Calisher y Horzinek eds., Springer-Verlag, New York,
NY 15:189-201, 1999); (3) analisis del estado de metilacion del gen, especialmente las regiones reguladoras
flanqueantes; y (4) hibridacion in situ; (B) analisis de producto génico, tal como (1) expresion de proteina
recombinante; (2) produccion de antisueros, (3) inmunolocalizacion; (4) ensayos bioquimicos para actividad
catalitica u otra actividad; (5) estado de fosforilacién; e (6) interaccion con otras proteinas a través de analisis de
dos hibridos de levadura; (C) analisis de sistema, tal como colocar un gen o producto génico en el interior de un
sistema bioquimico o de transduccién de sefiales concreto basado en su fenotipo de sobreexpresiéon o mediante
homologia de secuencia con genes relacionados; y (D) otros analisis que también se pueden llevar a cabo para
determinar o confirmar la participacion del gen aislado y su producto en un sistema metabdlico o de transduccion
de sefiales concreto, y ayudar a determinar la funcién del gen.
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EXPERIMENTOS

[0180] La presente exposicion se describe con mas detalle en los siguientes ejemplos que, de ningin modo,
pretenden limitar el alcance de la exposicion, como se reivindica. Las figuras adjuntas deben considerarse partes
integrales de la memoria y la descripcion de la exposicion. Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo ilustrativo,
pero no limitan la exposicién reivindicada.

[0181] En la exposicion experimental que sigue, se aplican las siguientes abreviaturas: M (molar); mM
(milimolar); yM (micromolar); pM (nanomolar); mol (moles); mmol (milimoles); pmol (micromoles); nmol
(nanomoles); g (gramos); mg (miligramos); ug (microgramos); pg (picogramos); L (litros); ml y mL (mililitros); ul y
ML (microlitros); cm (centimetros); mm (milimetros); um (micrémetros); nm (nandémetros); U (unidades); V
(voltios); PM (peso molecular); s (segundos); min(s) (minuto/minutos); h (hora/horas); °C (grados centigrados);
CS (cantidad suficiente); NH (no hecho); NA (no aplicable); rpm (revoluciones por minuto); HO (agua); dH.O
(agua desionizada); HCI (acido clorhidrico); aa (aminoacido); pb (par de bases); kb (kilobase); kD (kilodaltons);
ADNc (ADN complementario o copia); ADN (acido desoxirribonucleico); ssDNA (ADN monocatenario); dsDNA
(ADN bicatenario); dNTP (desoxirribonucleotido trifosfato); ARN (acido ribonucleico); MgCl, (cloruro de
magnesio); NaCl (cloruro de sodio); p/v (peso/volumen); % v (porcentaje en volumen); gr (gravedad); DO
(densidad optica); CNPG (cloro-nitrofenil-beta-D-glucésido); CNP (2-cloro-4-nitrofenol); BPA (bagazo pretratado
con acido); PASC (celulosa hinchada con acido fosférico) PCS (rastrojo de maiz pretratado con acido); IR (indice
de rendimiento); PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida); PCR (reaccion en cadena de polimerasa); RT-
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa); y HPLC (cromatografia liquida de alto
rendimiento).

EJEMPLO 1

Modificacion quimica de una preparacion de celulasa Trichoderma sp. y ensayos para analizar variantes
de CBH2

[0182] Este ejemplo describe el tratamiento de una preparacion de celulasa Trichoderma sp. comercial
(LAMINEX BG complejo enzimatico (Genencor Division, Danisco US, Inc.) con anhidrido succinico para acetilar
los residuos de lisina. La acetilacion de los residuos de lisina del complejo enzimatico LAMINEX BG altera la
carga neta de las proteinas (p. €j., carga negativa aumentada). Pueden utilizarse otras modificaciones quimicas
similares también para convertir la carga positiva de la lisina en un grupo de carga negativa (por ejemplo, con
tratamiento con anhidrido ftalico, anhidrido acetoxisuccinico, anhidrido maleico y anhidrido tartarico) o incluso en
dos cargas negativas (por ejemplo, con tratamiento con anhidrido 4-nitroftalico, anhidrido trimelitico y anhidrido
cis-aconitico). Pueden utilizarse otras modificaciones quimicas para eliminar las cargas positivas de residuos de
lisina que den lugar a un residuo no cargado (por ejemplo, tratamiento con anhidrido pivalico, anhidrido acético,
anhidrido butirico, anhidrido isobutirico, anhidrido hexanoico, anhidrido valérico y anhidrido isovalérico).

[0183] Los residuos de lisina en una preparacion de celulasa se modificaron mediante la utilizacién de anhidrido
succinico, utilizando una variaciéon de métodos publicados (Lundblad, Chemical Reagents for Protein
Modification, Editor: R. Lundblad, 3rd Edition CRC press, 1984). Para esta reaccion, se preparé una muestra de
236 mg de complejo enzimatico LAMINEX BG en 1 mL de tampon HEPES 500 mM, pH 8. Se preparé una
solucién de anhidrido succinico (Aldrich) mediante la disolucion del polvo en dimetilsulfoxido a una concentracion
final de 500 mg/mL antes de la adicién del complejo enzimatico. Se afiadié una alicuota de anhidrido succinico
de modo que se consiguiera una proporcion de lisina en relacion con acido succinico de > 1:100 en el tubo de
reaccion. Se prepard otro tubo de reaccion solamente con dimetilsulféxido y enzima, utilizando voliumenes
similares, para servir como el control de proteina sin modificar. Se agitaron los tubos vorticialmente y se dejaron
a temperatura ambiente durante la noche. El dia siguiente, se afiadié un volumen 1:10 de glicina 1M, pH 3, a
cada tubo para extinguir la reaccion de anhidrido succinico.

[0184] Se confirmd la modificacion quimica mediante la comparacién de proteinas modificadas y sin modificar en
geles nativos. Se analizaron alicuotas de cada reaccion (modificadas quimicamente y sin modificar) en geles
nativos en gradiente 8-25 %, con un pH 8.8 a 100 voltios (Phast System gels, GE Healthcare). Se visualizaron las
proteinas tras la tincién del gel con azul de Coomassie, para confirmar que la modificacién se realizé con éxito.
La tincién mostré cambios en la migracion de la banda proteica, y se confirmaron los cambios en la carga de los
diversos componentes proteicos de la preparacion de celulasa. Las muestras modificadas de preparacion de
celulasa Trichoderma sp. presentaban una carga mas negativa que las muestras sin modificar.

[0185] Con el fin de aislar las proteinas modificadas y sin modificar (control), se desalaron alicuotas de 80ul de
cada muestra mediante la utilizacion de columnas de centrifugacion y desalinizacion (Pierce). La absorbancia a
280 nm de muestras desalinizadas (incluyendo el control sin modificacién) se midié con un espectrofotometro
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NanoDrop™ (Thermo), en duplicados tras una dilucion de muestra 1:10 para determinar la concentracion total de
proteinas de las muestras.

Determinaciones del potencial zeta

[0186] Este ejemplo describe la determinacion del potencial zeta de una enzima y un sustrato. La presencia de
una carga en la superficie de una particula influye en la distribucion de los iones en la region interfacial
circundante. El resultado es una concentracion de iones contrarios incrementada de carga opuesta a la de la
particula situada cerca de la superficie de la particula. A medida que uno se aleja de la superficie de la particula,
la distribucién heterogénea de iones serd, finalmente, homogénea. La distancia a la que se obtiene una
distribucion homogénea se denomina longitud de Debye (1/k) o distancia de cribado, y depende de la fuerza
i6nica, como se muestra en la expresion que sigue, donde o es la permitividad de espacio libre (8.854 x 10-'2 F
m-"), & es la permitividad del liquido, k es la constante de Boltzmann (1.38 x 10-23 J K'), T es la temperatura en
Kelvin, e es la carga electronica (1.6022 x 10-'° C), / es la fuerza ionica molar, y NA es la constante de Avogadro
(6.022 x 102 mol™).

Longitud de Debye — L — [-Co¢rkT’ 0.1
k NNAe21

La fuerza ionica molar puede calcularse a partir de la siguiente ecuacion, donde C; es la concentracion de
especies ionicas y Z; es la valencia.

1

1= Eé C,-Zl-z (02)

Para agua a 298 K, la expresion de longitud de Debye se reduce a la forma siguiente.

K1=0304(1"")  (0.3)

La capa liquida alrededor de la particula tiene dos partes; una region interior (capa de Stem) donde los iones
estan fuertemente unidos y una region exterior (difusa) donde estan asociados con menos firmeza. En la capa
difusa, existe un limite en el interior del cual los iones y las particulas forman una entidad estable. Cuando se
mueve una particula, los iones que se encuentran en este limite se mueven con ella. Los iones que se
encuentran mas alla del limite no se desplazan con la particula. El potencial eléctrico en este limite, también
denominado superficie de cizalla hidrodinamica, se define como potencial zeta.

[0187] En la dispersion de luz electroforética, el potencial zeta z se calcula a partir de la movilidad electroforética
medida u mediante la utilizacion de la ecuacion de Henry que se muestra a continuacién, donde ¢ es la constante
dieléctrica, h es la viscosidad de la solucion, k es la longitud de Debye inversa, a es el radio de la particula y f(ka)
es la funcién de Henry.

2ez
u= o f(ka) (0.4)
[0188] Las unidades de k son longitud reciproca, siendo 1/k el "grosor" de la doble capa eléctrica (longitud de
Debye). El parametro a se refiere al radio de la particula y, por consiguiente, ka es la proporcion del radio de la
particula en relacion con el grosor de la doble capa eléctrica. La funcion de Henry, f(ka) depende de la forma de
la particula, pero se conoce para una esfera. En la expresion anterior, varia entre f(0) = 1 (limite de Huckel) y ()
= 1.5 (limite de Smoluchowski). Para las particulas pequefias como las proteinas en un medio dieléctrico bajo (o
fuerza idnica baja), el limite de Hiickel de f(ka) = 1 es el modelo mas adecuado.

[0189] Los potenciales zeta de las proteinas se midieron con el Zetasizer NS (Malvern Instruments, Reino Unido)
segun el principio descrito anteriormente. Los potenciales zeta de tejidos tefiidos con bismaleimida se midieron
con el SurPass (Anton-Paar, Austria) utilizando la implementacion del potencial de flujo del principio anterior. A
partir de la definicion de carga superficial, normalmente expresada en Culombios:

g5 = 4pe,ea(l+ kayz (0.5)
También puede expresarse como una carga neta z multiplicada por la carga elemental e 1.6*10-19C:
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qs = ze (0.6)

Por consiguiente, el cambio esperado en el potencial zeta debido a un incremento de la carga neta es
proporcionado por:

Dz _ e
Dz  4pe,ea(l + ka)

0.7)

También es posible medir los potenciales zeta con una técnica de gel nativo (Sparks et al., Journal of Lipid
Research, 33:123-130, 1992) como se describe en el ejemplo 1. La movilidad electroforética medida con geles
nativos es normalmente menor que en solucién debido al retardo provocado por la matriz de gel. Los potenciales
zeta calculados de esta manera son normalmente mas bajos en comparacion con los métodos basados en
soluciones. Por lo tanto, nos referimos a ellos como potenciales zeta aparentes cuando se obtienen a través de
la técnica con gel nativo.

[0190] La carga efectiva en una formulacién determinada se enumera como su potencial zeta. La utilizacion del
potencial zeta como una escala de carga comun posibilita la comparacion de variantes de enzimas que tienen
distintos pliegues (p. €j., serina proteasas, metaloproteasas, etc.), asi como interacciones con distintos sustratos
(p- €j., micromuestra de bismaleimida) en las condiciones de interés (p. €j., detergente American Association of
Textile Chemists and Colorists [AATCC] HDL). Si bien se prefiere el potencial zeta para comparar distintos
pliegues proteicos, las movilidades electroforéticas o las cargas medidas también proporcionan una escala
absoluta y son adecuadas para las comparaciones. El rendimiento de la bismaleimida como una funcién del
potencial zeta de las enzimas se describe mediante una distribucién normal estandar, indicada por la linea sélida,
con una media p igual a -9,68 mV, desviacion tipica o de 11,39 mV y valor pico de 0,4056 [A600-fondo]. Esta
distribucion se indica en coordinadas reducidas estandar por la actividad de la bismaleimida divididas por el valor
pico en el eje Y derecho como una funcion de la puntuacion Z en el eje X superior. La puntuaciéon Z se define,
como es habitual, como (X-u)/o, donde X es, en este caso, el potencial zeta.

Tabla 1-1 Actividad en la micromuestra de bismaleimida de las proteasas
Nivel de Puntuacion Potencial Z { Ventana* para la actividad de micromuestra de
rendimiento z bismaleimida

90 % + 0,46 -14,92 < (< -4,44

80 % + 0,65 -17,08 < <-2,28

70 % + 0,84 -19,25 < <-0,11

60 % + 1,00 -21,07 << +1,71

50 % +1,18 -23,12 << +3,76
*Media y = -9,68 mV, desviacion tipica o = 11,39 mV, potencial zeta ¢ = Z* g+y Tampon de referencia:
HEPES 5mM, pH 8.0, 2,5mM NaCl

[0191] La distribucidon normal es Unica para cada tintado de sustrato en condiciones de reaccion determinadas
(pH, conductividad, tipo de sal, quelantes detergentes, etc.). Distintas ventajas o resultados favorables siguen a
una distribucién normal con una propiedad fisica que se mantiene en las enzimas de diversos pliegues, como por
ejemplo, el caso de niveles de expresion y potenciales zeta para variantes de carga en escalera ASP y NprE. En
una distribucion normal el valor pico se da en la media. La comparacion de cargas de enzima y de sustrato en
una escala de potencial zeta comun revela que el rendimiento de la bismaleimida éptimo se da cuando el
potencial zeta de enzima medio, en este caso -9,68 mV, basicamente se empareja con el potencial zeta del
tintado de sustrato, en este caso -8,97 mV, medido en las mismas condiciones.

[0192] Los niveles de rendimiento de las distribuciones normales estandar se describen convenientemente por lo
que respecta a sus puntuaciones z como se indica en la tabla 1-1 (Véase, Abramowitz y Stegun, Handbook of
Mathematical Functions with Formulas, Graphs, and Mathematical Tables, Dover, New York, 9th Ed., 1964). La
conversion a potenciales zeta es conocimiento claro proporcionado de la media y la desviacion tipica definiendo
la distribucion para una aplicacion determinada. En este ejemplo, el rendimiento de limpieza medido para un
pliegue proteico se limita a valores de potencial zeta entre -40 mV y + 20 mV. Las variantes con un rendimiento
de limpieza por encima de un 80 % de su pliegue éptimo (esto es z = + 0,65), se limitan a valores de potencial
zeta entre -17,08 mV y -2,28 mV. Las variantes con un rendimiento de limpieza por encima de un 90 % de su
pliegue optimo (esto es z = + 0,46), se limitan a valores de potencial zeta entre -14,92 mV y -4,44 mV.

[0193] Distintas manchas de sustrato (p. €j., hierba, manchas derivadas del cuerpo, tomate) tienen distintos
potenciales zeta en la misma formulacién y la misma mancha de sustrato tiene distintos potenciales zeta en
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distintas formulaciones (p. ej., HDL norteamericano, detergente lavavajillas en polvo europeo). En cualquier caso,
mientras que la carga de la mancha de sustrato varia, se espera que la desviacion tipica de la distribuciéon normal
siga siendo constante. El conocimiento de los potenciales zeta de la enzima y del sustrato en una formulacion
detergente determinada permite la identificacion rapida del nivel de rendimiento esperado para esa variante, asi
como la direccion y la magnitud del cambio de carga necesarios para conseguir niveles de rendimiento 6ptimos.
La medicion del potencial zeta del sustrato en el medio de reaccidon deseado permite la optimizacién de la
reaccion enzimatica en el sustrato particulado en dicho medio. Cualquier reaccién enzimatica en cualquier medio
puede optimizarse utilizando un proceso similar.

Optimizacion de reacciones en sustratos que muestran carga variable

[0194] La conversion de celulosa se analizé con técnicas conocidas en la técnica (Véase, p. €j., Baker et al., Appl
Biochem Biotechnol, 70-72:395-403, 1998). En los experimentos, se utilizé un ensayo de conversion celuldsica
estandar. En este ensayo, la enzima y el sustrato tamponado se colocaron en recipientes y se incubaron a una
temperatura determinada durante un tiempo. La reaccion se extinguié con suficiente glicina 100 mM, pH 11, para
convertir el pH de la mezcla de reaccion en al menos pH 10. Una vez se extinguié la reaccion, se filtré6 una
alicuota de la mezcla de reaccion a través de una membrana de 0,2 micras para eliminar los soélidos. A
continuacion, se sometié a ensayo la solucion filtrada para aztcares solubles mediante HPLC segun los métodos
descritos anteriormente en Baker et al.

Determinacion del potencial zeta del rastrojo de maiz pretratado (PCS, por sus siglas en inglés)

[0195] Se pretrato el rastrojo de maiz con un 2 % de H,SO. p/p, como se describe (Schell et al., J Appl Biochem
Biotechnol, 105:69-86 [2003]) y, a continuacion, se lavo varias veces con agua desionizada para obtener un pH
de 4.5. Se afadio6 acetato de sodio para crear una concentracion final de 50mM y se titulé la solucion a pH 5.0.
La concentracion de celulosa en la mezcla de reaccion era aproximadamente 7 %.

[0196] Las alicuotas de PCS antes y después de la sacarificacion mediante una mezcla de celulasa comercial,
Spezyme CP e Indiage 44L, se dosificaron en tubos de centrifugacion Eppendorf de 1,5 mL y ocuparon
aproximadamente un tercio del volumen. Las muestras se centrifugaron a 6,000 rpm durante 5 min, se cambio el
sobrenadante por agua Milli-Q™ y se repitié el proceso 5 veces. Se prepard una solucion madre de 100 mg/mL
en agua Milli-Q™ a partir del rastrojo de maiz lavado. Se diluyé esta solucion madre a 1 mg/mL en un tampon de
acetato de sodio 50 mM, pH 5.0 para las mediciones de potencial zeta. Se transfirié6 una alicuota de 1 mL de
cada muestra de sustrato a una cubeta desechable limpia ZetasizerNS™, de Malvern Instruments (Reino Unido).

[0197] La tabla 1-2 indica que durante la reaccion de sacarificacion, la carga del sustrato de PCS, expresada
como potencial zeta, casi se convierte en el doble de negativa. Sin cefirse a la teoria, existen muchas
explicaciones para un aumento de la carga negativa neta incluyendo, pero sin caracter limitativo, enriquecimiento
de la lignina, la parte no reactiva de este sustrato, asi como la unién o inhibicién no productiva de celulasas
enteras y otras proteinas. Existe un potencial zeta enzimatico éptimo para el rendimiento (p. €j., alcance de
reaccion y velocidad de reaccién), que empareja el potencial zeta del sustrato en condiciones de medio de
reaccion. Distintos pretratamientos de biomasa pueden influenciar radicalmente la carga de sustrato inicial. En
caso de que el potencial zeta de la enzima o del sustrato se desemparejen durante la reaccion, la interaccion
enzima-sustrato ya no sera optima. Este efecto sera radical para cambios de casi 10 mV, que son el caso para la
conversion de biomasa.

[0198] Las estrategias para remediar esta situacion incluyen, pero sin caracter limitativo, el suministro de una
mezcla de enzimas que abarca varias cargas; un enfoque de proceso de lote alimentado donde las enzimas que
poseen diferentes cargas en el nuevo punto optimo se suministran en diferentes tiempos de reaccion y/o
alcances de conversion; control de la carga superficial de sustrato mediante adicion de agentes de formulacion,
concretamente surfactantes (i6nicos y no iénicos) u otras proteinas; control de la carga superficial de sustrato
mediante ajustes del pH; ajustes de la fuerza idnica durante la reaccion para cambiar los éptimos de carga de la
enzima; filtracién a través de membrana, concretamente dsmosis inversa y nanofiltracion, para controlar la fuerza
idnica durante la reaccion; adicion de quelantes para controlar la fuerza iénica a través de la eliminacion de
sales; y control de la carga del sustrato de biomasa a través de procesos de pretratamiento.

Tabla 1-2. Potencial zeta del rastrojo de maiz pretratado con acido
Condiciéon PCS Potencial zeta

Inicial (antes de la sacarificacion) -12,0 + 7,00 mV

Tras la sacarificacion mediante Spezyme CP | -22,2 + 8,67 mV

Tras la sacarificacion mediante Indiage 44L -22,7 + 6,84 mV
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[0199] Los siguientes ensayos se utilizaron en los ejemplos descritos a continuacion. Cualquier desviacion de los
protocolos proporcionados a continuacion se indica en los ejemplos. En estos experimentos, se utilizé un
espectrofotébmetro para medir la absorbancia de los productos formados al término de las reacciones.

Ensayo con hexoquinasa para la medicion de glucosa residual

[0200] Se midi6 la glucosa residual de sobrenadantes de cultivos de H. jecorina que expresan variantes de CBH2
mediante la utilizacion de un ensayo con hexoquinasa. Se afiadioé un volumen de 5 pl de sobrenadante al ensayo
con hexoquinasa glucosa de 195 pl (Instrumentation Laboratory, Breda, Paises Bajos) en un una placa de
microtitulacion de 96 pocillos (Costar Flat Bottom PS). Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante
15 min. A continuacion de la incubacion, se midié la absorbancia a 340 nm DO. Se excluyeron los sobrenadantes
de cultivos que expresan glucosa residual del agrupamiento para estudios adicionales.

Ensayo HPLC para la determinacion del contenido de proteina

[0201] La concentracion de proteinas de variante de CBH2 de sobrenadantes de cultivos combinados se
determiné mediante la utilizacién de un HPLC Agilent 1100 (Hewlet Packard) equipada con una columna Proswift
RP 2H (Dionex). Se inyectaron diez microlitros de muestra, mezclados con 50 pl de 10 % de acetonitrilo en agua
desmineralizada filtrada tras el equilibrio de la columna de HPLC con 10 % de acetonitrilo que contiene 0,01 %
de acido trifluoroacético. Se eluyeron los compuestos mediante la utilizacién de un gradiente de 10 % a 30 % de
acetonitrilo desde 0,3 min hasta 1 min, seguido de un gradiente de 30 % a 65 % desde 1 min hasta 4 mins. Las
concentraciones de proteina de las variantes de CBH2 se determinaron a partir de una curva de calibracién
generada utilizando CBH2 de tipo salvaje purificada (6,25; 12,5; 25; 50 uyg/ml). Para calcular el indice de
rendimiento (IR), se promedi6 la relacion de la proteina total (media) producida por una variante y la proteina
total (media) producida por el tipo salvaje en la misma dosis.

Determinacion de la actividad especifica mediante ensayo de hidrélisis de celulosa hinchada con acido
fosforico (PASC, por sus siglas en inglés)

[0202] Hidrdlisis de celulosa: La celulosa hinchada con acido fosférico (PASC) se prepar6 a partir de Avicel,
segun un método publicado (Walseth, Tappi 35:228, 1971; y Wood, Biochem J, 121:353-362, 1971). Este
material se diluy6 con tampon y agua para conseguir una mezcla de 1 % p/v de forma que la concentracion final
de acetato de sodio fuera 50mM, pH 5.0. Se dispersaron cien microlitros de una suspension de PASC 1 % en
tampon de acetato de sodio 50 mM (pH 5.0) en una placa de microtitulaciéon de 96 pocillos (Costar Flat Bottom
PS). Se afiadieron diez microlitros de un sobrenadante de cultivo de 5 mg/ml de una cepa delecionada de CBH2
ala PASC, y a esto se le afiadieron 5, 10, 15 o 20 ul de sobrenadantes de cultivo combinados de células de H.
Jecorina que expresan CBH2 de tipo salvaje o variantes de CBH2. La delecion del gen CBH2 de Hypocrea
jecorina (también denominada Trichoderma reesei) se describe en la patente estadounidense con n.° 5,861,271y
5,650,322. Se anadieron volimenes compensatorios de tampoén de acetato para compensar las diferencias en el
volumen total. La placa de microtitulacion se sellé y se incubd en una incubadora termostatizada a 50 °C en
agitacion constante a 900 rpm. Tras dos horas, la reaccién de hidrdlisis se detuvo mediante la adicion de tampon
de glicina de 100 pl, pH 10 a cada pocillo. Los productos de la reaccién de hidrolisis se analizaron con el ensayo
PAHBAH.

[0203] Ensayo PAHBAH: Se afadieron alicuotas de 150 pl de reactivo de azucar reductor PAHBAH (5 % p/v de
acido p-hidroxibenzoico hidrazida (PAHBAH, Sigma # H9882, disuelto en 0,5 N HCI), (Lever, Anal Biochem,
47:273-279, 1972) a todos los pocillos de una placa de microtitulacion vacia. Se afiadieron diez microlitros de los
sobrenadantes de reaccion de hidrdlisis a la placa de reaccion PABAH. Todas las placas se sellaron y se
incubaron a 69 °C en agitacion constante a 900 rpm. Después de una hora, se pusieron las placas en hielo
durante cinco minutos y se centrifugaron a 720 x g a temperatura ambiente durante cinco minutos. Se
transfirieron muestras de 80 yL de las mezclas de reaccion PAHBAH desarrolladas a una nueva placa (de
lectura) y se midié la absorbancia a 410 nm en un espectrofotémetro. Se incluyé un estandar de celobiosa como
control. Se gener6 una curva de respuesta a la dosis para la proteina de tipo salvaje CBH2. Para calcular el
indice de rendimiento (IR), se promedi6 la relaciéon del azucar total (medio) producido por una variante y el
azucar total (medio) producido por el tipo salvaje en la misma dosis.

Determinacion de la actividad especifica mediante hidrolisis de rastrojo de maiz pretratado (PCS) con
acido diluido

[0204] Rastrojo de maiz pretratado (PCS): Se pretrato el rastrojo de maiz con un 2 % de H2SO4 p/p, como se

describe (Schell et al., J Appl Biochem Biotechnol, 105:69-86, 2003) y, a continuacion, se lavoé varias veces con

agua desionizada para obtener una pasta que tiene un pH de 4.5. A continuacion, se afadié tampén de acetato
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de sodio (pH 5.0) a una concentracion final de 50mM de acetato de sodio y, cuando fuera preciso, se tituld esta
mezcla a pH 5.0 utilizando 1 N de NaOH. La concentracién de celulosa en la mezcla de reaccion era
aproximadamente 7 %. Se afadieron sesenta y cinco microlitros de esta suspension de celulosa por pocillo a una
placa de microtitulacion de 96 pocillos (Nunc Flat Bottom PS). Se afiadieron diez microlitros de un sobrenadante
de cultivo de 5 mg/ml de una cepa delecionada de CBH2 al PCS, y a esto se le afiadieron 5, 10, 15 0 20 ul de
sobrenadantes de cultivo combinados de células de H. jecorina que expresan CBH2 de tipo salvaje o variantes
de CBH2. Se afiadieron volumenes compensatorios de tampdn de acetato para compensar las diferencias en el
volumen total. Tras sellar la placa, se colocaron las placas en una incubadora termostatizada a 50 °C en
agitacion constante a 1300 rpm durante cinco minutos. A continuacion, se incubaron las placas a 50 °C mientras
se agitaban a 220 rpm con un 80 % de humedad para evitar el secado. Tras siete dias, se pusieron las placas en
hielo durante cinco minutos y la reaccion de hidrolisis se detuvo mediante la adicion de tampén de glicina de 100
pl, pH 10 a cada pocillo. Los productos de la reaccion de hidrolisis se analizaron con el ensayo PAHBAH.

[0205] Ensayo PAHBAH: Se afadieron alicuotas de 150 pl de reactivo de azucar reductor PAHBAH (5 % p/v de
acido p-hidroxibenzoico hidrazida (PAHBAH, Sigma # H9882, disuelto en 0,5 N HCI), (Lever, Anal Biochem,
47:273-279, 1972) a todos los pocillos de una placa de microtitulacion vacia. Se afiadieron diez microlitros de los
sobrenadantes de reaccion de hidrélisis a la placa de reaccion PABAH. Todas las placas se sellaron y se
incubaron a 69 °C en agitacién constante a 900 rpm. Después de una hora, se pusieron las placas en hielo
durante cinco minutos y se centrifugaron a 720 x g a temperatura ambiente durante cinco minutos. Se
transfirieron muestras de 80 yL de las mezclas de reaccion PAHBAH desarrolladas a una nueva placa (de
lectura) y se midi6 la absorbancia a 410 nm en un espectrofotdmetro. Se incluyé un estandar de celobiosa como
control. Se gener6 una curva de respuesta a la dosis para la proteina de tipo salvaje CBH2. Para calcular el
indice de rendimiento (IR), se promedi6 la relaciéon del azucar total (medio) producido por una variante y el
azucar total (medio) producido por el tipo salvaje en la misma dosis.

Estabilidad de las variantes de CBH2 en presencia de etanol

[0206] Se sometio a ensayo la estabilidad de las CBH2 de tipo salvaje y de las variantes de CBH2 en presencia
de 4,5 % de etanol (EtOH) a 49 °C. Se afiadieron sobrenadantes de cultivo combinados (80 pL) de células de H.
jecorina que expresan variantes de CBH2 a una placa de 96 pocillos (Greiner V-bottom PS) que contiene 10 pl
de 40,5 % de EtOH por pocillo. Las placas se sellaron y se incubaron en una incubadora termostatizada a 49 °C
durante 16 horas en agitaciéon a 900 rpm. A continuacion de la incubacion, se pusieron las placas en hielo
durante 5 minutos. Se determiné la actividad de CBH2 residual utilizando el ensayo de hidrdlisis con celulosa
hinchada con acido fosférico (PASC) como se describe anteriormente.

[0207] Para calcular la actividad residual, se dividié el valor del producto formado por la adicion de 5, 10, 15y 20
pl de CBH2 incubado con EtOH al ensayo PASC de actividad residual por el valor del producto formado por la
adicién de 5, 10, 15y 20 yl de CBH2 sin EtOH al ensayo PASC. A continuacion, los valores individuales de estas
cuatro proporciones se promediaron para proporcionar la actividad residual media. Para determinar el valor IR
para la variante, se dividié entonces el valor de la actividad residual media para las variantes por la media de los
valores de actividad residual de los controles de CBH2 de tipo salvaje.

Termoestabilidad de variantes de CBH2

[0208] Se someti6é a ensayo la termoestabilidad de las CBH2 de tipo salvaje y de las variantes de CBH2 a 53 °C.
Se afiadié sobrenadante de cultivo combinado (80 pL) de células de H. jecorina que expresan variantes de CBH2
a una placa de 96 pocillos (Greiner V-bottom PS). Las placas se sellaron y se incubaron en una incubadora
termostatizada a 53 °C durante 16 horas en agitacion a 900 rpm. A continuacion de la incubacion, se pusieron las
placas en hielo durante 5 minutos. Se determiné la actividad de CBH2 residual utilizando el ensayo de hidrdlisis
con celulosa hinchada con acido fosférico (PASC) como se describe anteriormente.

[0209] Para calcular la actividad residual, se dividié el valor del producto formado por la adicion de 5, 10, 15y 20
pl de CBH2 tratado térmicamente al ensayo PASC de actividad residual por el valor del producto formado por la
adicion de 5, 10, 15 y 20 yl de CBH2 sin tratar térmicamente al ensayo PASC. A continuacion, los valores
individuales de estas cuatro proporciones se promediaron para proporcionar la actividad residual media. Para
determinar el valor IR para la variante, se dividid entonces el valor de la actividad residual media para las
variantes por la media de los valores de actividad residual de los controles de CBH2 de tipo salvaje.

EJEMPLO 2

Evaluacion de la union de lignina
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[0210] La lignina, un biopolimero complejo de fenilpropanoide, es el constituyente principal diferente a los
carbohidratos de madera que se une a las fibras de celulosa para endurecer y fortalecer las paredes celulares de
las plantas. Al estar reticulado a otros componentes de pared celular, la lignina minimiza la accesibilidad de la
celulosa y la hemicelulosa a las enzimas de degradacion de celulosa. Por lo tanto, generalmente se asocia la
lignina con digestibilidad reducida de toda la biomasa vegetal. En concreto, la unién de celulasas a la lignina
reduce la degradacion de celulosa mediante celulasas. La lignina es hidrofébica y, al parecer, tiene carga
negativa. En consecuencia, se contempla la adicidon de cargas negativas a las celulasas para reducir su unién a
la lignina.

[0211] Como se describe en el presente documento, se cre6 una reaccion para medir el efecto de la modificacion
quimica sobre la capacidad de una preparaciéon de celulasa Trichoderma sp. para unir un componente de
polimeros vegetales, concretamente la lignina. Se recuperd la lignina mediante la digestion amplia de bagazo de
cafia de azucar pretratado con acido con celulasas (100 mg Laminex BG/ g de celulosa) seguido de la hidrdlisis
de las celulasas mediante serina proteasa no especifica, como se describe precisamente en Berlin et al. (Applied
Biochemistry and Biotechnology, 121:163-170, 2005), salvo que la sonicacion, el secado, la molienda y el cribado
no se realizaron y se anadié al procedimiento un lavado con acido (0,1 N HCI) para eliminar la proteasa seguido
de lavados constantes con tampdén de acetato (50 mM acetato de sodio, pH 5) para devolver la muestra a un de
pH 5. Brevemente, se combiné 50 pL de lignina 1,16 % (recuperada a partir de la sacarificacion completa de
bagazo) preparada en tampon de acetato de sodio 50 mM a pH 5, con pl de una preparacion de celulasa
Trichoderma sp. desalinizada modificada o sin modificar. Se incubaron tubos para microcentrifugadora que
contenian la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante una hora y, a continuacion, se centrifugaron a
alta velocidad para separar los materiales solubles de los insolubles. Se recogieron diez pl del sobrenadante de
cada tubo. Se volvieron a mezclar los tubos de reaccion y se incubaron durante dos horas adicionales vy, a
continuacion, se recogieron unas segundas alicuotas de 10 yl del sobrenadante de cada tubo. Se analizaron las
muestras de sobrenadante mediante SDS-PAGE. La reduccién de la intensidad de banda en las preparaciones
de celulasa Trichoderma sp. modificadas era indicativa de una reduccién en la union de lignina.

EJEMPLO 3
Evaluacion de la unién de bagazo

[0212] El bagazo es la biomasa que permanece después de que se haya machacado la cafia de azucar para
extraer su jugo. Se prepar6 una solucion que contiene 2 % de celulosa de bagazo (tratada con acido, 28 %
solido, 57 % glicano) en acetato de sodio 50 mM a pH 5. Se diluyeron muestras de preparaciones de celulasa
Trichoderma sp. sin modificar o modificadas quimicamente diez veces en el mismo tampdn de acetato de sodio.
Se mezclaron alicuotas de las enzimas diluidas con solucion de bagazo o tampén Unicamente y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente. Se recogio el sobrenadante y se sometié a ensayo la actividad de un
componente de celulasa, concretamente beta-glucosidasa.

[0213] Se midi6 la actividad de beta-glucosidasa utilizando el ensayo de cloro-nitro-fenil-beta-D-glucésido
(CNPG). El ensayo CNPG es un ensayo cinético en el que la B-glucosidasa convierte CNPG en el producto
coloreado 2-cloro-4-nitrofenol (CNP). La DO se mide a 405 nm durante un periodo de 10 minutos a 37 °C. Los
indices se obtienen como Vmax mediante el empleo del software SpectraMax y, a continuacion, se convierten en
actividad especifica (UM CNP/s/mg de Proteina). Brevemente, se afiadieron 200 pl de tampén de acetato de
sodio 50 mM, pH 5.0 a cada pocillo de una placa de microtitulacién de 96 pocillos. Se cubrio la placa y se coloco
en un Eppendorf Thermomixer a 37 °C durante 15 minutos para permitir que se equilibrara a la temperatura. Se
afiadieron cinco ul de las muestras de enzima, diluidas en serie en tampdn de acetato de sodio 50 mM, pH 5.0 a
cada pocillo después del equilibrio. Se diluyé una solucién madre de CNPG 10 mM 1:5 utilizando tampén de
acetato de sodio 50 mM, pH 5.0, y a continuacion, se afiadieron 20 pl de la solucion de CNPG diluida (2 mM) a
cada pocillo que contenia muestras de enzima. Se transfirid la placa de microtitulacién a un espectrofotometro
(SpectraMAX, tipo 340; Molecular Devices) a 37 °C y se leyé la DO a 405 nm durante 0-15 min, con una lectura a
intervalos de 2 9 s.

[0214] La cantidad de actividad de beta-glucosidasa de las muestras de enzimas de celulasa que no se unié al
sustrato de bagazo era considerablemente mayor en el caso de la preparacion de celulasa Trichoderma sp.
modificada quimicamente. En concreto, como determina el ensayo CNPG, menos del 50 % de la beta-
glucosidasa sin modificar no se unio (p. ej., 50 % unido) al sustrato de bagazo, mientras que aproximadamente el
80 % de la beta-glucosidasa modificada no se unié (p. €j., 20 % unido) al sustrato de bagazo. Tomados
conjuntamente, los datos de unién de celulasa modificada indican que la reduccién de las cargas positivas en la
celulasa conlleva la reduccion de la unién a un sustrato de polimero vegetal con carga mas negativa. En este
caso, el sustrato de polimero vegetal era lignina que permanecia en biomasa tratada con acido. Se demostré que
la biomasa tratada con acido a partir de rastrojo de maiz, un biopolimero vegetal de composicion quimica similar,
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adopta una carga cada vez mas negativa durante la sacarificacion, como determina la mediciéon del potencial
zeta (Véase la tabla 1-2).

EJEMPLO 4
Sacarificacion de bagazo pretratado con acido

[0215] La sacarificacion de la celulosa presente en el bagazo pretratado con acido (BPA) que contiene
cantidades distintas de lignina adicional se evalu6 utilizando preparaciones de celulasa Trichoderma sp.
quimicamente modificadas y sin modificar y se sometié a ensayo mediante HPLC para controlar la liberacion de
azucares, DP1 a DP7. Los resultados se muestran en la figura 1 como conversién en porcentaje del sustrato de
polimero. En una placa de microtitulacion, se prepararon 200 uL de BPA (glucano 3,5 %) en tampdn de acetato
de sodio 50 mM a pH 5, y se ajustaron a distintas cantidades de lignina. Se afiadieron veinte microlitros de
solucion de enzima de celulasa (LAMINEX BG modificado o sin modificar) a los pocillos. Se cubrieron las placas
con selladores de placa de aluminio y se colocaron en incubadoras a 50 °C, en agitacién, durante 24 h 0 48 h. Se
termino la reaccion mediante la adicion de 100 pl de glicina 100 mM pH 10 a cada pocillo. Después de la mezcla
exhaustiva, el contenido de los pocillos de placa de microtitulacion se filtré a través de una placa de filirado de 96
pocillos Millipore (0,45 um, PES). Se diluyo el filtrado en una placa que contenia 100 ul de glicina 10 mM pH 10 y
se midio la cantidad de azlcares solubles (DP1 hasta DP7) producidos mediante HPLC. La serie Agilent 1100
HPLC se equip6 con una columna de descalcinacion/precolumna (Catalogo Biorad n.° 125-0118) y una columna
de carbohidratos Aminex a base de plomo (Catalogo Aminex n.° HPX-87P). La fase movil utilizada era agua con
un caudal de 0,6 ml/min. Se diluyeron todos los estandares de azucares solubles (DP1-DP7) obtenidos de Sigma
en agua Milli-Q a 100 mg/mL y se utilizaron para convertir el area de pico para los azucares individuales en
concentraciones de azulcares reales. El porcentaje de conversion se calculd dividiendo los azucares medidos
mediante HPLC entre el 100 % de la conversién de celulosa en glucosa.

[0216] La unidn de celulasa a lignina disminuira su eficacia en la degradacion de celulosa. Esto se demuestra
como una reduccion en la conversion de celulosa en presencia de cantidades cada vez mayores de lignina
presentes en las reacciones de sacarificacion. Esta tendencia persiste en las preparaciones de celulasa
modificadas. Sin embargo, se da un aumento del 10 % en la conversion de celulosa en las muestras de celulasa
modificadas en comparacion con las muestras de celulasa sin modificar. Este resultado indica que la carga
negativa creciente de la celulasa reduce la unién no productiva de la celulasa a la lignina.

EJEMPLO 5
Sacarificacion aumentada de BPA con CBH2 modificada quimicamente

[0217] Se modificaron quimicamente la Trichoderma CBH1, la variante de CBH2, la EG1, EG2 y la beta-
glucosidasa purificadas como se describe en el ejemplo 1. La variante de CBH2 utilizada en el presente
experimento tiene mlltiples sustituciones (P98L/M134V/T154A/12112V/S316P/S413Y con los numeros
correspondiendo a la celulasa CBH2 madura de tipo salvaje) como se describe en la Pub. estadounidense con
n.° 2006/0205042: La secuencia de aminoacidos de la variante de CBH2 madura es la siguiente:

QACSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLPGAASSSSSTRAA
STTSRVSPTTSRSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVGVTLWANAYYASEVS
SLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFVWLDTLDKTPLMEQTLADIRAANKNGGNYAG
QFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDVRTLLVIEPDS
LANLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPPYTQGNAVYNEKLYIHA
IGPLLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLD
SEVWVKPGGECDGTSDSSAPRFDYHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPS
FL (SEQ ID NO:14).

[0218] Se verificaron las modificaciones quimicas de CBH1, variante de CBH2, EG1, EG2 y beta-glucosidasa

mediante su movilidad cambiada en el gel nativo en comparacién con las proteinas sin modificar. La CBH1, la
variante de CBH2, la EG1, EG2 y la beta-glucosidasa modificadas tienen cargas mas negativas. Se midieron
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todas las concentraciones de proteinas con un espectrofotdmetro (Thermo) NanoDrop™. Se cred una reaccion
de sacarificacion en placa de microtitulacion, en cada pocillo de una placa de microtitulacién, se prepararon 150
uL de BPA (7 % de glucano preparado como se describe anteriormente para PCS) en tampoén de acetato de
sodio 50 mM a pH 5, se afadieron 20 pyl de mezcla de enzima de 21 pg de proteina total de modo que la
proporcion final de proteina y celulosa en cada pocillo fuera de 20 mg/g. Se elaboraron seis mezclas de enzimas
mediante la adicion de beta-glucosidasa, variante de CBH2, EG1 o EG2 purificadas modificadas o sin modificar a
un fondo de T.reesei en el que los genes que codifican celobiohidrolasa | (CBHI, Cel7a), celobiohidrolasa I
(CBHII, Cel6a), endoglucanasa | (EGI, Cel7b) y endoglucanasa Il (EGII, Cel5a) se han inactivado (Véase, US
2007/0128690). En cada mezcla, se ahadié 72,5 % del fondo de T. reesei, 2,5 % de beta-glucosidasa, 15 % de
variante de CBH2, 5 % de EG1, 5 % de EG2; las primeras cuatro mezclas tienen una proteina que no esta
modificada, la quinta mezcla tiene todas las proteinas sin modificar y la sexta mezcla tiene todas las proteinas
modificadas. Se incubd la placa a 50 °C durante 72 horas. Se termind la reaccion mediante la adiciéon de 100 pl
de glicina 100 mM pH 10 a cada pocillo. Después de la mezcla exhaustiva, el contenido de los pocillos de placa
de microtitulacion se filtré a través de una placa de filtrado de 96 pocillos Millipore (0,45 pm, PES). Se diluy¢ el
filtrado en una placa que contenia 100 ul de glicina 10 mM pH 10 y se midié la cantidad de azUcares solubles
(DP1 hasta DP7) producidos mediante HPLC. La serie Agilent 1100 HPLC se equipd con una columna de
descalcinacion/precolumna (Catalogo Biorad n.° 125-0118) y una columna de carbohidratos Aminex a base de
plomo (Catalogo Aminex n.° HPX-87P). La fase mdvil utilizada era agua con un caudal de 0,6 ml/min. Se
diluyeron todos los estandares de azucares solubles (DP1-DP7) obtenidos de Sigma en agua Milli-Q a 100
mg/mL y se utilizaron para convertir el area de pico para los azucares individuales en concentraciones de
azucares reales. El porcentaje de conversion se calcul6 dividiendo los azicares medidos mediante HPLC entre el
100 % de la conversion de celulosa en glucosa.

[0219] La figura 2A muestra que la sexta mezcla de enzimas (EG2, EG1, variante de CBH2 y beta-glucosidasa
modificadas) con todas las proteinas modificadas, tiene la conversién de celulosa mas elevada, y la quinta
mezcla de enzimas, con todas las proteinas sin modificar, tiene la conversidn mas baja. Si se comparan las
primeras cuatro mezclas de enzimas, la segunda mezcla de enzimas con la CBH2 sin modificar proporciono la
siguiente conversion mas baja. La figura 2B muestra las ventajas de las proteinas modificadas sobre las
proteinas sin modificar en la conversion de celulosa.

EJEMPLO 6
Preparacion de variantes de carga en escalera de CBH2 de T.reesei

[0220] Como se determina durante el desarrollo de la presente exposicion, la succinilacion de los residuos de
lisina superficiales de CBH2 mejoro6 el rendimiento sobre BPA y sobre rastrojo de maiz pretratado. La carga de la
variante de CBH2 modificada era de aproximadamente -17 en comparaciéon con la variante de CBH2 sin
modificar. Teniendo esto en cuenta, se designd una carga en escalera de CBH2 para la determinacion de la
carga superficial dptima en aplicaciones de rendimiento de celulasa.

SEQ ID NO:1 expone la secuencia de ADN que codifica CBH2 de Hypocrea jecorina de referencia:

35



ES 2619902 T3

atgattgtcggcattctcaccacgetggctacgetggccacactcgeagetagtgtgectctagaggageggcaagettgctcaagegt
ctggggccaatgtggtgaccagaattggtegggtccgacttgctgtgcttceggaageacatgegtetactccaacgactattactcee
agtgtcttcccggegcetgcaagetcaagetegtecacgegegecgegtegacgacttctegagtatcccecacaacatceeggtega
getecgegacgectccacctggttctactactaccagagtacctccagtcggatcgggaaccgcetacgtattcaggeaacccttttgttg
gggtcactcettgggccaatgeatattacgectetgaagttageagectcgetattcctagettgactggagecatggecactgetgeag
cagctgtcgceaaaggtteectcttttatgtggctagatactcttgacaagacccectctcatggagceaaaccttggecgacatcecgeaccg
ccaacaagaatggcggtaactatgccggacagtttgtggtotatgacttgeceggatcgegattgegetgeccttgectcgaatggegaa
tactctattgccgatggtggcgtcgecaaatataagaactatatcgacaccattcgtcaaattgtecgtggaatattcegatatccggaccect
cctggttattgagectgactctcttgccaacctggtgaccaaccteggtactccaaagtgtgecaatgctcagtcagectaccttgagtge
atcaactacgccgtcacacagcetgaaccttccaaatgttgcgatgtatttggacgetggecatgcaggatggcttggetggecggcaaa
ccaagacccggecgctcagcetatttgcaaatgtttacaagaatgcatcgtctccgagagctcttcgeggattggeaaccaatgtcgeca
actacaacgggtggaacattaccagccccccatcgtacacgcaaggcaacgetgtctacaacgagaagetgtacatccacgcetattg
gacctcttcttgccaatcacggetggtccaacgecttcttcatcactgatcaaggtcgatcgggaaagcagectaccggacagceaaca
gtggggagactggtocaatgtgatcggcaccggatttggtattcgeccatccgeaaacactggggactegttgetggattegtttgtetg
ggtcaagccaggeggegagtgtgacggeaccagegacageagtgegecacgatttgactcecactgtgegeteccagatgecttge
aaccggcegcctcaagetggtgcttggttccaagectactttgtgeagettetcacaaacgcaaacccategttectgtaa®

SEQ ID NO:2 expone la secuencia de proteina de longitud completa de CBH2 de Hypocrea jecorina:

MIVGILTTLATLATLAASVPLEERQACSSVWGQCGGONWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCL
PGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTSRSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVGVTPWA
NAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRTANKNGGNY
AGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLVIEPDSLA
NLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQLFANV
YKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYTHAIGPLLANHGWSNAFFI
TDQGRSGKQPTGQQOWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPR
FDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL*

SEQ ID NO:3 expone la secuencia de proteina madura de CBH2 de Hypocrea jecorina:

QACSSVWGQCGGONWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLPGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTS
RSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVGVTPWANAYYASEVSSLATIPSLTGAMATAA
AAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYS
IADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLVIEPDSLANLVINLGTPKCANAQSAYLECINY
AVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNGWN
ITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHATIGPLLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIG
TGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAY
FVQLLTNANPSFL*

[0221] Los residuos seleccionados para su mutagénesis incluian residuos no conservados, de lisina expuesta, de
arginina, de asparagina y de glutamina, que se seleccionaron para sustitucion para introducir cargas negativas.
Las lisinas succiniladas en CBH2 modificada se identificaron mediante espectrometria de masas y se
seleccionaron para mutagénesis en glutamato, dando lugar a una diferencia de carga -2 por sustitucion. Se
seleccionaron otros residuos para sustitucion mediante analisis de la estructura tridimensional de CBH2
combinada con alineamiento de aminoacidos de secuencias de CBH2 homodlogas (Véase, p. €j., la Figura 3 de la
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Pub. estadounidense con n.° 2006/0205042). Los residuos superficiales que eran extremadamente variables en
el alineamiento de secuencia de aminoacidos de CBH2 eran candidatos para mutagénesis. Sin embargo, se evitd
la acumulaciéon de sustituciones muy cerca entre si. Se sustituyd la arginina por glutamina (carga -1), y se
sustituyd la glutamina y la asparagina por las variantes carboxilicas respectivas (carga -1). Ademas, se
seleccionaron residuos de aspartato y glutamato para la sustitucion de los respectivos residuos de amino para la
terminacion de la carga en escalera (carga +1). En la tabla 6-1, se muestran sustituciones de CBH2 especificas,
con todas las posiciones mostradas excepto R63 y R77, ubicadas en el dominio catalitico de CBH2. Puede
crearse una carga positiva neta mediante la eliminacion de un residuo cargado negativamente o mediante la
introduccion de un residuo cargado positivamente. De la misma manera, puede crearse una carga negativa neta
mediante la eliminacion de un residuo cargado positivamente o mediante la introducciéon de un residuo cargado
negativamente.

Tabla 6-1. Sustituciones de CBH2
Introduccion de Eliminacion Introduccion de | Introduccion de | Eliminacion de | Eliminacion de
carga negativa y de carga carga negativa | carga negativa | carga negativa | carga negativa
eliminacién de positiva
carga positiva
Lisina Arginina Asparagina Glutamina Aspartato Glutamato
K157E R153Q N382D Q204E D189N E208Q
K129E R294Q N344D Q147E D211N E244Q
K288E R203Q N237D Q239E D405N E146Q
K194E R378Q N339D Q281E D277N
K356E R63Q N289D D151N
K327E R77Q N161D
N285D
N197D
N254D
N247D

[0222] Para la preparacion de una carga en escalera de CBH2, se designaron diez variantes de carga de CBH2
(C-1 a C-10) abarcando un intervalo de carga de +8 a -32, en comparacion con la CBH2 de tipo salvaje en
tramos de 4, como se muestra en la tabla 6-2.

Tabla 6-2. Carga en escalera de CBH2
C-1 C-2 CBH2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8 C-9 C-10
8 4 0 -4 -8 -12 -16 -20 -24 -28 -32
D189 | D189N | WT | K157E | KI57TE | KIS7TE | KIS7TE | KIS7TE | KIS7E | KIS7TE | KI5TE
N
E208 | E208 Q K129E | K129E | K129E | K129E | K129E | KI129E | K129E | K129 E
Q
D211 | D211 N K288 E | K288 E | K288 E | K288E | K288 E | K288 E | K288 E
N
D405 | D405 N K194 E | K194 E | K194E | K194E | K194 E | K194 E | K194 E
N
E244 K356 E | K356 E | K356 E | K356 E | K356 E | K356 E
Q
D277 K327 E | K327 E | K327 E | K327 E | K327 E | K327 E
N
D151 R153Q | R153Q | R153Q | R153Q | R153Q
N
E146 R294Q | R294Q | R294Q | R294Q | R294 Q
Q
R203Q | R203Q | R203Q | R203Q | R203 Q
R378Q | R378 Q | R378 Q | R378 Q | R378 Q
N382D | N382D | N382D | N382D
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Tabla 6-2. Carga en escalera de CBH2
C-1 C-2 CBH2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8 C-9 C-10

N344 D | N344 D | N344 D | N344 D
N237 D | N237 D | N237 D | N237D
N339D | N339D | N339D | N339D
N289 D | N289 D | N289 D
N161 D | N161 D | N161 D
Q204 E | Q204 E | Q204 E
Q147 E | Q147E | Q147 E
N285D | N285D
N197 D | N197 D
N254 D | N254 D
N247 D | N247 D
Q239 E
Q281 E
R63Q
R77Q

[0223] Las secuencias de aminoacidos de las variantes se volvieron a traducir en ADN y el codén se optimizd
para la expresion en Thrichoderma reesei mediante la utilizacion del software GeneDesigner (ADN2.0). Los
genes de variante de cbh2 con coddn optimizado se sintetizaron y el ADN de las variantes de carga superficial de
CBH2 (SCV, por sus siglas en inglés) se amplificé a partir de los constructos de ADN2.0 mediante PCR utilizando
cebadores: GGHTK22 directo 5'-CACCATGATCGTGGGAATTCTTACTACTC-3' (SEQ ID NO:15); y GGTHK23
inverso 5'-CTACAAAAACGAAGGGTTCGCATT-3' (SEQ ID NO:16). En un experimento, se utilizo la mutagénesis
de sitio dirigido para introducir las mutaciones K129E y K157E (variante de carga C-3 de cbh2) en el ADN
gendémico de la CBH2 de tipo salvaje. La variante de carga C-3 de CBH2 se cloné en pTrex3GM y se expreso
como se describe a continuacion.

[0224] Los productos de la PCR se purificaron y se clonaron en pENTR/TOPO para la transformacion de las
células E. coli TOP10. ElI ADN plasmidico se aisl6 de colonias individuales y se verificd la secuencia correcta.
Las SCV de CBH2 se clonaron en pTrex3GM, pTTTpyr(pcbh1), y pTTTpyr(pstp1), como se muestra en la tabla 6-
3.

Tabla 6-3. Clones de expresion de variantes de carga superficial de CBH2
Variante de CBH2 Vectores de destino
pTrex3gM pTTTpyr (Pcbh1) pPTTTpyr(Pstp1)

C-1 (pTK354a) 1 11 21
C-2 (pTK355a) 2 12 22
C-3 (pTK356a) 3 13 23
C-4 (pTK357a) 4 14 24
C-5 (pTK358a) 5 15 25
C-8 (pTK361a) 6 16 26
C-6 (pTK359a) (7) 17) (27)
C-7 (pTK360a) 8 18 28
C-9 (pTK362a) 9 19 29
C-10 (pTK363b) 10 20 30

[0225] Variantes de carga superficial de CBH2 (SCV) en T. reesei. La transformacion biolistica de T.reesei se
llevé a cabo con el vector de expresion pTrex3gM que contiene el marco abierto de lectura de la variante de
carga C3 de cbh2 (con mutaciones K129E y K157E) mediante la utilizacion del siguiente protocolo. Se utilizd
T.reesei, en la que los genes que codifican celobiohidrolasa | (CBHI, Cel7a), celobiohidrolasa Il (CBHII, Cel6a),
endoglucanasa | (EGI, Cel7b), y endoglucanasa Il (EGII, Cel5a) han sido inactivados. La transformacion de la
cepa de Trichoderma reesei mediante el método de transformacion biolistica se consiguié utilizando un sistema
Biolistic® PDS-1000/he Particle Delivery System de Bio-Rad (Hercules, CA) siguiendo las instrucciones del
fabricante (Véase WO 05/001036 y US 2006/0003408). Los transformantes se transfirieron a nuevas placas de
seleccion de acetamida. Los transformantes estables se inocularon en placas de microtitulacion de filtrado
(Millipore), que contenian 200ul/pocillo de medio minimo de glicina (6,0 g/L glicina; 4,7 g/L (NH4).SOs4; 5,0 g/L
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KH2PO4; 1,0 g/L MgS0O4-7H20; 33,0 g/L PIPPS; p.H. 5.5) con adicion posestéril de ~2 % de mezcla de glucosa y
soforosa como fuente de carbono, 10 ml/L de 100g/L de CaCl2, 2,5 ml/L de oligoelementos de T. reesei (400X):
175g/L de acido citrico anhidro; 200g/L FeSO47H;0; 16g/L ZnSO47H0; 3,2 g/L CuSO4-5H0; 1,4 g/L
MnSO4-H20; 0,8 g/L H3BOs. Los transformantes se cultivaron en cultivo liquido durante 5 dias en una camara
rica en Oy alojada en una incubadora a 28 °C. Las muestras de sobrenadante de la placa de microtitulacion de
filtrado se obtuvieron mediante la utilizacion de un colector de vacio. Se pusieron las muestras en geles NUPAGE
4-12 % (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Se tifi6 el gel con tintura Simply Blue stain (Invitrogen).
La expresion de variantes de carga superficial de CBH2 adicionales puede obtenerse utilizando este método.

EJEMPLO 7
Generacion de variantes de carga de CBH2 en T. reesei

[0226] Se envi6é el plasmido pTTTpyr-cbh2 que contiene la secuencia codificadora de proteina de CBH2 de
Hypocrea jecorina (SEQ ID NO:1) a BASECIear (Leiden, Paises Bajos), GeneArt AG (Regensburg, Alemania) y
Sloning BioTechnology GmbH (Puchheim, Alemania) para la generaciéon de bibliotecas de evaluacion de sitio
(SEL, por sus siglas en inglés). El mapa de plasmido de pTTTpyr-cbh2 se muestra en la figura 5. Se realizé una
peticion a los proveedores para la generacion de bibliotecas posicionales en cada uno de los sitios en la proteina
madura de CBH2 de Hypocrea jecorina (SEQ ID NO:3). La secuencia de aminoacidos de proteina de longitud
completa de CBH2 se muestra en SEQ ID NO:2.

SEQ ID NO:1 expone la secuencia de ADN que codifica CBH2 de Hypocrea jecorina de referencia:

atgattgtcggcattctcaccacgetggctacgetggccacactcgeagetagtgtgectctagaggageggcaagettgctcaagegt
ctggggccaatgtggtgaccagaattggtegggtccgacttgctgtgcttceggaageacatgegtetactccaacgactattactcee
agtgtcttcccggegcetgcaagetcaagetegtecacgegegecgegtegacgacttctegagtatceccecacaacatceeggtega
geteegegacgectecacctggttctactactaccagagtacctecagtecggategggaaccgcetacgtattcaggeaacccttttgttg
gggtcactcettgggccaatgeatattacgectetgaagttageagectcgetattcctagettgactggagecatggecactgetgeag
cagctgtcgceaaaggtteectcttttatgtggctagatactcttgacaagacccectctcatggagceaaaccttggecgacatcecgeaccg
ccaacaagaatggcggtaactatgccggacagtttgtggtotatgacttgeceggatcgegattgegetgeccttgectcgaatggegaa
tactctattgccgatggtggcgtcgeccaaatataagaactatatcgacaccattcgtcaaattgtegtggaatattccgatatccggacccet
cctggttattgagectgactctcttgccaacctggtgaccaaccteggtactccaaagtgtgecaatgctcagtcagectaccttgagtge
atcaactacgccgtcacacagcetgaaccttccaaatgttgcgatgtatttggacgetggecatgcaggatggcttggetggecggcaaa
ccaagacccggecgctcagcetatttgcaaatgtttacaagaatgcatcgtctccgagagctcttcgeggattggeaaccaatgtcgeca
actacaacgggtggaacattaccagccccccatcgtacacgcaaggcaacgetgtctacaacgagaagetgtacatccacgctattg
gacctcttcttgccaatcacggetggtccaacgecttcttcatcactgatcaaggtcgatcgggaaagcagectaccggacagceaaca
gtggggagactggtocaatgtgatcggcaccggatttggtattcgeccatccgeaaacactggggactegttgetggattegtttgtetg
ggtcaagccaggeggegagtgtgacggeaccagegacageagtgegecacgatttgactcecactgtgegeteccagatgecttge
aaccggcegcctcaagetggtgcttggttccaagectactttgtgeagettetcacaaacgcaaacccategttectgtaa®

SEQ ID NO:2 expone la secuencia de proteina de longitud completa de CBH2 de Hypocrea jecorina:

39



10

15

20

25

30

35

ES 2619902 T3

MIVGILTTLATLATLAASVPLEERQACSSVWGQCGGONWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCL
PGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTSRSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVGVTPWA
NAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRTANKNGGNY
AGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLVIEPDSLA
NLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQLFANV
YKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYTHAIGPLLANHGWSNAFFI
TDQGRSGKQPTGQQOWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPR
FDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL*

SEQ ID NO:3 expone la secuencia de proteina madura de CBH2 de Hypocrea jecorina:

QACSSVWGQCGGONWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLPGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTS
RSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPFVGVTPWANAYYASEVSSLATIPSLTGAMATAA
AAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYS
IADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLVIEPDSLANLVINLGTPKCANAQSAYLECINY
AVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNGWN
ITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHATIGPLLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIG
TGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAY
FVQLLTNANPSFL*

[0227] Se obtuvieron plasmidos de pTTTpyr-cbh2 purificados (peont, AmpR, Acetamida®) que contienen marcos
abiertos de lectura que codifican secuencias de variante de CBH2 de los proveedores especificados
anteriormente. Se transformaron protoplastos de cepa de H. jecorina (Aeg1, Aeg2, Acbh1 Acbh2) con los
constructos pTTTpyr y se cultivaron en agar selectivo que contenia acetamida a 28 °C durante 7 dias.
Brevemente, se realizo la transformacion biolistica de H. jecorina utilizando el protocolo siguiente y una cepa en
la que los genes que codifican celobiohidrolasa | (CBHI, Cel7a), celobiohidrolasa Il (CBHII, Cel6a),
endoglucanasa | (EGI, Cel7b), y endoglucanasa Il (EGII, Cel5a) han sido inactivados. La transformacion de la H.
jecorina mediante el método de transformacion biolistica se consiguié utilizando un sistema Biolistic® PDS-
1000/he Particle Delivery System de Bio-Rad (Hercules, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante (Véase
WO 05/001036 y US 2006/0003408). Las esporas fueron cosechadas, colocadas de nuevo en placas de agar de
acetamida e incubadas a 28 °C durante 7 dias. Las esporas fueron cosechadas en 15 % de glicerol y
almacenadas a -20 °C para su utilizacion adicional. Para la produccion de proteina de variante CBH2, se anadio
un volumen de 10 pl de suspension de espora a 200 pl de medio minimo de glicina complementado con 2 % de
mezcla de glucosa/soforosa en una placa de filirado PVDF: 6,0 g/L de glicina, 4,7 g/L (NH4).SO.; 5,0 g/L
KH2PO4; 1,0 g/L MgSO47H,0; 33,0 g/L PIPPS; pH 5,5; con adicién posestéril de ~2 % de mezcla de
glucosa/soforosa como fuente de carbono, 10 ml/L de 100g/L de CaCl;, 2,5 ml/L de oligoelementos de T. reesei
(400X): 175g/L de acido citrico anhidro; 200g/L FeSO4-7H.0; 16g/L ZnS0O4-7H,0; 3,2 g/L CuS04-5H20; 1,4 g/L
MnSO4-H20; 0,8 g/L H3BO3. Cada variante de CBH2 se cultivd por cuadruplicado. Después de sellar la placa con
una membrana permeable de oxigeno, se incubaron las placas a 28 °C durante 6 dias, con agitacién a 220 rpm.
Se cosecho el sobrenadante mediante la transferencia del medio de cultivo a una placa de microtitulacion a baja
presién y se sometié a ensayo para la glucosa residual mediante la utilizacion del ensayo con hexoquinasa,
como se describe en el ejemplo 1.

EJEMPLO 8
Expresion, actividad y rendimiento de variantes de CBH2

[0228] Se sometieron a prueba las variantes de carga de CBH2 de H. jecorina para diversas propiedades de
interés. En concreto, se sometieron a prueba las variantes de celulasa para la expresion de proteina utilizando el
ensayo HPLC (HPLC), actividad especifica utilizando el ensayo de hidrolisis de PASC (Act. PASC) y el ensayo
de hidrdlisis de PCS (Act. PCS), estabilidad en presencia de etanol (proporcion EtOH) y termoestabilidad
(proporcion de calor) como se describe en el ejemplo 1. En la tabla 8-1, se muestran los datos de rendimiento
para las variantes de carga de CBH2. El indice de rendimiento (IR) es la proporcion de rendimiento de la variante
de celulasa en relacion con la celulasa original o de referencia. Diversos términos que se exponen a continuacion
se utilizan para describir la mutacioén: las mutaciones aceleradoras tienen un IR > 1; las mutaciones neutras
tienen un IR < 0,5; las mutaciones no deletéreas tienen un IR > 0,05; las mutaciones deletéreas tienen un IR =
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0,05; las mutaciones combinables son aquellas mutaciones para las cuales la variante tiene valores de indice de
rendimiento < 0,5 para al menos una propiedad. Las mutaciones combinables son mutaciones que pueden
combinarse para suministrar proteinas con indices de rendimiento adecuados para una o mas propiedades
deseadas. Las posiciones en las que se dan las mutaciones se clasifican de la manera siguiente: Las posiciones
no restrictivas tienen < 20 % de mutaciones neutras para al menos una propiedad; y las posiciones restrictivas
tienen < 20 % de mutaciones neutras para la actividad y la estabilidad. Las posiciones completamente restrictivas
no tienen mutaciones neutras para la actividad o la estabilidad.

[0229] Estos datos pueden utilizarse para modificar cualquier CBH2. Aunque la CBH2 que se ha de modificar
tenga un aminoacido diferente al de la CBH2 de Hypocrea jecorina en una posicion concreta, estos datos pueden
utilizarse para encontrar una sustitucion que altere las propiedades deseadas mediante la identificacién de la
mejor sustitucion, incluyendo la sustitucion del aminoacido de tipo salvaje de CBH2 de Hypocrea jecorina.

[0230] La tabla 8-11 muestra valores de indice de rendimiento (IR) para las variantes de CBH2 de Hypocrea
jecorina. Los indices de rendimiento menores o iguales que 0,05 se establecieron en 0,05 y se indican en cursiva
y negrita en la tabla.

Tabla 8-1: Indices de rendimiento de variantes de carga de CBH2

Variante | HPLC Act. esp. PASC Act. esp. PCS Res. EtOH Res.
Calor

R63A 1,21 1,03 0,94 0,97 1,00
R63C 1,47 1,02 1,05 0,96 1,06
R63D 0,12 0,11 0,19 0,05 1,02
R63E 0,88 0,94 0,98 0,96 1,05
R63F 0,91 0,95 0,85 0,94 1,09
R63G 0,71 0,96 0,95 1,08 1,20
R63I 0,81 0,93 1,11 1,03 1,09
R63L 0,94 0,96 0,91 1,06 1,29
R63M 1,22 0,99 1,10 1,05 1,09
R63N 1,23 1,02 1,11 1,03 1,07
R63P 0,96 0,99 1,17 1,04 1,09
R63Q 0,87 0,99 1,01 0,99 1,13
R63S 0,59 0,92 1,09 1,00 0,94
R63T 0,43 0,87 0,94 0,91 0,84
R63V 1,00 0,99 0,89 1,03 1,06
R63W 0,98 0,97 0,91 1,08 1,10
R63Y 1,29 1,03 0,99 1,06 1,07
R77F 0,25 0,81 0,58 0,92 0,81
R77G 0,41 1,02 0,75 1,00 0,93
R77L 0,14 0,53 0,36 0,94 0,79
R77N 0,83 0,99 0,87 1,00 1,02
K129A 0,23 1,03 0,81 0,74 0,57
K129L 0,80 0,94 0,80 0,82 0,71
K129N 0,15 0,93 0,65 0,73 0,61
K129Q 0,41 1,30 0,89 1,01 0,99
K129S 0,37 1,05 0,92 0,84 0,84
K129T 0,16 0,87 0,37 0,81 0,69
K129V 0,17 0,93 0,91 0,63 0,45
K129Y 0,35 0,95 0,82 0,68 0,46
Q147E 0,86 1,00 0,88 1,07 1,05
R153A 0,23 0,50 0,72 0,63 0,64
R153C 0,26 0,51 0,86 0,94 0,88
R153D 0,35 0,35 0,54 0,75 0,72
R153E 0,27 0,69 0,75 0,79 0,80
R153F 0,21 0,38 0,69 0,68 0,58
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Tabla 8-1: Indices de rendimiento de variantes de carga de CBH2

Variante | HPLC Act. esp. PASC Act. esp. PCS Res. EtOH Res.
Calor
R153G 0,21 0,31 0,59 0,62 0,92
R153I 0,22 0,28 0,37 0,63 1,09
R153L 0,19 0,30 0,40 0,94 0,44
R153M 0,31 0,70 0,86 0,92 1,05
R153N 0,22 0,20 0,42 1,12 1,23
R153P 0,23 0,14 0,10 0,39 2,17
R153Q 0,24 0,52 0,99 0,77 1,05
R153S 0,41 0,78 0,99 0,93 0,93
R153T 0,31 0,63 0,74 0,84 0,94
R153V 0,23 0,28 0,59 0,63 0,81
R153W 0,42 0,77 1,07 0,90 0,87
R153Y 0,32 0,60 0,73 0,84 0,90
K157A 0,68 1,04 0,93 1,01 0,91
K157D 0,69 0,96 1,01 1,12 0,90
K157E 0,10 0,92 0,75 1,03 0,73
K157F 0,40 1,01 0,94 1,07 0,95
K157G 0,50 0,98 0,76 1,04 0,93
K157I 0,71 1,00 0,81 1,05 0,94
K157L 0,18 0,88 0,60 1,04 0,75
K157M 0,33 0,99 0,77 0,99 0,88
K157P 0,11 0,57 0,63 3,04 1,86
K157Q 0,50 1,00 0,70 1,00 0,88
K157T 0,14 0,79 0,47 1,02 0,83
K157V 0,46 0,99 0,86 0,99 0,91
K157W 1,06 0,95 0,84 1,04 0,93
K157Y 0,77 0,98 0,92 1,00 0,84
N161E 0,76 1,03 1,07 1,12 1,12
D189A 0,29 0,77 0,73 0,79 0,69
D189C 0,38 0,89 0,82 0,90 0,76
D189E 0,44 0,98 0,84 0,94 0,89
D189F 0,39 0,82 0,64 0,94 0,99
D189G 0,27 0,87 0,86 0,88 0,71
D189H 0,39 0,91 0,52 0,91 0,83
D189l 0,16 0,52 0,39 0,63 0,61
D189K 0,37 0,96 0,78 0,89 0,73
D189L 0,33 1,04 0,82 0,89 0,85
D189N 0,55 0,95 1,05 1,00 0,96
D189P 0,12 0,30 0,22 0,72 0,76
D189Q 0,73 0,98 0,72 0,93 0,86
D189R 0,38 0,96 0,82 0,94 0,88
D189S 0,14 0,60 0,32 0,86 1,22
D189T 0,21 0,84 0,84 0,85 0,76
D189V 0,36 1,03 0,99 1,03 0,91
D189W 0,13 0,18 0,34 0,45 1,06
D189Y 0,32 0,52 0,46 1,30 1,34
K194A 0,30 0,67 0,86 0,95 1,00
K194C 0,22 1,08 1,72 0,88 0,88
K194D 0,61 0,98 1,07 1,00 1,03
K194E 0,44 1,00 1,14 1,02 1,14
K194F 0,67 1,03 0,94 1,04 1,13
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Tabla 8-1: Indices de rendimiento de variantes de carga de CBH2

Variante | HPLC Act. esp. PASC Act. esp. PCS Res. EtOH Res.
Calor
K194G 0,43 0,92 0,65 0,92 0,96
K194| 0,24 0,38 0,49 0,50 0,59
K194L 0,61 0,98 0,90 1,01 1,22
K194M 0,61 1,02 0,86 1,03 1,17
K194N 0,54 0,99 1,02 1,04 1,17
K194P 0,32 0,39 0,55 0,46 0,38
K194Q 0,64 1,00 1,00 1,03 1,17
K194S 0,66 1,00 0,83 1,12 1,03
K194T 0,08 0,11 1,09 1,17 9,80
K194V 0,23 0,30 0,71 0,55 0,62
K194W 0,43 0,93 0,98 0,98 1,01
K194Y 0,08 0,11 0,36 0,60 2,65
N197D 1,50 1,12 1,08 1,06 1,07
R203A 0,71 0,93 0,75 0,69 0,88
R203F 0,85 0,92 0,99 0,67 0,87
R203G 0,60 1,07 1,13 0,66 1,39
R203lI 0,39 0,70 0,64 1,46 3,02
R203L 0,46 1,14 0,54 1,08 1,24
R203M 0,58 0,88 0,91 0,99 1,25
R203N 0,36 1,08 0,82 1,06 1,20
R203P 0,29 0,49 0,28 2,85 4,58
R203Q 0,80 0,99 0,78 0,84 0,86
R203S 0,54 1,19 0,53 1,99 1,96
R203T 0,66 1,04 0,82 0,99 0,91
R203V 0,85 0,94 0,89 0,73 0,78
R203wW 0,39 1,10 0,63 2,28 2,42
R203Y 0,57 1,09 1,03 1,03 1,18
Q204D 1,23 1,04 0,73 1,00 1,00
Q204E 1,08 1,12 1,05 0,93 1,04
Q239D 0,59 0,98 0,91 0,92 0,92
Q239E 0,70 1,10 1,16 1,00 1,04
N247D 1,18 0,76 0,67 0,58 0,96
N254E 0,20 0,84 0,56 0,76 0,91
Q281D 1,10 0,60 0,43 1,33 0,95
Q281E 2,50 0,89 0,85 1,10 0,63
N285D 0,35 0,70 0,59 1,99 2,24
K288A 0,41 0,61 0,68 1,52 2,84
K288C 0,41 0,95 0,63 0,72 1,49
K288D 0,23 0,23 0,05 5,77 5,10
K288E 0,38 0,89 0,81 0,65 1,60
K288F 0,36 0,75 0,29 1,53 2,74
K288G 0,23 0,40 0,12 2,22 4,09
K288H 0,32 0,90 0,48 1,09 1,54
K288l 0,40 0,75 0,37 1,51 2,48
K288L 0,80 0,96 0,81 0,60 0,82
K288N 0,71 0,98 0,84 1,08 1,68
K288P 0,26 0,34 0,05 5,00 5,39
K288Q 0,23 0,80 0,18 1,23 2,51
K288S 0,19 0,71 0,21 2,02 2,72
K288T 0,25 0,71 0,35 1,27 2,96
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Tabla 8-1: Indices de rendimiento de variantes de carga de CBH2

Variante | HPLC Act. esp. PASC Act. esp. PCS Res. EtOH Res.
Calor

K288V 0,31 0,84 0,38 1,67 1,87
N289D 0,84 0,96 0,87 0,93 0,92
N289E 0,13 0,26 0,63 1,03 1,48
R294A 0,97 1,06 0,89 0,92 0,77
R294C 0,70 1,15 0,74 1,01 1,16
R294D 0,75 0,94 0,85 0,94 1,09
R294E 0,73 0,82 0,66 1,02 1,20
R294F 0,37 0,52 0,54 0,90 1,56
R294G 1,25 0,93 0,84 0,71 0,87
R2941 0,77 0,84 0,72 0,98 1,01
R294L 0,54 1,06 1,03 1,05 1,22
R294M 0,34 0,76 0,78 0,81 1,78
R294N 0,50 0,80 0,64 1,30 1,06
R294P 0,48 0,86 0,74 0,74 0,99
R294Q 0,50 0,79 0,75 1,23 1,30
R294S 0,64 1,00 0,57 1,32 1,47
R294T 1,12 1,03 0,97 1,02 1,10
R294V 0,83 0,96 0,83 0,82 1,03
R294W 1,08 1,01 0,57 0,56 0,58
R294Y 0,26 0,43 0,31 2,39 3,19
K327A 0,86 1,03 0,98 0,76 0,76
K327C 0,42 0,93 1,25 1,28 1,02
K327D 0,31 0,73 0,76 1,13 1,81
K327E 0,73 0,84 0,85 1,05 0,87
K327F 0,24 0,61 0,44 1,91 2,14
K327G 0,24 0,83 0,16 1,65 1,30
K327I 0,31 0,74 0,23 1,44 1,37
K327L 0,26 0,94 0,60 0,89 1,30
K327M 0,41 0,90 0,90 0,87 1,44
K327N 0,41 0,90 1,04 0,74 1,33
K327P 0,21 0,58 0,05 1,65 2,77
K327Q 1,32 1,06 1,42 1,15 0,77
K327S 0,20 0,63 0,58 2,39 2,92
K327T 0,21 0,29 0,09 3,69 7,57
K327V 0,28 0,86 0,58 0,66 1,26
K327W 0,28 1,05 0,74 0,93 1,57
K327Y 0,93 1,04 1,08 0,49 0,60
N339D 0,92 1,04 1,05 1,04 1,10
N339E 0,94 1,03 0,83 1,08 1,13
N344D 0,29 0,85 1,10 1,43 1,31
K356A 1,22 1,03 0,88 0,23 0,25
K356C 0,62 0,92 0,98 0,29 0,45
K356D 0,42 0,87 0,57 0,22 0,42
K356E 0,43 0,98 0,71 0,28 0,43
K356F 0,69 0,99 0,45 0,15 0,39
K356G 0,97 0,98 0,20 0,20 0,40
K356l 0,76 0,96 0,60 0,26 0,46
K356L 0,67 1,00 0,68 0,45 0,39
K356M 0,68 0,99 0,88 0,54 0,53
K356N 0,98 1,04 0,72 0,19 0,37
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Tabla 8-1: Indices de rendimiento de variantes de carga de CBH2
Variante | HPLC Act. esp. PASC Act. esp. PCS Res. EtOH Res.
Calor
K356P 0,23 0,52 0,33 1,09 0,99
K356Q 0,77 0,99 0,77 0,41 0,43
K356S 0,58 0,88 0,48 0,22 0,41
K356T 0,63 1,00 0,49 0,28 0,43
K356V 0,91 0,90 0,75 0,35 0,31
K356W 0,39 0,90 0,42 0,24 0,47
K356Y 0,52 0,96 0,47 0,20 0,51
R378A 0,21 0,76 0,79 0,25 0,54
R378C 0,25 0,34 0,42 0,74 1,01
R378D 0,19 0,23 0,33 0,49 0,58
R378E 0,17 0,18 0,30 0,92 0,94
R378F 0,13 0,39 1,34 0,12 0,38
R378G 0,08 0,22 1,48 0,19 0,82
R378I 0,19 0,42 0,33 0,38 0,69
R378L 0,21 0,75 0,79 0,33 0,53
R378M 0,14 0,52 0,77 0,37 0,47
R378N 0,12 0,19 0,48 0,38 0,81
R378P 0,17 0,65 0,54 0,48 0,62
R378Q 0,20 0,82 0,94 0,56 0,59
R378S 0,18 0,65 0,47 0,45 0,64
R378T 0,18 0,52 1,03 0,25 0,43
R378V 0,36 1,01 0,98 1,06 1,19
R378W 0,09 0,10 0,64 0,34 0,30
R378Y 0,24 0,60 0,62 0,23 0,53
N382D 0,71 0,81 N.H. 1,17 1,15
N382E 2,21 0,16 N.H. 6,19 5,56
D405A 1,75 0,82 0,33 0,32 0,60
D405C 0,45 0,63 0,57 0,72 0,97
D405E 0,85 0,81 0,63 0,50 0,65
D405F 0,79 0,95 0,24 0,56 0,82
D405G 0,77 0,87 0,16 0,56 0,86
D405H 0,27 0,38 0,25 3,35 3,59
D405l 0,62 1,04 0,49 0,83 1,02
D405K 0,63 0,65 0,24 0,43 0,72
D405L 0,41 0,95 0,76 0,38 0,43
D405M 0,52 1,31 0,58 0,59 0,69
D405N 0,74 1,04 0,78 1,34 1,32
D405P 0,77 0,80 0,19 0,99 1,02
D405Q 0,71 1,12 0,39 1,10 1,21
D405R 0,93 1,20 0,36 0,56 0,61
D405S 0,95 1,24 0,40 0,75 0,96
D405T 0,74 1,17 0,32 0,64 0,83
D405V 0,39 1,05 0,60 1,32 1,24
D405W 1,12 1,17 0,40 0,42 0,48
D405Y 1,56 1,07 0,39 0,31 0,07
EJEMPLO 9

Efecto de cambio de carga en la actividad de variantes de CBH2
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[0231] En este ejemplo, se analizd el efecto de cambio de carga en la actividad de CBH2 en un ensayo de
rastrojo de maiz pretratado (PCS, por sus siglas en inglés) de actividad de celulasa. Brevemente, el nimero de
ganadores de PCS en las bibliotecas de evaluacion de sitio (SEL, por sus siglas en inglés) de CBH2 se
determiné como una propiedad de cambio de carga neta. En la tabla 9-1, la proporciéon de ganadores observados
por encima de lo previsto (o/e, por sus siglas en inglés), se determind en el ensayo PCS. Los valores en cursiva 'y
negrita son considerablemente diferentes del promedio de 10 distribuciones aleatorias mas o menos el nimero
de desviaciones tipicas (dt) indicadas en las respectivas columnas.

Tabla 9-1: Efecto de carga en la actividad de variantes de CBH2 en un ensayo PCS

PCS ole1dt | o/le2dt | o/e 3 dt | Resultados
Cambio de carga
-2,00 1,20 1,20 1,20 >90 % seguro mas de lo previsto
-1,00 1,40 1,40 1,40 >99 % seguro mas de lo previsto
0,00 1,03 1,03 1,03 como se preveia
1,00 0,46 0,46 0,46 >95 % seguro menos de lo previsto
2,00 0,00 0,00 0,00 como se preveia

[0232] Como se muestra en la tabla 9-1 y en la figura 4, la disminucion de la carga (p. €j., -1, -2) da lugar a
frecuencia considerablemente superior de ganadores de CBH2 en el ensayo PCS, mientras que el incremento de
la carga (p. €j., +1) da lugar a una frecuencia considerablemente menor de ganadores de CBH2 en el ensayo
PCS. En resumen, la actividad de CBH2 en PCS tiene relacion con la disminucion de la carga.
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de celulasa aislada, donde dicha variante es una forma madura que tiene actividad de celulasa, y
donde dicha variante es una variante de una celulasa original cuya secuencia de aminoacidos es al menos un 97
% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, consistiendo la variaciéon en una sustitucion en la
posicion 63 numerada por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, y donde la
sustitucién hace que la variante de celulasa tenga una carga neta mas negativa en comparacion con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

2. La variante de celulasa aislada de la reivindicacion 1, donde la sustitucion comprende la eliminacién de una
carga positiva.

3. La variante de celulasa aislada de la reivindicacién 1, donde la sustitucion es R63Q numerada por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

4. La variante de celulasa aislada de la reivindicacion 1, donde la variante es la variante de sustitucion R63Y o la
R63Q, R63A, R63C, R63D, R63E, R63F, R63G, R63I, R63L, R63M, R63N, R63P, R63S, R63T, R63V, R63W de
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

5. La variante de celulasa aislada de la reivindicaciéon 1, donde la carga neta mas negativa es un -1 o0 -2 en
comparacion con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

6. Un método de convertir biomasa en azlicares que comprende poner en contacto dicha biomasa con la variante
de celulasa de la reivindicacion 1.

7. Un método de producir un combustible que comprende:

poner en contacto una composicion de biomasa con una composiciéon enzimatica que comprende la
variante de celulasa de la reivindicacion 1 para producir una solucion de azucar; y

cultivar la solucién de azucar con un microorganismo fermentativo en condiciones suficientes para
producir un combustible.
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FIG. 1A

Sacarificacion 3,5 % BPA (1,8 % lignina), 15 mg/g LAMINEX BG, 50 °C, 24 h
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FIG.2A

Azucar total

FIG. 2B
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FIG.3
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—————————————————————————————————— QACSSVWGQCGGON- - --W
——————————————————————————————— QACSSVWGQCGGON- -~ -W

------------------------ APVVEERQNCAPTWGQCGGIG- -~ ~F
-------------- MLRYLSIVAATAILTGVEAQQSVWGQCGGQG----W
——————————————————————— QSPV-~~=~—-~--HGOCGENG-~ ~-W

———————————————————————— APVEERQSCSNGVWAQCGGON-~~~W

——————————— MKSTAFFAALVTLLPAYVAGQASE--WGQCGGIG~~~~W

—————————————— MENLLALAPAALLVGAAEAQQSLWGQCGESS~~~~W

~AGCSVDYTVN-SWGTGFTANVTITNLGSAINGWTLEWDF PGNQOVTNLW

—————————————————————— NDSPFYVNPNMS SAEWVRNNPND -~~~ ~

APGCRVDYAVINQWPGGFGANVT ITNLGDPVSSWKLDWTY TAGORIQOLW
*

SGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLP--GA---ASSSS5TRAAST - -~ ~-TSR

SGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLP--GA--——-—~~ ASSSSSTRASSTTA
NGPTCCQSGSTCVKONDWY SQCLP~--GSQVITTTSTTSTSS88T-~~~TSR
SGATSCAAGSTCSTINPYYAQCIP--GT--mmmm— = ATSTTLV~~~-KTT
TGPTTCASGSTCVKONDFYSQCLP -~ NN~ ===~ m = m s Q
SGTPCCTSGNKCVKLNDFY SQCQP-~G8 == v e e e AEPS----STA
TGPTTCVSGTTCTVLNPYY SQCLP-~GS~AVTTTSVITSHSSS-~-~VSS
TGATSCAAGATCSTINPYYAQCVP~~AT-—-——-—-~ ATPTTLT----TTT
NGTYTQSGUHVSVENAPYNAST -~ PANGTVEFGFNGSYSGSNDIPSSFKLN
PRTPVIRDRIASVPQGTWFAHHNP--GQ-—~~~~—~ ITGQVDA----LMS

NGTASTNGGQVSVTSLPWNGSI -PTGGTASFGFNGSWAGSNPTPASFSLN
> *

VSPTTSR---SSSATPPPGSTTTRVPP-VGSGTATY SCGNPFVGVTPWANA
RASSTTS---RSSATPPPGSSTTRVPP-VGSGTATYSGNPFVGVTPWANA
ATSTTRT---GGVTSITTAPTRTVTIPGGATTTASYNGNPFEGVQLWANN

SSTSVGET-—-~——-~—-~ TSPPTTTTTKAST-TATTTAAASGNPFSGYQLYANP
APPSTTT~-~QPCTTPPATTTSGGTGP-TSGA~ -~~~ GNPYTGKTVWLSP
AGPSSTT---ATKTTATGGSSTTAGGS-VISAPPAASDNPYAGVDLWANN
VSSHSGS---STSTSSPTCPTETNPPP-PPSA~ -~~~ NMPWTGFQIFLSP

KPTSTGG~-~~-AAPTTPPPTTTGTTTSP~VVTRPASASGNPFEGYQLYANP
GVTCDGSDDPDPEPSPSPSPSPSPTDPDEPGGPTNPPTNPGERKVD~~-NP
AAQAAGK---IPILVVYNAPGRDCGNH~SSGGAPSHS--~—~ AYRSWIDE
GTTCTGT -~ ~-VPTTSPTPTPTPTTPTP-TPTPTPTPT~-PTVTPQPTSGF

YYASEVSSLAIPSLTG-AMATAAAAVAKVPSFMWLDTL-~»——~ DKTP-LM
YYASEVSSLAIPSLTG-AMATAARAVAKVPSSMWLDTF ~~~--~ DKTP-LM
YYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVARVPSFOWLDRN- -~~~ VTVDTLL
YYSSEVHTLAIPSLTG-SLAAAATKAARIPSFVWLDTA- ~~ ~~ AXVP-TM
FYADEVAQ-AAADISNPSLATKAASVAKIPTFVWEF DIV -~~~ AXKVP-D

YYRSEVMNLAVPKLSG-ARKATAAAKVADVESFOWMDTY ~~~~— DHIS-LM
YYANEVAA-AAKQITDPTLSSKAASVANIPTFTWLDSV~ -~~~ AKIP-DL
YYASEVISLAIPSLSS-ELVPKASEVAKVPSFVWLDQA~~--~ AKVP-~-SM
FEGAKLYVNPVWSAKA-~AABEPGGSAVANESTAVWLDRIGAIEGNDSPTTG
F-AAGLKNRPAYIIVEPDLISLMSSCMOHVQQOEVLETM-~~~~ AYAGKAL
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Figura 3 continuada
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EQTLAD-IRTANKNGGN-~YAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGY
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VETLSE-IRAANQAGANPPYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWATANNGA
GTYLAN-IEAANKAGASPPIAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEY TVANNGY
GGYLAD-ARSKNQ LVQIVVYDLPDRDCAALASNGEF SLANDGL
EDTLAD- IRKANKAGGK--YAGQFVVYDLPNRDCAAAASNGEY SLDKDGA
GTYLAS--ASALGKSTGTKQLVQIVIYDLPDRDCAAKASNGEFSIANNGO
GDYLKD-IQSQONAAGADPPIAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEF SIANNGY
SMGLRDHLEEAVRQSGGDPLTIQVVIYNLPGRDCAALASNGELGP-~DEL
KAGSSQ-ARIYFDAGHSAWHSPAQMASWL -~~~ QQADISNSAHGIA-TNT
~HAQAE-VADYTCRAVAAGKTPMLVVYAI PGRDCGSHSGGG- -~~~ ~ VSE

AKYEN-YIDTIRQIVVEYSD~~~IRTLLVIEPDSLANLVTNLGTPK~~~~
DEYEN-YIDTIRQIVVEYSD~~~IRTLLVIEPDSLANLVTNLGTPK ===
NNYKG-YINRIREILISFSD--~-VRTILVIEPDSLANMVTNMNVAK -~~~
ANYKA-YIDSIVAQLKAYPD~-~~VHTILIIEPDSLANMVINLSTAK ===~
NKYKN-YVDQIAAQIKQFPD-~--VSVVAVIEPDSLANLVITNLNVQK -~~~
NKYKA-YIAKIKGILONYSD--~-TKVILVIEPDSLANLVTNLNVDK-~~-~
ANYEN-YIDQIVAQIQQFPD---VRVVAVIEPDSLANLVTNLNVQK-~-~
ALYKQ-YIDSIREQLTTYSD-~-VHTILVIEPDSLANVVTNLNVPE~~-~
DRYKSEYIDPIADIMWDFADYENLRIVAIIEIDSLPNLVTNVGGNGGTEL
SNYRW~TADEVA----- YAR---AVLSAIGNPSLRAVIDTSRNGNG-—--—
SEYAR-WVDTVAQGIK-~-~--- GNPIVILEPDALAQLGD
* o . . <

CA~-~NAQSAYLECINYAVTQL-NLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQ
CA--NAQSAYLECINYAVTQL-NLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAAQ
CE8~-~-GAASTYRELTIVALKQL-DLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQOPAAE
CA--BEAQSAYYECVNYALINL-NLANVAMY IDAGHAGWLGWSANLSPAAQ
CA~--NAQSAYKEGVIYAVOKL-NAVGVTMY IDAGHAGWLGWPANLSPAAD
CA-~-KAESAYKELTVYAIKEL-NLPNVSMYLDAGHGGWLGWPANIGPAAK

CA--NAQDAYLECINYAITQL~DLPNVAMYLDAGHAGWLGWQANLAPAAD

CAYMKONGGYVNGVGYALRKLGEIPNVYNY IDAAHHGWIGWDSNFGPSVD

~--~~PAGNEWCDPSGRAIGTPSTTNTGDPMIDAFL--WIKLPGEADGCIA

CS8~~-GQGDRVGFLKYAAKSL~TLKGARVY IDAGHAKWLSVDTPVNRLNQ
*

:*‘k 11':

LFANVYKNAS-SPRALRGLATNVANYNGWNIT - === m === - SPPSY
LFANVYENAS-SPRALRGLATNVANYNGWNIT -~ === === SpPPSY
LFAKIYEDAG-KPRAVRGLATNVANYNAWSIS-~—--—-—m—===== SPPPY
LFATVYKNAS-APASLRGLATNVANYNAWSIS-———-—m== == SpPPsy
LFAQIYRDAG-SPENLRGIATNVANFNALRAS--~=~=======~ SpPDPI
LYAQIYKDAG-KPSRVRGLVINVENYNGWRLS= == === = e TKPDY
LETOVWONAG-KSPFIKGLATNVANYNALQAA - == wm e SPDPI
LFASVYKNAS-SPASVRGLATNVANYNAWSLS- == =w=wmmm— RCPSY

IFYEAANASGSTVDYVHGF ISNTANY SATVEPYLDVNGTVNGQLIRQSKW
GAGQFVPQOAAYEMAIAAGGTNPNFNPNP~-TP
GFEYAVGFALNTSNYQT
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Figura 3 continuada
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Figura 4
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Figura 5
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