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DESCRIPCION

Uso de proteinas de la familia de glicélido hidrolasa 61 en el procesamiento de celulosa
Campo de la invencion

La divulgacion se refiere generalmente al campo de enzimas glicoliticas y su uso. Mas especificamente,
proporciona proteinas GH61 de Myceliophtora thermophila, y el uso de tales proteinas en la produccién de azucares
fermentables y etanol de biomasa celuldsica.

Antecedentes

La biomasa celulésica es un recurso renovable significativo para la generacion de azlcares fermentables.
Estos azlcares pueden usarse para fermentacion y otros procesos metabdlicos para producir biocombustibles,
compuestos quimicos y otros productos finales comercialmente valiosos. Mientras la fermentacion de azucares como
glucosa a etanol es relativamente sencilla, la conversion eficiente de biomasa celulésica a azUcares fermentables
supone un reto. Ladisch et al., 1983, Enzyme Microb. Technol. 5:82.

La conversidon de biomasa celulésica a azucares fermentables puede comenzar con pre-tratamientos
quimicos, mecanicos, enzimaticos u otros pre-tratamientos para aumentar la susceptibilidad de celulosa a hidrdlisis.
Tal pre-tratamiento puede ir seguido de conversion enzimatica de celulosa a celobiosa, celo-oligosacaridos, glucosa
y otros azucares y polimeros de azucar, usando enzimas que rompen la celulosa. Estas enzimas son referidas
colectivamente como “celulasas” e incluyen endoglucanasas, B-glucosidasas y celobiohidrolasas.

WO 2009/033071 desvela SEQ ID NO: 44 que comparte el 100% de identidad con enzima GH61
Myceliophtora thermophila de SEQ ID: 2 como aqui se desvela.

WO 2009/085935 desvela dos enzimas GH61 de Myceliophtora thermophila (SEQ ID NO: 2 y 4) y mezclas
enzimaticas.

Resumen de la invenciéon

La invencién proporciona una composicién: a) una proteina GH61 recombinantemente producida que
comprende una secuencia de aminoacido que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 2 o fragmentos de SEQ ID
NO: 2 que tienen actividad GH61; y b) enzimas de celulasa que incluyen al menos una endoglucanasa (EG), al
menos una [B-glucosidasa (BGL), y al menos una celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y al menos una
celobiohidrolasa de Tipo 2 (CBH2).

La invencion también proporciona un método para producir azucares fermentables de biomasa celulésica
gue comprende poner en contacto un sustrato celulésico con una composicion, medio de cultivo o lisado celular que
contiene una proteina GH61 y enzimas de celulasa, donde: a) la proteina GH61 comprende una secuencia de
aminoéacido que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 2 o un fragmento del mismo biolégicamente activo; y b) las
enzimas de celulasa incluyen al menos una endoglucanasa (EG), al menos una B-glucosidasa (BGL), y al menos
una celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y al menos una celobiohidrolasa de Tipo 2 (CBH2).

La invencién proporciona ademas un método para producir un producto final a partir de un sustrato
celulésico que comprende: a) poner en contacto el sustrato celuldsico con una composiciéon de la invencién por lo
gue los azucares fermentables se producen a partir del sustrato; y b) poner en contacto los azlcares fermentables
con un microorganismos en una fermentacion para producir un producto final.

La invencion también proporciona un método para producir un producto final a partir de un sustrato
celulésico, que comprende: a) obtener azlcares fermentables producidos de acuerdo con un método de la invencion;
y b) poner en contacto los azucares fermentables con un microorganismo en una fermentacion para producir un
producto final.

Resumen de la divulgacion

Agqui se desvelan proteinas recombinantes de la familia de Glicésido Hidrolasa 61 (GH61) obtenidas de
Myceliophtora thermophila, y acidos nucleicos que codifican tales proteinas. La divulgacion también proporciona
proteinas GH61 aisladas y purificadas de caldo de cultivo de M. thermophila. Estas proteinas pueden usarse para
aumentar la produccién de productos de reacciones donde un sustrato que contiene celulosa sufre sacarificaciéon por
una o una combinacion de enzimas de celulasa, como endogluconasas, B-glucosidasas y celobiohidrolasas. La
adicion o presencia de proteina GH61 recombinante o aislada puede aumentar la produccién de enzimas de
celulasa, al menos 20%, 30%, 50%, 70%, doble, triple 0 mas.

La divulgacién proporciona una composicion que comprende una proteina GH61 aislada o recombinante, y
un método para preparar tal composicion. La proteina puede estar aislada de M. thermophila, o puede obtenerse a
partir de produccion recombinantes. Se proporcionan secuencias de aminoacido de veinticuatro proteinas GH61 M.
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thermophila GH61 de longitud completa. Las proteinas GH61 desveladas incluyen proteinas que comprenden una
secuencia de aminoacido que es al menos aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente
94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o
aproximadamente 99% idéntica a una cualquiera de las proteinas enumeradas (SEQ ID NOS: 1-30) o un fragmentos
de la misma bilégicamente activo. Un proteina GH61 ejemplar es GH61a (SEQ ID NO: 2). Otras proteinas GH61
ejemplares incluyen GH610, GH61v, GH61x, GH61b y GH61e (SEQ ID Nos: 6, 13, 15, 16, 19, 30). Otras proteinas
GH®61 ejemplares incluyen GH61f, GH61v, GH61p, GH61g y GH61i (SEQ ID Nos: 7, 13, 20, 21, 23, 26).

En un aspecto de la divulgacion, la composicién preparada de acuerdo con el método de esta invencion
comprende una proteina GH61 aislada o recombinantes y una o mas enzimas de celulasa enumeradas en esta
divulgacion, que incluyen aunque no se limitan a enzimas de celulasa seleccionadas de endoglucanasas (EG), B-
glucosidasas (BGL), celobiohidrolasas de Tipo 1 (CBH1), y celobiohidrolasas de Tipo 2 (CBH2).

Otra realizacién de la divulgacién es un método parar producir un azdcar fermentable a partir de sustrato
celulésico. Una suspension que comprende el sustrato contacta con una composicion que comprende una proteina
GH61 para producir azicares fermentables como glucosa y xilosa a partir del sustrato. La composicion también
puede contener una 0 mas enzimas seleccionadas de proteinas de celulosa (endoglucanasas, B-glucosidasas,
celobiohirolasas de Tipo 1, y celobiohirolasas de Tipo 2), esterasas, xilanasas, hemicelulasas, lipasas, proteasas,
amilasas y glucoamilasas. El sustrato puede derivarse de, por ejemplo, trigo, paja de trigo, sorgo, maiz, arroz,
cebada, bagazo de cafa de azlcar, hierbas, pasto varilla, grano de maiz, mazorcas de maiz, fibra de maiz o una
combinacion de los mismos, ejemplificado por la paja de maiz pre-tratada.

El azucar fermentable puede recuperarse y usarse para producir un producto final como un alcohol (como
etanol o butanol), un alcohol de azucar (como sorbitol), un acido organico (como acido lactico, acido acrilico, acido
acético, acido succinico, acido glutamico, acido citrico o acido propinoico), un aminoacido (como glicina, lisina) o
acido aspartico, un acido organico, un alcano, un alqueno, un diol o glicerol.

Otra realizacion de la divulgacion es un método para aumentar la produccion de azlcares fermentables en
una reaccion de sacarificacion por una o mas enzimas de celulosa, realizando la reaccion en presencia de una
proteina GH61 como las referidas anteriormente.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método para hidrolizar un sustrato de celulosa. El sustrato
contacta con una composicidon que comprende una 0 mas proteinas recombinantes GH61, una o mas glucosidasas
(BGL) y una o mas celobiohidrolasas (CBH). En algunas realizaciones de la divulgacion, la composicién enzimatica
esta sustancialmente libre de endoglucanasa (EG). La hidrélisis puede dar como resultado una produccion de
glucosa que es al menos 20%, 30%, 50%, 70%, doble o triple 0 mas que de la produccion de la misma reaccion
realizada en ausencia de dicha proteina GH61.

Otra realizacion de la divulgacion es un método para producir un producto final a partir de un sustrato
celulésico. El sustrato contacta con una composicién que contiene proteina GH61 como ya se ha referido bajo
condiciones por las cuales se producen azlcares fermentables. Los azucares fermentables después contactan con
un microorganismo en una fermentacion para producir un producto final como los enumerados arriba. Este método
es adecuado para preparar un alcohol, particularmente etanol, donde el microorganismo es una levadura.

Otras realizaciones de la divulgacion incluyen: a) las proteinas recombinantes GH61 ya referidas,
opcionalmente producidas con un péptido heterélogo de sefial; b) una secuencia de acido nucleico que codifica la
proteina GH61 que puede estar operativamente unida a un promotor heterdlogo; c) una célula huésped que produce
tales proteinas GH61 recombinantes, ejemplificadas por M. thermophila, levadura, una células huésped
Chaetomium, Thielavia, Acremonium, Myceliophthora, Aspergillus, o Trichoderma.

La divulgacion incorpora ademas el uso de una proteina GH61 recombinantemente producida en la
produccién de etanol. La proteina GH61 comprende una secuencia de aminoacido que es al menos 60%,
aproximadamente 70%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente
92%, aproximadamente 93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%,
aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o aproximadamente 99% idéntica a una cualquiera de las proteinas
enumeradas o un fragmento de las mismas que tenga actividad GH61.

Aqui se describe un acido nucleico que codifica una proteina GH61. La divulgacién también proporciona
una célula que contiene una secuencia de acido nucleico recombinantes que codifica una secuencia de proteina de
esta invencion (SEQ ID Nos: 1 a 30) operativamente unida a un promotor heterélogo. Las células huéspedes pueden
ser (por ejemplo) células M. thermophila o células de levadura. La secuencia de acido nucleico recombinante puede
incluir SEQ ID NO. 31 o una cualquiera de SEQ ID Nos: 32 a 59. La célula también puede expresar al menos una
proteina de celulasa recombinantes seleccionada de una endoglucanasa (EG), una B-glucosidasa (BGL), una
celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y/o una celobiohidrolasas de Tipo 2 (CBH2) y/o variantes de dichas proteinas de
celulasa.
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En un aspecto, la invencién proporciona una composiciéon que contiene una proteina GH61 (por ejemplo,
SEQ ID NO: 2), una endoglucanasa (EG), una B-glucosidasa (BGL), una celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y/o una
celobiohidrolasa de Tipo 2 (CBH2), donde la masa combinada de la proteina GH61, EG, BGL, CHB1 y CBH2 es al
menos aproximadamente 20%, 40%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o sustancialmente todo el total de la proteina libre
de célula en la composicion. Una, dos, tres o las cuatro de las enzimas CBH1, CBH2, EG y BGL que pueden estar
presentes en la composicion pueden ser variantes derivadas de proteinas de celulasa que ocurren de manera
natural. La composicion también puede ser un caldo de cultivo de celulosa que contiene proteinas de celulasa.

Aqui se describe una proteina GH61 que comprende cualquiera de las SEQ ID Nos: 3 a 30 o un fragmento
secretado de la misma. Opcionalmente, la proteina comprende el fragmento secretado y la secuencia peptidica de
sefial correspondiente, si esta presente. En un aspecto relacionado la divulgacién proporciona una variante de
proteina GH61 con al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente
75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al
menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%, al menos
aproximadamente 94%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos
aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98% o al menos aproximadamente 99% de identidad secuencial
con un polipéptido o un fragmento biolégicamente activo aqui proporcionado.

Aqui se describe una secuencia de acido nucleico recombinante que codifica una proteina descrita
anteriormente, que puede tener la secuencia del gen que ocurre de manera natural o un fragmento del mismo. La
secuencia que codifica la proteina del acido nucleico puede estar operativamente unida a una secuencia de sefial
heterdloga. Tipicamente, la secuencia de acido nucleico recombinante esta operativamente unida a un promotor
heterdlogo. Se desvela una célula huésped que contiene un &acido nucleico recombinante de la divulgacion. La célula
puede expresar al menos una, dos, tres o cuatro proteinas recombinantes de celulosa seleccionadas de
endoglucanasas (EG), B-glucosidasas (BGL), celobiohidrolasas de Tipo 1 (CBHL1), y/o celobiohidrolasas de Tipo 2
(CBH2).

Aqui se describe una composicion que contiene al menos una proteina aislada que comprende una
secuencia seleccionada de la parte secretada de SEQ ID Nos. 1 a 30, y/o al menos un fragmento biol6gicamente
activo de la misma. La composicién también puede contener al menos una endoglucanasa (EG), una B-glucosidasa
(BGL), una celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y/o una celobiohidrolasa de Tipo 2 (CBH2), donde la masa
combinada de la proteina GH61, EG, BGL, CHB1 y CBH2 es al menos aproximadamente 70% del total de la
proteina libre de célula en la composicion.

En un aspecto, la divulgacion proporciona métodos para sacarificacion (a) cultivando una célula de la
invencion bajo condiciones donde al menos una proteina GH61 se secreta en el caldo de cultivo, y (b) combinando el
caldo y una biomasa celulésica bajo condiciones donde ocurre la sacarificacion, donde (a) puede tener lugar antes o
simultaneamente con (b).

En un aspecto, la divulgaciéon proporciona un método para hidrolizar un almidén, que comprende poner el
almidén en contacto con una composicidén que comprende una o mas proteinas GH61 recombinantes y una 0 mas
amilasa(s).

Descripcion de los dibujos

La FIGURA 1 estd tomada de un experimento que usa proteina GH61 recombinantemente producida a
partir de Myceliophtora thermophila. La proteina se probd para mejorar la actividad de celulasa usando enzimas de
celulasa de un caldo de cultivo de M. thermophila. La FIGURA 1(A) muestra el porcentaje de produccion mejorada
de una reaccién de sacarificacion realizada en presencia de GH61a, en comparacion con la misma reaccion en
ausencia de GH61a. En la FIGURA 1(B), los datos se trazan para mostrar la produccién total de glucosa.

La FIGURA 2 esta tomada de un experimento que usa GH61 que contiene fracciones aisladas de caldo de
cultivo de M. thermophila. Las proteinas GH61, GH61f, GH61p y/o GH61a se combinaron con CBH1a y CBH2. Estos
resultados demuestran que una mezcla de enzima que comprende estos componentes tiene suficiente actividad
enzimatica para la conversion de un sustrato de celulosa a glucosa.

La FIGURA 3 muestra el efecto de la proteina GH61a en la viscosidad de biomasa celuldsica.

Descripcion detallada
I. Introduccion
Se determiné que el hongo filamentoso Myceliophtora thermophila produce proteinas GH61. Las proteinas

GH61 aumenta la produccion de azlcares fermentables cuando un sustrato que contiene celulosa sufre
sacarificacion por una o mas enzimas de celulasa. Los azlcares fermentables producidos por sacarificacion pueden
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usarse, entre otros usos, en reacciones de fermentacion para producir productos finales, como, pero sin limitar a,
etanol.

Las proteinas GH61 pueden aislarse de células de M. thermophila. Las proteinas GH61 también pueden
producirse recombinantemente expresando un acido nucleico que codifica cualquiera de las secuencias de proteina
GH61 proporcionadas en la divulgacion, incluyendo secuencias de tipo salvaje y fragmentos de secuencias de tipo
salvaje.

La preparacion y uso de proteinas GH61, y las composiciones de la invencion se describen con mas detalle
en las secciones a continuacion.

Il. Definiciones

A menos que se indique lo contrario, la practica de la presente invencion implica técnicas convencionales
comunmente usadas en biologia molecular, fermentacion, microbiologia y campos relacionados, que son conocidas
por aquellos expertos en la técnica. A menos que aqui se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
aqui usados tiene el mismo significado como comunmente los entiende un experto en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Aunque pueden usarse algunos métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos aqui
descritos en la practica o en las pruebas de la presente invencién, se describen los métodos y materiales
preferentes. De hecho, se pretende que la presente invencién no esté limitada a la metodologia, protocolos y
reactivos particulares aqui descritos, ya que estos pueden variar dependiendo del contexto en el que se usen. Los
titulos aqui provistos no son limitaciones de los varios aspectos o realizaciones.

Sin embargo, con el fin de facilitar la compresion de la presente invencién, mas abajo se definen un nimero
de términos. Los rangos numéricos incluyen los nimeros que definen el rango. Asi, cada rango numérico aqui
desvelado pretende incluir cada rango numérico mas estrecho que esté clasificado dentro de un rango numérico mas
amplio, como si tales rangos numéricos mas estrechos estuvieran aqui expresamente escritos. También se pretende
gue cada limitacién numérica maxima (o minima) aqui desvelada incluye cada limitacion numérica mas baja (0 mas
alta), como si tales limitaciones numéricas mas bajas (0 mas altas) estuvieran aqui expresamente escritas.

Como aqui se usan, los términos “que comprende(n)” y sus cognados se usan en su sentido inclusivo (esto
es, equivalentes al término “que incluye(n)” y sus correspondientes cognados).

Como aqui y en las reivindicaciones adjuntas se usa, el singular “uno”, “una”, “el”, “la” incluye la referencia
plural a menos que el contexto claramente dicte lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a una “célula huésped”
incluye una pluralidad de tales células huéspedes.

A menos que se indique lo contrario, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en una
orientacion de 5" a 3’; las secuencias de aminoacido se escriben de izquierda a derecha en orientacion carboxi,
respectivamente. Los titulos aqui proporcionados no son limitaciones de los varios aspectos o realizaciones que
pueden tenerse por referencia a la especificacién como un todo. Por consiguiente, los términos definidos mas abajo
se definen de manera mas completa por referencia a la especificacién como un todo.

Como aqui se usa, una “proteina GH61" es una proteina con actividad GH61 (o “favorecedor de celulasa”).
Una “proteina GH61) o un polipéptido GH61 pueden tener una secuencia de una proteina que ocurre de manera
natural (de tipo salvaje) o puede comprender variaciones relativas a una proteina de tipo salvaje.

Como aqui se usan, las secuencias de proteina GH61 mostradas en las Tablas 1y 2 (SEQ ID Nos: 1-30) se
consideran secuencias de tipo salvaje.

Una proteina tiene “actividad GH61" o “actividad favorecedora de celulosa” o es “biolégicamente activa” si,
cuando se incluye en una reaccion de sacarificacién (por ejemplo, se realiza usando una endogluconasa, una B-
glucosidasa y celobiohidrolasas de Tipo 1 y Tipo 2) da como resultado una mayor cantidad (esto es, mayor
produccién) de uno o mas azlcares solubles (por ejemplo, glucosa) que la reaccién de sacarificacion realizada bajo
las mismas condiciones en ausencia de la proteina GH61. Una “variante biolégicamente activa” es una variante o
fragmento que conserva al menos algo (por ejemplo, al menos el 10%) de la actividad de GH61 de la proteina de
tipo salvaje.

Como aqui se usa, una proteina GH61 “variante” (o polinucleétido que codifica una proteina GH61) es una
proteina GH61 que comprende una 0 mas modificaciones relativas a GH61 de tipo salvaje (o el polinucledtido de tipo
salvaje que codifica GH61). Las modificaciones incluyen sustituciones, inserciones, eliminaciones y/o truncamientos
de amino o carboxi de uno o mas de los residuos aminoacidos (0 de uno o mas nucleétidos o codones en el
polinucleétido). Una variante que comprende una eliminacion relativa a la proteina de tipo salvaje puede ser referida
como un “fragmento”.
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Como aqui se usa, un “fragmento” de una proteina GH61 es (a) un polipéptido con una secuencia de tipo
salvaje pero que comprende una eliminacion relativa a SEQ ID Nos: 1-30 o (b) una variante de GH61 que
comprende una eliminacion relativa a un polipéptido de SEQ ID Nos: 1-30.

Una “sustitucion” de aminoacido en una secuencia de proteina es una sustitucion de un aminoacido sencillo
por una secuencia con otro aminoacido.

Una sustitucion de aminoacido puede ser una sustitucién “conservadora”, en cuyo caso el aminoacido
sustituido comparte una o mas propiedades quimicas con el aminoacido al que sustituye. Las propiedades
compartidas incluyen las siguientes: aminoacidos basicos: arginina (R), lisina (K), histidina (H); aminoacidos acidos:
acido glutamico (E) y acido aspartico (D); aminoacidos polares no cargados: glutamina (Q) y asparagina (N);
hidrofébicos: leucina (L), isoleucina (l), valina (V); aminoacidos aromaticos: fenilalanina (F), triptéfano (W),y
tirosina(Y); aminoacidos que contienen sulfuro: cisteina (C), metionina (M); aminoacidos pequefios: glicina (G),
alanina (A), serina (S), treonina (T), prolina (P), cisteina (C),y metionina (M).

El término “pre-proteina” tiene un significado estandar en la técnica y se refiere a un polipéptido que incluye
una regién de péptido de sefial en terminal amino (o secuencia lider) unida. El péptido de sefial se parte de la pre-
proteina por una peptidasa de sefial simultanea a la secrecion de la proteina. La parte secretada de la proteina
puede ser referida como proteina “madura” o proteina “secretada’. Asi, una secuencia de aminoacido de una pre-
proteina comprendera una parte de péptido de sefial y una parte secretada (madura).

Como aqui se usan, los términos “péptido de sefial tiene su significado habitual y se refiere a una secuencia
de aminoacido enlazada con la terminal amino de un polipéptido, que dirige al polipéptido codificado a una secuencia
secretora de célula.

La “sacarificacion” se refiere a una reaccién catalizada por enzima que da como resultado hidrélisis de un
carbohidrato complejo a azlcares fermentables (por ejemplo, monosacaridos como glucosa o xilosa). Las enzimas
pueden ser enzimas de celulosa, tales como endogluconasas, B-glucosidasas y celobiohidrolasas de Tipo 1y Tipo 2,
y combinaciones de tales enzimas de celulasa. Las enzimas de celulasa pueden ser de un caldo de cultivo de un
organismo de tipo salvaje o construido con celulasa que produzca enzimas de celulasa (por ejemplo, un hongo como
M. thermophila o levadura).

La “hidrdlisis” de celulosa u otro polisacéarido (por ejemplo, almidén) ocurre cuando los enlaces glicosidicos
entre al menos algunos de los monosacaridos adyacentes de hidrolizan, separando asi los pares mondémeros
previamente unidos.

“Aumentar” la produccién de un producto (como un azlcar fermentable) de una reaccién ocurre cuando un
componente particular presente durante una reaccion (como una proteina GH61) provoca que se produzca mas de
un producto, en comparacion con una reaccion realizada bajo las mismas condiciones con el mismo sustrato y otros
sustituyentes, pero en ausencia del componente de interés.

Los términos “mejorado/a” o “propiedades mejoradas”, como se usan en el contexto de descripcion de las
propiedades de una variante de GH61, se refieren a un polipéptido variante de GH61 que muestra una mejora en
una propiedad o propiedades en comparacion con GH61 de tipo salvaje (por ejemplo, SEQ ID NO: 2) o un
polipéptido de referencia especificada. Las propiedades mejoradas pueden incluir, aunque no se limitan a, una
mayor expresion de proteinas, una mayor termoactividad, una mayor termoestabilidad, una mayor actividad
especifica, una mayor especificidad de sustrato, una mayor resistencia al sustrato o a inhibiciéon del producto final,
una mayor estabilidad quimica, inhibicion reducida por glucosa, una mayor resistencia a inhibidores (por ejemplo,
acido acético, lectinas, acidos tanicos y compuestos fendlicos) y un perfil alterado pH/temperatura.

El término “celulasa” (o “enzima de celulasa”) se refiere en términos generales a enzimas que catalizan la
hidrélisis de enlaces de celulosa B-1,4-glicosidicos a cadenas mas cortas de celulosa, oligosacaridos, celobiosa y/o
glucosa, por ejemplo, endoglucanasas, B-glucosidasas y celobiohidrolasas.

Como aqui se usa, el término “polinucledtido” se refiere a un polimero de deoxiribonucleotidos o
ribonucleétidos en una forma de una cadena o doble cadena, y complementos de los mismos.

Como aqui se usa, un “gen” es una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina. El acido
nucleico puede o no tener intrones, puede o0 no ser recombinante y puede o no comprender ademas elementos que
afectan a la transcripcion o traslacion. Para fines de esta descripcion, una secuencia cADN que codifica una proteina
puede ser referida algunas veces como un “gen”.

Los términos “acido nucleico recombinantes” tienen su significado convencional. Un acido nucleico
recombinantes, o equivalentemente, “polinucleétido”, es uno que se inserta en una localizaciéon heteréloga de tal
manera que no esté asociado con secuencias de nucleétidos que normalmente flanquearian el acido nucleico
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cuando se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, un acido nucleico insertado en un vector o un genoma de un
organismo heterélogo). De la misma manera, una secuencia de acido nucleico que no aparece en la naturaleza, por
ejemplo, una variante de un gen que ocurre de manera natural, es recombinante. Una célula que contiene un &cido
nucleico recombinante, o proteina expresada in vitro o in vivo de un &cido nucleico recombinante también son
recombinantes. Ejemplos de acidos nucleicos recombinantes incluyen una secuencia de ADN que codifica una
proteina que (i) esté operativamente unida a un promotor heterdlogo y/o (ii) codifique un polipéptido de fusion con
una secuencia de proteina y una secuencia de péptido de sefial heterélogo.

Los acidos nucleicos “hibridan” cuando se asocian, tipicamente en solucién. Los acidos nucleicos hibridan
debido a una variedad de fuerzas fisico-quimicas bien caracterizadas, como un enlace de hidrogeno, exclusion de
disolvente, acumulacion de base y similares. Como aqui se usan, los términos “condiciones de lavado con
hibridacion severa” en el contexto de experimentos de hibridacion de acido nucleico, como hibridacién Southern y
Northern, son dependientes de secuencia, y son diferentes bajo diferentes parametros medioambientales. Una guia
extensiva para la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en Tijssen, 1993 “Técnicas de laboratorio en
bioquimica y bilogia molecular - Hibridacion con sondas de acido nucleico”, Parte I, Capitulo 2 (Elsevier, Nueva
York). Para polinucleétidos de al menos 100 nucleétidos de longitud, las condiciones de baja a muy alta severidad se
definen de la siguiente manera: pre-hibridacién e hibridacién a 42 °C en 5xSSPE, 0,3% SDS, 200 pug/ml de ADN de
esperma de salmon cortado y desnaturalizado y 25% formamida para severidades bajas, 35% formamida
severidades medias y medias-altas o 50% formamida para severidades alta y muy altas, siguiendo los
procedimientos de ensayo Southern estandar. Para polinucleétidos de al menos 100 nucleétidos de longitud, el
material transportador se lava finalmente tres veces cada 15 minutos usando 2xSSC, 0,2% SDS 50 °C (severidad
baja), a 55 °C (severidad media), a 60 °C (severidad media-alta), a 65 °C (severidad alta) o a 70 °C (severidad muy
alta).

Los términos “vector de expresion se refieren a una molécula de ADN, lineal o circular, que comprende un
segmento que codifica un polipéptido de la divulgacion, y que esta operativamente unido a segmentos adicionales
que proporcionan su transcripcion (por ejemplo, un promotor, una secuencia exterminadora de transcripcion,
potenciadores) y opcionalmente un marcador seleccionable.

Para fines de esta divulgacion, un promotor es “heter6logo” a una secuencia de gen si el promotor no esta
asociado por naturaleza con el gen. Un péptido de sefial es “heter6logo” a una secuencia de proteina cuando la
secuencia de péptido de sefial no esta asociad con la proteina por naturaleza.

En relacion con las secuencias reguladoras (por ejemplo, promotores), los términos “operativamente
unido/a” se refieren a una configuraciéon donde una secuencia reguladora esta situada en una posicion en relacién
con una secuencia codificadora de polipéptido de tal manera que la secuencia reguladora influencie en la expresion
del polipéptido. En relacion con una secuencia de sefial, los términos “operativamente unido/a” se refieren a una
configuracién donde la secuencia de sefial que codifica un péptido de sefial de amino-terminal se fusiona con el
polipéptido, de tal manera que la expresion del gen produzca una pre-proteina.

Como aqui se usan, los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan aqui intercambiablemente
para referirse a un polimero de residuos de aminoacido.

Como aqui se usa, el término “aminoacido” se refiere a aminoacidos que ocurren de manera natural y
sintéticos, asi como analogos de aminoacidos.

Los términos “biomasa”, “sustrato de biomasa”, “biomasa celulésica”, materia prima celuldsica”, “materia
prima lignoceluldsica” y “sustrato celuldsico”, se refieren todos a materiales que contienen celulosa. Por simplicidad,
los términos “sustrato celulésico” aqui se usan para referirse a materiales que contienen celulosa que pueden
funcionar con celulosas (con proteinas GH61 opcionalmente presentes), tipicamente después de pre-tratamiento,
para producir azucares fermentables. Los ejemplos de sustratos celulésicos incluyen, aunque no se limitan a,
biomasa como madera, pulpa de madera, pulpa de papel, fibra de maiz, grano de maiz, mazorcas de maiz, residuos
de grano como cascaras de maiz, rastrojos de maiz, hierbas, trigo, paja de trigo, cebada, paja de cebada, heno, paja
de arroz; pasto varilla, papel sobrante, sobrante del procesamiento de papel y pulpa, plantas lefiosas y herbaceas,
pulpa de fruta y vegetales, grano de destilador, vaina de arroz, algodén, cafiamo, lino, sisal, bagazo de cafa de
azulcar, sorgo, soja, componentes obtenidos de moler granos, arboles, ramas, raices, hojas, astillas de madera,
serrin, matorrales y arbustos, verduras, frutas y flores y mezclas de los mismos. En algunas realizaciones, el material
celulésico se “pre-trata”, o trata usando métodos conocidos en la técnica, como pre-tratamiento quimico (por
ejemplo, pre-tratamiento con amoniaco, pre-tratamiento con acido diluido, pre-tratamiento con alcali diluido o
exposicion a disolvente), pre-tratamiento fisico (por ejemplo, exposicion a rayos o radiacion), pre-tratamiento
mecanico (por ejemplo, pulverizacion o molienda) y pre-tratamiento biolégico (por ejemplo, aplicacion de
microorganismos que solubilizan lignina) y combinaciones de ellos, para aumentar la susceptibilidad de celulosa a
hidrolisis. Los sustratos celuldsicos y sus procesos se describen con méas detalle méas abajo.
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Un sustrato celulésico se “deriva de” una fuente especifica (como maiz o trigo) mediante un proceso que
comprende la obtencién de la fuente o una parte fisica de la fuente (como una mazorca de maiz o paja de trigo), y
después opcionalmente pre-tratar la fuente o parte.

Una secuencia de proteina de celulasa (esto es, una variante de celulosa) se “deriva de” una secuencia de
celulasa cuando se produce introduciendo variaciones en una secuencia de tipo salvaje usando mutagénesis in vitro
0 métodos de evolucién molecular. Tipicamente, la secuencia de proteina serd al menos 70%, aproximadamente
75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 91%,
aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95% a la secuencia de
tipo salvaje.

Se dice que un sustrato celulésico esta “pre-tratado” cuando ha sido procesado mediante algunos medios
fisicos y/o quimicos para facilitar la sacarificacion.

Los “azlcares fermentables” se refieren a azlUcares simples (monosacaridos, disacarido y oligosacaridos
cortos) como, aungue sin limitar a, glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa, manosa y sacarosa. El aztcar fermentable
es cualquier azdcar que un microorganismo pueda utilizar o fermentar.

Los términos “transformar” o “transformacion”, como se usa en referencia con una célula, significan que una
célula tiene una secuencia de acido nucleico no nativo integrado en su genoma o como un episoma (por ejemplo,
plasmido) que se mantiene a través de multiples generaciones.

El término “introducido”, como se usa en el contexto de insercién de secuencia de acido nucleico en una
célula, significa conjugado, transfectado, transducido o transformado (colectivamente “transformado”) o incorporado
de otra manera en el genoma, 0 mantenido como un episoma en una célula.

Una célula “construida por celulosa” es una célula que comprende al menos una, al menos dos, al menos
tres o al menos cuatro secuencias recombinantes que codifican una celulasa o variante de celulasa, y donde la
expresion de la(s) celulasa(s) o variante(s) de celulasa se ha modificado en relacién con la forma de tipo salvaje. La
expresion de una celulasa se “modifica” cuando una variante de celulasa que ocurre de manera no natural se
expresa o cuando una celulasa que ocurre de manera natura se sobreexpresa. Una manera de sobreexpresar una
celulasa es unir operativamente un promotor fuerte (opcionalmente constitutivo) con la celulasa que codifica la
secuencia. Otra manera de sobreexpresar una celulasa es aumentar el nUmero de copia de un gen de celulasa
heterdlogo, variante o enddgeno. La célula construida por celulasa puede ser una célula fingica, como una célula de
levadura o una célula fangica filamentosa (por ejemplo, Acidothermus cellulolyticus, Thermobifida fusca, Humicola
grisea, Myceliophthora thermophila, Chaetomium thermophilum, Acremonium sp., Thielavia sp, Trichoderma reesei,
Aspergillus sp.). En algunas realizaciones la célula construida por celulasa es una célula M. thermophila.

El término “cultivar” se refiere a hacer crecer una poblacioén de células microbianas (por ejemplo, fingica)
bajo un medio de cultivo liquido o sélido. Algunas células cultivadas expresan o secretan proteinas, como por
ejemplo proteinas GH61 o proteinas de celulasa. Cuando las células crecen en un medio liquido pueden secretarse
proteinas al medio, lo que es referido mediante varios términos, incluyendo medio de cultivo celular, sobrenadante
de cultivo celular y caldo de cultivo.

Como aqui se usa, el término “recuperacién”, se refiere a la cosecha, aislamiento, recogida y separacién de
una proteina, azucar, célula o producto final (por ejemplo, alcohol) de un caldo de cultivo o, alternativamente, medio
de cultivo sdlido.

Como aqui se usa, el término “aislado/a” se refiere a un acido nucleico, polipéptido u otro componente que
esta parcialmente o completamente separado de componentes con los que normalmente se asocia por naturaleza
(como otras proteinas, acidos nucleicos o células).

Un producto que ha sido “purificado” es un producto que se ha enriquecido de la fuente de la que se obtiene
al menos 10 veces, y opcionalmente al menos 100 veces, o al menos 1000 veces. Por ejemplo, una proteina que se
obtiene de un caldo de cultivo donde representa el 0,1% de la proteina total puede purificarse para que sea el 1%,
2,5%, 10%, 25%, 50%, 80%, 95% o 100% (p/p) de la proteina en la preparacién. Un producto que se ha “purificado
parcialmente” se ha enriquecido de la fuente de la que se produce al menos 2 veces, al menos 5 veces, pero ain
contiene al menos el 50%, y algunas veces al menos el 90% (p/p) de componentes no relacionados diferentes al
disolvente.

“Fraccionar” un producto liquido como un caldo de cultivo significa aplicar un proceso de separacion (como
precipitina con sal, cromatografia de columna, exclusion por tamafio y filtracion) o una combinaciéon de tales
procesos para obtener una soluciéon donde una proteina desea (como una proteina GH61, una enzima de celulasa o
una combinacion de ellas) tenga un porcentaje mayor de proteina total en la solucién que el producto liquido inicial.
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Una “suspensién” es una solucidon acuosa donde se dispersan uno o mas componentes soélido, como
sustrato celuldsico.

Como aqui se usa una “composicion” que comprende una o mas proteinas puede ser, por ejemplo, una
composicion libre de células que comprende la(s) proteina(s), un lisado celular, un caldo de cultivo que comprende
la(s) proteina(s), por ejemplo, en forma secretada; una célula que comprende la(s) proteina(s), como una célula
recombinante que expresa la(s) proteina(s); una mezcla de dos o mas poblaciones celulares que expresan
diferentes proteinas (por ejemplo, una célula que expresa una proteina recombinantes GH61 y una segunda célula
que expresa proteina de celulasa).

Los términos “composicion libre de células” se refieren a una composiciéon que contiene proteinas donde las
células y los restos celulares se han retirado, como una mezcla de celulasa purificada o un caldo de incubacién
celular que contiene proteina secretada, del cual se han retirado células y material insoluble.

Los términos ‘“identidad porcentual’, “% identidad”, “idéntico porcentual” y “% idéntico” se usan
intercambiablemente para referirse a una comparacion de dos secuencias 6ptimamente alineadas sobre una
ventana de comparacién. La ventana de comparacion puede incluir adiciones o eliminaciones en cualquier secuencia
para optimizar la alineacién. El porcentaje de identidad es el nimero de posiciones que son idénticas entre las
secuencias, dividido entre el nimero total de posiciones en la ventaja de comparacién (incluyendo posiciones donde
una de las secuencias tiene un espacio). Por ejemplo, una proteina con una secuencia de aminoacido que coincide
en la posicion 310 con una secuencia de GH61a (que tiene 323 aminoacidos en la forma secretada) tendra 310/323
= 95,9% identidad con la referencia. Similarmente, una variante de proteina que tiene 300 residuos (esto es, menos
gue la longitud completa) y coincide la secuencia de referencia en 280 posiciones tendra 280/300 = 93,3% identidad.
Mientras la alineacion y la clasificacién 6ptimas pueden realizarse manualmente, el proceso puede facilitarse usando
un algoritmo de alineacién implementado por ordenador. Los ejemplos son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0,
descritos en Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410 y Altschul et al., 1977, Nucleic Acids Res. 3389-3402.
Alternativamente, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacido puede determinarse usando el
algoritmo Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-53), que se ha implementado en el
programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et
al, 2000, Trends in Genetics 16: 276-77), preferentemente la version 3,0 o posterior. Los parametros opcionales
usados son penalizacion de espacio abierto de 10, penalizacion de extension de espacio de 0,5, y la matriz de
sustitucion EBLOSUM62 (versién EMBOSS de BLOSUM62). La produccion de “identidad mas larga” con etiqueta
Needle (obtenida usando la opcién the-nobrief) se usa como la identidad porcentual y se calcula de la siguiente
manera: (Residuos ldénticos x 100) / (Longitud de Alineacién — Numero Total de Espacios en Alineacién).

I1l. Identificacién de genes GH61

Se identificaron veinticuatro proteinas GH61 enddgenas a Myceliophthora thermophila como se ha descrito
en el Ejemplo 1. Véase la TABLA 1y TABLA 2 mas abajo. Como se muestra en los Ejemplos 2 y 3, una proteina
particular GH61 de M. thermophila con la designacién GH61a (SEQ ID NO: 2) se mostr6é para mejorar las reacciones
de sacarificacién en presencia de celulasas. Similarmente, pueden usarse otras proteinas GH61 (SEQ ID Nos. 3 a
30) para mejorar la actividad de celulasa.

La TABLA 1 proporciona la secuencia de una pre-proteina GH61 (SEQ ID NO: 1), que muestra el péptido
de sefial nativo predicho subrayado, y la forma secretada (madura) predicha (SEQ ID NO: 2). La secuencia ID NO: 2
tiene 323 aminoacidos de longitud. Se contempla que ciertas variantes de proteina GH61a comprenderan residuos
11-323 de SEQ ID NO: 2 (incluyendo, aunque sin limitar a, fragmentos truncados amino-terminal), o tendran al
menos: aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%,
aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente
94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con residuos 11-323 de SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones,
la variante de proteina GH61 tendra al menos 90% identidad con residuos 11-323 de SEQ ID NO: 2 y tendra 315
residuos de longitud.

La TABLA 2 proporciona 28 secuencias de pre-proteina GH61, con el péptido de sefial nativa predicha
subrayada. No se predice que GH61t y GH61n tengan péptidos de sefial. Excepto donde se especifique lo contrario
0 se aclare del contexto, la referencia a una 0 mas secuencias enumeradas en la TABLA 2 se inserta para abarcar
una o mas de la forma de pre-proteina y la forma secretada (esto es, una proteina que comprende la secuencia
entera, y una proteina que no incluye la secuencia subrayada). También se contempla que ciertas proteinas GH61
comprendan residuos 11 con la terminal C de las secuencias mostradas en la Tabla 2 (incluyendo, aunque sin limitar
a, fragmentos truncados de amino-terminal), o tendran al menos: aproximadamente 70%, aproximadamente 75%,
aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente
92%, aproximadamente 93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%,
aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o aproximadamente 99% de identidad de secuencia con residuos 11
para terminal C de estas secuencias. En la Tabla 2 pueden usarse las siguientes denominaciones: B = SEQ ID NO.
de proteina de longitud completa (incluyendo péptido de sefial); C = Péptido de sefial (Subrayado); D = Proteina
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y la terminal C, una parte truncada de amino terminal).

Los limites de péptido de sefial en la TABLA 1y TABLA 2 se predicen en base al andlisis de la secuencia
primaria. Es posible que el sitio real de division difiera del sitio predicho hasta en varios residuos (por ejemplo, 1-20,
por ejemplo hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10). La presencia de un péptido de sefial heterélogo puede también
afectar al sitio de la divisiéon. Una divisién de péptido de sefial puede determinarse expresando la secuencia de
longitud completa e identificando los residuos de terminal amino de la proteina GH61 secretada. Se espera que la
adicion o eliminacion de varios residuos en la terminal amino de la proteina madura tenga poco o ningun efecto en la

actividad de la proteina secretada.

TABLA 1

Glicosido hidrolasa 61 proteina GH61a

SEQ ID
NO:

Designacion

1

GH61a

Pe-Proteina:

MSKASALLAGLTGAALYAA HGHVSHIVYN GVYYRNYDPTTDWYOQPNPPTYIGWTAADQDN
GFVEPNSFGTPDIICHKSATPGGGHATYAAGDKINIVIWT PEWPESHIGPVIDY LAACNGDCE
TVDKSSLRWFK IDGAGYDKAAGRWAADALRANGNSWLYOIPSDLEKAGNYYLRHEITALHGAD
SPNGAQAYPOQCINLRYTGGGSNLPSGVAGTSLYKATDPGILFNPYVSSPDYTVPGPALTAGA
ASSIAQST SVATATGTATYPGGGGANPTATTTAAT SAAPSTTLRTTTTSAAQTTAPPSGDVD
TEYGQCGGNGW TGP TY CAPGESCSVLNEWY SQCL

GH61a

Proteina Madura:

MSKASALLAGLTGAALYAA HGHVSHIVYN GVYYRNYDPTTDWYOQPNPPTYIGWTAADQDN
GFVEPNSFGTPDIICHKSATPGGGHATVAAGDKINTVWTPEWPESHIGPVIDY LAACNGDCE
TVDKSSLRWFK IDGAGYDKAAGRWAADALRANGN SWLYOQIPSDLEKAGNYYLRHEITALHGAG
SPNGAQAYPOQCINLRYTGGGSNLPSGVAGTSLYKATDPGILFNPYVSSPDYTVPGPALTAGA
ASSIAGSTSVATATGTATYPGGGGANPTATTTAAT SAAPSTTLRTTTTSAAQTTAPPSGDVG
TEYGQCGGNGW TGP TY CAPGESCSVLNEWY SQCL

TABLA 2

Glicosido hidrolasa 61 proteina GH61a

Designa-
cién

Secuencia (Secuencia de Péptido de Sefial Putativa)

GH61l

MESLKFFILAGGLAVLTEA HIRLVSPAPF TNPDQGPSPLLEAGSDYPCHNGNGGGYQGT
PTOMAKGSKQQLAFQGSAVHGGGSCQVSITYDENPTAQSSFKVIHSIQGGCPARAETIPDC
SAQNINACNIKPDNAQMDTPDKYEFTIPEDLPSGKATLAWTWINTIGNREFYMACAPVELIT
GDGGSESALAALPDMVIANIPSIGGTCATEEGKYYEYPNPGKSVETIPGWTDLVPLQGECG
AASGVSGSGGNASSATPAAGAAPTPAVRGRRPTWNA

GH61m

MKLATLLAALTLGVA DQLSVGSRKFG VYEHIRKNTNYNSPVTDLSDTNLRCNVGGGSGT
STTVLDVKAGDSFTFFSDVAVYHQGPISLCVDRTSAESMDGREPDMRCRTGSQAGYLAVTD
YDGSGDCFKIYDWGPTFNGGQASWPTRNSYEYSILKCIRDGEYLLRIQSLAIHNPGALPQF
YISCAQVNVTGGGTVTPRSRRPILIYFNFHSYIVPGPAVFKC

GH61n

MTKNAQSKQG VENPTSGDIRCYTSQTAANVVTYPAGSTIHYISTQQINHPGPTQYYLAKY
PPGSSAKTFDGSGAVWFKISTTMPTVDSNKOMFWPGONTYETSNTTIPANTPDGEYLLRVK
QIALHMASQPNKVQFYLACTQIKITGGRNGTPSPLVALPGAYKSTDPGILVDIYSMKPESY
QPPGPPVWRG

GH610

MKPESLVALATAVSG HATFQRVSVN GQDQGQLKGVRAPSSNSPIQNVNDANMACNANIV
YHDNTIIKVPAGARVGAWWQHYIGGPQGANDPDNPIAASHKGPIQVYLAKVDNAATASPSG
LKWFKVAERGLNNGVWAYLMRVELLALHSASSPGGAQFYMGCAQIEVTGSGTNSGSDFVSF
PGAYSANDPGILLSIYDSSGKPNNGGRSYPIPGPRPISCSGSGGGGNNGGDGGDDNNGGGN
NNGGGSVPLYGQCGGIGYTGPTTCAQGTCKVSNEYYSQCLP

GH61p

MKLTSSLAVLAAAGAQA HYTFPRAGTG GSLSGEWEVVRMTENHYSHGPVTDVTSPEMTC
YQSGVQGAPQTVQVKAGSQFTFSVDPSIGHPGPLQFYMAKVPSGQTAATFDGTGAVWFKIY
QDGPNGLGTDSITWPSAGKTEVSVTIPSCIEDGEYLLRVEHTPLPTAPAAQNRARSSPSPA
AYKATDPGILFQLYWPIPTEYINPGPAPVSC

GH61q

MPPPRLSTLLPLLALTAPTALG HSHLGYIIIN GEVYQGFDPRPEQANSPLRVGWSTGAI
DDGFVAPANYSSPDIICHIEGASPPAHAPVRAGDRVHVQWNGWPLGHVGPVYLSYLAPCGGL
EGSESGCAGVDKRQLRWTKVDDSL PAMEL

GH61r

SGKCPVKAGGTVTIEMHQQPGDRSCNNEAIGGAHWGPVQVYLTKVQDAATADGSTGWFKIF
SDSWSKKPGGNLGDDDNWGTRDLNACCGKMD

10
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(continua)

10

GHG61s

MLLLTLATLVTLLARHVSA HARLFRVSVD GKDQGDGLNKYIRSPATNDPVRDLSSAAIV
CNTQGSKAAPDFVRAAAGDKLTFLWAHDNPDDPVDYVLDPSHKGAILTYVAAYPSGDPTGP
IWSKLAEEGFTGGQWATIKMIDNGGKVDVTLPEALAPGKYLIRQELLALHRADFACDDPAH
PNRGAESYPNCVQVEVSGSGDKKPDQNFDFNKGYTCDNKGLHFKIYIGQDSQYVAPGPRPW
NGS

11

GH61t

MFTSLCITDH WRTLSSHSGPVMNYLAHCTNDDCKSFKGDSGNVWVKIEQLAYNPSANPPW
ASDLLREHGAKWKVTIPPSLVPGEYLLRHEILGLHVAGTVMGAQFYPGCTQIRVTEGGSTQ
LPSGIALPGAYGPQDEGILVDLWRVNQGQVNYTAPGGPVWSEAWDTEFGGSNTTECATMLD
DLLDYMAANDEWIGWTA

12

GH61u

MKLSAATAVLAAALAEG HYTFPSIANT ADWQYVRITTNFQSNGPVTDVNSDQIRCYERN
PGTGAPGILYNVTAGTTINYNAKSSISHPGPMAFYTAKYPAGQSAATWDGKGAVWSKIHQEM
PHFGTSLTWESNGRTSMPVTIPRCLQDGEYLLRAEHIALHSAGSPGGAQFYISCAQLSVTG
GSGTWNPRNKVSFPGAYKATDPGILINIYYFVPTSYTPAGPPVDTC

13

GH61v

MYRTLGSTALLAGGAAAHG AVTSYNIAGK DYPGYSGFAPTGQDVIQWQWPDYNPVLSAS
DPKLRCNGGTGAALYAEAAPGDTITATWAQWTHSQGPILVWMYKCPGDFSSCDGSGAGWFK
IDEAGFHGDGTTVFLDTETPSGWDTAKLVGGNKSWSSKIPDGLAPGNYLVRHELTALHQAN
NPQFYPECAQIKVTGSGTAEPAASYKAAIPGYCQQSDPNISFNINDHSLPQEYKIPGPPVF
KGTASAKARAFQA

14

GH61w

MLTTTFALLTAALGVSA HYTLPRVGTG SDWQHVRRADNWQNNGFVGDVNSEQIRCFQAT
PAGAQDVYTVQAGSTVTYHANPSIYHPGPMQFYLARVPDGQDVKSWTGEGAVWFKVYEEQP
QFGAQLTWPSNGKSSFEVPIPSCIRAGNYLLRAEHTIALHVAQSQGGAQFYISCAQLOVTGG
GSTEPSQKVSFPGAYKSTDPGILININYPVPTSYQNPGPAVFRC

15

GH61x

MKVLAPLILAGAASA HTIFSSLEVG GVNQGIGQGVRVPSYNGPIEDVTSNSIACNGPPN
PTTPTNKVITVRAGETVTAVWRYMLSTTGSAPNDIMDSSHKGPTMAY LKKVDNATTDSGVG
GGWFKIQEDGLTNGVWGTERVINGQGRHNIKIPECIAPGQYLLRAEMLALHGASNYPGAQF
YMECAQLNIVGGTGSKTPSTVSFPGAYKGTDPGYKINILYWPPVTSYQIPGPGVFTC

16

GH61b

MKLSLFSVLATALTVEGHA IFQKVSVNGA DQGSLTGLRAPNNNNPVQNVNSQDMICGQS
GSTSNTIIEVKAGDRIGAWYQHVIGGAQFPNDPDNPIAKSHKGPVMAYLAKVDNAATASKT
GLKWFKIWEDTFNPSTKTWGYDNLINNNGWVYFNLPQCIADGNYLLRVEVLALHSAYSQGQ
AQFYQSCAQINVSGGGSFTPASTVSFPGAYSASDPGILINIYGATGQPDNNGQPYTAPGPA
PISC

17

GH61c

MALQLLASLALLSVPALAHGGLA NYTVGDTWYR GYDPNLPPETQLNQTWMIQRQWATID
PVFTVSEPYLACNNPGAPPPSYIPIRAGDKITAVYWYWLHAIGPMSVWLARCGDTPAADCR
DVDVNRVGWFKIWEGGLLEGPNLAEGLWYQKDFQRWDGSPSLWPVTIPKGLKSGTYIIRHE
ILSLHVALKPQFYPECAHLNITGGGDLLPPEETLVRFPGVYKEDDPSIFIDVYSEENANRT
DYTVPGGPIWEG

18

GH61d

MKALSLLAAAGAVSA HTIFVQLEAD GTRYPVSYGIRDPTYDGPITDVTSNDVACNGGPN
PTTPSSDVITVTAGT TVKAIWRHTLQSGPDDVMDASHKGPT LAY IKKVGDATKDSGVGGGW
FKIQEDGYNNGOWGTSTVISNGGEHYIDIPACIPEGQYLLRAEMIALHAAGSPGGAQLYME
CAQINIVGGSGSVPSSTVSFPGAYSPNDPGLLINIYSMSPSSSYTIPGPPVFKC

11
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19

GH61le

MKSSTPALFAAGLLAQHAAA HSIFQQASSG STDFDTLCTRMPPNNSPVTSVTSGDMTCK
VGGTKGVSGFCEVNAGDEF TVEMHAQPGDR SCANEATGGNHFGPVLIYMSKYDDASTADGS
GDWFKVDEFGYDASTKTWGTDKLNENCGKRTFNIPSHIPAGDYLVRAEATALHTANQPGGA
QFYMSCYQVRISGGEGGQLPAGVKIPGAYSANDPGILVDIWGNDFNDPPGHSARHAIIIIS
SSSNNSGAKMTKKIQEPTITSVTDLPTDEAKWIALQKISYVDQTGTARTYEPASRKTRSPR

20

GH61f

v

MKSFTLTTLAALAGNAAA HATFQALWVD GVDYGAQCARLPASNSPVTDVTSNATRCNAN
PSPARGKCPVKAGSTVTVEMHQQPGDRSCSSEAIGGAHYGPVMVYMSKYSDAASADGSSGW
FKVFEDGWAKNPSGGSGDDDYWGTKDLNSCCGKMNVKIPADLPSGDYLLRAEALALHTAGS
AGGAQFYMTCYQLTVTGSGSASPPTVSFPGAYKATDPGILVNIHAPLSGYTVPGPAVYSGG
STKKAGSACTGCESTCAVGSGPTATVSQSPGSTATSAPGGGGGCTVQKYQQCGGQGYTGCT
NCASGSTCSAVSPPYYSQCV

21

GH61g

MKGLLGAAALSLAVSDVSA HYIFQQLTTG GVKHAVYQYIRKNTNYNSPVTDLTSNDLRC
NVGATGAGTDTVTVRAGDSFTFTTDTPVYHQGPTSIYMSKAPGSASDYDGSGGWF K IKDWA
DYTATIPECIPPGDYLLRIQQLGIHNPWPAGIPQFYISCAQITVTGGGSANPGPTVSIPGA
FKETDPGYTVYNILYNNFHNYTVPGPAVFTCNGSGGNNGGGSNPVTTTTTTTTRPSTSTAQSQ
PSSSPTSPSSCTVAKWGQCGGQGY SGCTVCAAGSTCQKTNDYYSQCL

22

GH61h

MSSFTSKGLLSALMGAATVA AHGHVTNIVI NGVSYQNFDPFTHPYMQNPPTVVGWTASN
TDNGFVGPESFSSPDIICHKSATNAGGHAVVAAGDKVFIQWDTWPESHHGPYIDYLADCGD
AGCEKVDKTTLKFFKISESGLLDGTNAPGKWASDTLIANNNSWLVQIPPNIAPGNYVLRHE
ITALHSAGQONGAQNYPQCFNLQVTGSGTQKPSGVLGTELYKATDAGILANIYTSPVTYQL
PGPAIISGASAVQQTTSAITASASAITGSATAAPTAATTTAAAAATTTTTAGSGATATPST
GGSPSSAQPAPTTAAATSSPARPTRCAGLKKRRRHARDVKVAL

23

GH61i

MKTLAALVVSAALVAAHG YVDHATIGGK DYQFYQPYQDPYMGDNKPDRVSRSIPGNGPY
EDVNSIDLQCHAGAEPAKLHAPAAAGSTVTLYWTLWPDSHVGPVITYMARCPDTGCQDWSP
GTKPYWFKIKEGGREGTSNTPLMTAPSAYTYTIPSCLKSGYYLVRHEITIALHSAWQYPGAQ
FYPGCHQLQVTGGGSTVPSTNLVSFPGAYKGSDPGITYDAYKAQPYTIPGPAVFTC

24

GH61j

MRYFLOLAAAAAFAVNSAAG HYIFQQFATG GSKYPPWKYIRRNTNPDWLQNGPVTDLSS
TDLRCNVGGQVSNGTETITLNAGDEFSFILDTPVYHAGPTSLYMSKAPGAVADYDGGGAWF
KIYDWGPSGTSWTLSGTYTQRIPKCIPDGEYLLRIQQIGLHNPGAAPQFYISCAQVKVVDG
GSTNPTPTAQIPGAFHSNDPGLTVNIYNDPLTNYVVPGPRVSHW

25

GH61k

MHPSLLFTLGLASVLVPLSSA HTTFTTLFVN DVNQGDGTCIRMAKKGNVATHPLAGGLD
SEDMACGRDGQEPVAFTCPAPAGAKLTLEFRMWADASQSGSIDPSHLGVMATIYLKKVSDMK
SDAAAGPGWFKIWDOQGYDLAAKKWATEKLIDNNGLLSVNLPTGLPTGYYLARQEIITLQONY
TNDRPEPQFYVGCAQLYVEGTSDSPIPSDKTVSIPGHISDPADPGLTENVYTGDASTYKPP
GPEVYFPTTTTTTSSSSSGSSDNKGARRQQTPDDKQADGLVPADCLVKNANWCAAALPPYT
DEAGCWAAAEDCNKQLDACYTSAPPSGSKGCKVWEEQVCTVVSQKCEAGDFKGPPQLGKEL
GEGIDEPIPGGKLPPAVNAGENGNHGGGGGDDGDDDNDEAGAGAAST PTFAAPGAAKTPQP
NSERARRREAHWRRLESAE

26

GH61p2

YQSGVQGAPQTVQVKAGSQFTFSVDPSIGHPGPLQFYMAKVPSGQTAATFDGTGAVWFKIY
QDGPNGLGTDSITWPSAGKTEVSVTIPSCIEDGEYLLRVEHIALHSASSVGGAQFYIACAQ
LSVTGGSGTLNTGSLVSLPGAYKATDPGILFQLYWPIPTEYINPGPAPVSC

27

GH61qg2

MPPPRLSTLLPLLALIAPTALG HSHLGYIIING EVYQGFDPRPEQANSPLRVGWSTGAL
DDGFVAPANYSSPDIICHIEGASPPAHAPVRAGDRVHVQWKRLAARTRGAGAVVPGALRRA
GGVRERVDDSLPAMELVGAAGGAGGEDDGSGSDGSGSGGSGRVGYPGQRWATDVLIAANNS
WQVEIPRGLRDGPYVLRHEIVALHYAAEPGGAQNYPLCVNLWVEGGDGSMELDHFDATQFY
RPDDPGILLNVTAGLRSYAVPGPTLAAGATPVPYAQQNISSARADGTPVIVTRSTETVPFT
AAPTPAETAEAKGGRYDDQTRTKDLNERFFYSSRPEQKRLTATSRRELVDHRTRYLSVAVC
ADFGAHKAAETNHEALRGGNKHHGGVSE

28

GH61r2

MRSTLAGALAAIAAQKVAG HATFQQLWHG SSCVRLPASNSPVTNVGSRDFVCNAGTRPY
SGKCPVKAGGTVTIEMHQQPGDRSCNNEAIGGAHWGPYVQVYLTKVQDAATADGSTGWFKIF
SDSWSKKPGGNSGDDDNWGTRDLNACCGKMDVAIPADTIASGDYLLRAEALALHTAGQAGGA
QFYMSCYQMTVEGGSGTANPPTVKFPGAYSANDPGILVNIHAPLSSYTAPGPAVYAGGTIR
EAGSACTGCAQTCKVGSSPSAVAPGSGAGNGGGFQPR

29

GH61t2

MNYLAHCTND DCKSFKGDSGNVWVKIEQLAYNPSANPPWASDLLREHGAKWKVTIPPSLY
PGEYLLRHEILGLHVAGTVMGAQFYPGCTQIRVTEGGSTQLPSGIALPGAYGPODEGILVD
LWRVNQGQVNYTAPGGPVWSEAWDTEFGGSNTTECATMLDDLLDYMAANDDPCCTDQNQFG
SLEPGSKAAGGSPSLYDTVLVPVLQKKVPTKLQWSGPASVNGDELTERP

30

GH61e2

MKSSTPALFAAGLLAQHAAA HSIFQQASSG STDFDTLCTRMPPNNSPVTSVTSGDMTCN
VGGTKGVSGFCEVNAGDEFTVEMHAQPGDRSCANEALGGNHFGPVLIYMSKVDDASTADGS
GDWFKVDEFGYDASTKTWGTDKLNENCGKRTFNIPSHIPAGDYLVRAEATIALHTANQPGGA
QFYMSCYQVRISGGEGGQOL PAGVKIPGAYSANDPGILVDIWGNDENEYVIPGPPVIDSSYF

IV. Acidos nucleicos recombinantes y proteinas

mismas.

En un aspecto, la divulgacion proporciona acidos nucleicos recombinantes que comprenden secuencias de
proteina expuestas en la TABLA 1 o TABLA 2 y variantes (por ejemplo, variantes biolégicamente activas) de las
La divulgacion también proporciona vectores de expresion que contienen los acidos nucleicos
recombinantes, células que comprenden un acido nucleico recombinante o vector, proteinas recombinantes

producidas por tales células y métodos para usar las células y proteinas.
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En un aspecto, la divulgacion proporciona una secuencia de acido nucleico recombinantes que codifica una
pre-proteina que comprende SEQ ID NO: 1-30, la proteina madura (secretada) codificada en SEQ ID NO: 1-30 o un
fragmento truncado amino terminal de SEQ ID NO: 1-30.

En un aspecto, la divulgacién proporciona una proteina GH61 recombinante, aislada o purificada que tiene
una secuencia que comprende SEQ ID NO: 1-30, la proteina madura (secretada) codificada en SEQ ID NO: 1-30 o
un fragmento truncado amino terminal de SEQ ID NO: 1-30.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una secuencia de acido nucleico recombinantes que codifica una
proteina GH61 con al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente
93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98% o aproximadamente 99% de identidad de secuencia con una secuencia que comprende SEQ
ID NO: 1-30, la proteina madura (secretada) codificada en SEQ ID NO: 1-30 o un fragmento truncado amino terminal
de SEQ ID NO: 1-30. En un aspecto relacionado, la divulgaciéon proporciona una proteina GH61 recombinante,
aislada o purificada que tiene una secuencia como se ha expuesto anteriormente. En algunos casos, una sustitucion
conservadora de aminoacido puede ser preferente sobre otros tipos de sustituciones.

Las proteinas GH61 pueden ser proteinas enddgenas aisladas de células flingicas (por ejemplo, M.
thermophila) o pueden producirse recombinantemente.

Como se analiza con mas detalle méas abajo, las proteinas GH61 pueden comprender un péptido de sefial
enddgeno o heterélogo. Como se analiza con mas detalle mas abajo, un acido nucleico que codifica una proteina
GH®61 puede unirse operativamente a un promotor, como un promotor heterélogo.

En una realizacién la divulgacién proporciona una secuencia de acido nucleico recombinante que
comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NOS: 31-59.

La secuencia de acido nucleico usada para expresar una proteina GH61 puede ser una secuencia nativa
obtenida de M. thermophila que codifica la respectiva proteina, o una parte de la misma que codifica la proteina
madura. GH61 ejemplares que codifican secuencias de M. thermophila se muestran en SEQ ID NOS: 31 a 59.
Alternativamente, las secuencias de acido nucleico que codifican una proteina especifica pueden designarse por
referencia al cédigo genético. En algunas realizaciones, se usa una secuencia que puede estar optimizada con
codon para una célula huésped diferente a M. thermophila (por ejemplo, células de levadura). Véase GCG
CodonPreference, Genetics Computer Group Wisconsin Package; Codon W, John Peder, Universidad de
Nottingham; Mclnerney, J. O., 1998, Bioinformatics 14: 372-73, en cuyo caso la secuencia de acido nucleico es
diferente a la secuencia que ocurre de manera natural.

En algunas realizaciones, las proteinas GH61 de la divulgacion son biolégicamente activas, esto es, tienen
actividad GH61. La actividad GH61 puede medirse usando métodos conocidos en la técnica, incluyendo métodos
descritos aqui mas abajo. Los polipéptidos que carecen de actividad GH61 también pueden encontrar variedad de
usos, incluyendo uso para la generacion de anticuerpos para purificacion de proteinas GH61. Excepto que se aclare
del contexto, la referencia aqui a una proteina GH61 (incluyendo variantes) se refiere a proteinas con actividad
GHe61.

Es preferente que las proteinas GH61 que sean variantes de SEQ ID NOS: 1-30 tengan al menos 10% de
la actividad de la misma cantidad molar de la proteina de tipo salvaje de la que se derivan. Pueden tener al menos
20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al
menos 95% o al menos 99% de la actividad de la proteina de tipo salvaje.

Las proteinas GH61 que son de variantes de SEQ ID NOS: 1-30 pueden ser mas cortas que la proteina de
tipo salvaje en aproximadamente 2%, aproximadamente 3%, aproximadamente 4%, aproximadamente 5%,
aproximadamente 6%, aproximadamente 7%, aproximadamente 8%, aproximadamente 9%, aproximadamente 10%,
aproximadamente 15%, aproximadamente 20%, aproximadamente 25%, aproximadamente 30%, aproximadamente
35%, aproximadamente 40%, aproximadamente 45%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 70% o aproximadamente 80% en comparacion con la secuencia referencia (tipo salvaje) y/o parte
de una proteina de fusion en la que una parte de proteina GH61 se une a una 0 mas secuencias. Estas variantes
pueden tener al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente
93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98% o aproximadamente 99% de identidad de secuencia con una secuencia que comprende SEQ
ID NO: 1-30, la proteina madura (secretada) codificada en SEQ ID NO: 1-30 o un fragmento truncado amino terminal
de SEQ ID NO: 1-30. Las proteinas GH61 pueden tener una eliminacién interna o una eliminacion en la terminal
amino o carboxi en relacion con una secuencia de tipo salvaje.
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Las proteinas GH61 pueden comprender una eliminacion en terminal amino y/o terminal carboxi y/o
eliminacion interna, pero donde el resto de secuencia de aminoacido es al menos aproximadamente 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a las posiciones
correspondientes en la secuencia con la que se esta comparando (por ejemplo, una variante GH61 de longitud
completa de la divulgacion). En algunas realizaciones, el dominio de enlace de quitina, o dominio GH61 se retira. En
algunas realizaciones, la proteina conservar sustancialmente todas la actividad del polipéptido de longitud completa.

Una proteina GH61 madura puede tener al menos 70%, 80%, 90% o 95% identidad de secuencia con una
secuencia de tipo salvaje, y tiene sustancialmente longitud completa (al menos 90% de la longitud de la secuencia
de tipo salvaje).

La divulgacion también proporciona una secuencia de acido nucleico GH61 recombinante y proteina
expresada de la misma, donde la proteina tiene la secuencia de GH61f, GH61a, GH61v, GH61p, GH61g y GH61i
(SEQ ID Nos: 2, 7, 13, 20, 21, 23, 26), o un fragmento secretada de la misma; asi como variantes al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%,
aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente
94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o
aproximadamente 99% idénticas a cualquiera de GH61f, GH61v, GH61p, GH61g y GH61i (SEQ ID Nos: 2, 13, 20,
21, 23, 26); o una cualquiera de GH61a, GH610, GH61v, GH61x, GH61b y GH61e (SEQ ID Nos: 2, 6, 13, 15, 16, 19,
30), fragmentos y variantes de los mismas, y acidos nucleicos que codifican tales proteinas. La divulgacion también
incluye vectores de expresion que comprenden una cualquiera de las secuencias de acido nucleico anteriormente
mencionadas, células que comprenden tales vectores de expresion y proteinas GH61 aisladas producidas por las
células. Preferentemente, la proteina variante GH61 tiene actividad potenciadora de celulasa. La proteina que
codifica las secuencias puede incluir un péptido de sefial heter6logo y/o puede estar operativamente unido a un
promotor heterélogo.

Sin pretender estar ligado a un particular mecanismo de accién, en presencia de GH61, la hidrélisis de
polimeros de azucar (por ejemplo, sustratos de celulosa) por las enzimas produce mas producto durante un periodo
de tiempo particular, procede mas rapidamente o se completa mas rapido cuando la proteina GH61 esta presente,
en comparacion con una reaccion similar bajo las mismas condicione donde la proteina GH61 esta ausente.

Las proteinas GH61 de la divulgacion que tienen actividad potenciadora de celulosa pueden identificarse
usando métodos estandares para mapear la funciéon en un polipéptido, como se conoce en la técnica. Por ejemplo,
puede expresarse una variante truncada y después probarse en un ensayo de actividad de GH61. Pueden
introducirse truncamientos adicionales hasta que se pierda la actividad, en cuyo punto podria identificarse la unidad
funcional minima de la proteina. Los fragmentos que contienen cualquier parte de la proteina por debajo del tamafio
identificado seran tipicamente funcionales, como lo serian las construcciones de fusion que contengan al menos el
nucleo funcional de la proteina.

Para generar variantes bhiolégicamente activas que incorporan uno o mas cambios de aminoacido en una
secuencia que codifica GH61 (cualquiera de SEQ ID Nos: 1 a 30), pueden introducirse sustituciones en la secuencia
de proteina y la proteina expresada para la retencién de actividad.

Puede usarse una estrategia de mutacion aleatoria o semi-aleatoria para generar una gran colecciéon de
variantes activas. Los textos estandares PROTOCOLOS EN BIOLOGIA MOLECULAR (Ausubel et al., eds.) y
CLONACION MOLECULAR: UN MANUAL DE LABORATORIO (Sambrook et al., eds.) describen técnicas que
emplean mutagénesis quimica, mutagénesis de casete, degeneracion de oligonuclettidos, preparacion mutua de
oligonucledtidos, mutagénesis con escaneo de enlazador, mutagénesis con escaneo de alanina y PCR propenso a
error. Otros métodos eficientes incluyen las cepas mutantes de E. coli de Stratagene (Greener et al., Methods Mol.
Biol. 57: 375, 1996) y la técnica de mezcla de ADN de Maxygen (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol. 8: 724, 1997;
Harayama, Trends Biotechnol. 16:76, 1998; Patentes de Estados Unidos 5.605.793 y 6.132.970). Para aumentar la
variacion, puede usarse una tecnologia que genera mas cambios abruptos, como técnica de mezcla de ADN.

Pueden usarse kits disponibles comercialmente para obtener variantes, incluyendo el Sistema de
Mutagénesis Dirigido al Sitio GeneTailor™ vendido por InVitrogen™ Life Technologies; el Kit de Mutagénesis
Aleatorio BD Diversify™, vendido por BD Biosciences/Clontech; Template Generation System™, vendido por MJ
Research Inc., la cepa mutante de E. coli XL1-Red™, vendido por Stratagene; y el kit de Mutagénesis Aleatoria
GeneMorph®, también vendido por Stratagene. Al emplear cualquiera de estos sistemas junto con un ensayo
adecuado de actividad GH61, pueden generarse y probarse variantes de una manera con un alto rendimiento.

Alternativamente o ademas de, el usuario puede emplear una estrategia de evolucion dirigida. Véase, por
ejemplo, patente de Estados Unidos 7.981.614; Métodos para generar polinucléotidos que tienen las caracteristicas
deseadas; US 2011/0034342: Método para generar una poblaciéon optimizada y diversa de variantes; Patente de
Estados Unidos 7.795.030: Métodos y composiciones para ingenieria celular y metabdlica; Patente de Estados
Unidos 7.647.184: Alto rendimiento evolutivo dirigido por mutagénesis racional; Patente de Estados Unidos
6.939.689: Re-montaje de acido nucleico mediado por exonucleasa en evolucién dirigida; y Patente de Estados
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Unidos 6.773.900: Seleccion final en evolucion dirigida. La mutagénesis puede realizarse de acuerdo con cualquiera
de las técnicas conocidas en la técnica, incluyendo mutagénesis aleatoria y especifica de sitio. La evolucion dirigida
puede realizarse con cualquiera de las técnicas conocidas en la técnica para investigar la produccién de variantes
incluyendo la mezcla.

Los métodos de mutagénesis y evolucion dirigida son bien conocidos en la técnica. Véase las patentes de
Estados Unidos Numeros 5.605.793, 5.830.721, 6.132.970, 6.420.175, 6.277.638, 6.365.408, 6.602.986, 7.288.375,
6.287.861, 6.297.053, 6.576.467, 6.444.468, 5.811238, 6.117.679, 6.165.793, 6.180.406, 6.291.242, 6.995.017,
6.395.547, 6.506.602, 6.519.065, 6.506.603, 6.413.774, 6.573.098, 6.323.030, 6.344.356, 6.372.497, 7.868.138,
5.834.252, 5.928.905, 6.489.146, 6.096.548, 6.387.702, 6.391.552, 6.358.742, 6.482.647, 6.335.160, 6.653.072,
6.355.484, 6.03.344, 6.319.713, 6.613.514, 6.455.253, 6.579.678, 6.586.182, 6.406.855. 6.946.296, 7.534.564,
7.776.598, 5.837.458, 6.391.640, 6.309.883, 7.105.297, 7.795.030, 6.326.204, 6.251.674, 6.716.631, 6.528.311,
6.287.862, 6.335.198, 6.352.859, 6.379.964, 7.148.054, 7.629.170, 7.620.500, 6.365.377, 6.358.740, 6.406.910,
6.413.745, 6.436.675, 6.961.664, 7.430.477, 7.873.499, 7.702.464, 7.783.428, 7.747.391, 7.747.393, 7.751.986,
6.376.246, 6.426.224, 6.423.542, 6.479.652, 6.319.714, 6.521.453, 6.368.861, 7.421.347, 7.058.515, 7.024.312,
7.620.502, 7.853.410, 7.957.912, 7.904.249, y todos los homdlogos relacionados que no son de Estados Unidos;
Ling et al., Anal. Biochem., 254(2):157-78 [1997]; Dale et al., Meth. Mol. Biol., 57:369-74 [1996]; Smith, Ann. Rev.
Genet., 19:423-462 [1985]; Botstein et al., Science, 229:1193-1201 [1985]; Carter, Biochem. J., 237:1-7 [1986];
Kramer et al., Cell, 38:879-887 [1984]; Wells et al., Gene, 34:315-323 [1985]; Minshull et al., Curr. Op. Chem. Biol.,
3:284-290 [1999]; Christians et al., Nat. Biotechnol., 17:259-264 [1999]; Crameri et al., Nature, 391:288-291 [1998];
Crameri et al., Nat. Biotechnol., 15:436-438 [1997]; Zhang et al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 94:4504-4509 [1997];
Crameri et al., Nat. Biotechnol., 14:315-319 [1996]; Stemmer, Nature, 370:389-391 [1994]; Stemmer, Proc. Nat.
Acad. Sci. USA, 91:10747-10751 [1994]; WO 95/22625; WO 97/0078; WO 97/35966; WO 98/27230; WO 00/42651;
WO 01/75767; y WO 2009/152336.

En algunas realizaciones, una proteina GH61 de la divulgacion tiene una secuencia de aminodacido que esta
codificada por un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones severas (esto es, severidad media alta, alta o muy
alta) con el complemento de SEQ ID NO: 31-59 y comprende actividad GH61.

V. Ensayos de Actividad GH61

La actividad potenciadora de celulasa de proteinas GH61 de la divulgacion puede determinarse usando
cualquier ensayo adecuado de actividad GH61. Por ejemplo, se obtiene una proteina GH61 purificada o
recombinante de esta divulgacion y después se analiza para actividad GH61 combinandolo con enzimas de celulasa
en una reaccién de sacarificacion, y se determina si hay un aumento en produccién de glucosa, en comparacion con
la misma reaccion de sacarificacién realizada sin el GH61.

En una técnica, la actividad GH61 puede analizarse combinando sustrato celulésico con enzimas de
celulasa (por ejemplo, 5-10 mg de peso total de enzimas de celulasa por gramo de sustrato) en presencia y ausencia
de proteina GH61. En algunas realizaciones las enzimas de celulasa son un conjunto definido de enzimas
recombinantes de celulasa de M. thermophila.

En otra técnica, se usa el caldo de un cultivo de M. thermophila de tipo salvaje (con o sin la
complementacion de la proteina GH61). La actividad GH61 se demuestra por una mayor produccién de glucosa en
presencia de GH61 exdgeno (eso es, mas alla de cualquier mejora resultante de GH61 enddgeno en el caldo).

También es posible usar un caldo complementado con una 0 mas enzimas purificadas.

Las enzimas adecuadas incluyen enzimas recombinantes aisladas clonadas de M. thermophila, como
endogluconasa (EG), B-glucosidasa (BGL); celobiodrilasa de Tipo 1 (CBH1) y/o celobiodrolasa de Tipo 2 (CBH2) en
cualquier combinacién adecuada para el sustrato elegido para producir un producto medible. Las enzimas de
celulasa ejemplares que pueden usarse para analizar la actividad GH61 pueden tener secuencias de aminoacido
seleccionadas de cualquiera de SEQ ID Nos: 61 a 68.

En un ensayo ejemplar para medir actividad GH61 de M. thermophila derivada de proteinas GH61 y
proteinas variantes, las enzimas de celulasa usadas son M. thermophila BGL1 (SEQ ID NO:66; Badhan et al.,
Bioresour Technol. 2007 Feb; 98(3):504-10); M. thermophila CBH1 (SEQ ID NO:67; Park JlI et al., Badhan et al.,
Bioresour Technol. 2007 Feb;98(3):504-10); and M. thermophila CBH2 (SEQ ID NO:68). En algunas realizaciones,
también se usa endoglucanasa: M. thermophila EG2 (SEQ ID NO: 65; Rosgaard L. et al., Prog. 2006; 22(2):493-8;
Badhan et al., supra).

Alternativamente, pueden usarse preparaciones comercialmente disponibles que comprenden una mezcla

de enzimas de celulasa, como Laminex™ y Spezyme™ de Genencor International, Rohament™ de Rohm GmbH, y
Celluzyme™,Cereflo™ y Ultraflo™ de Novozymes Inc.
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Los ensayos con enzimas de celulosa se hacen tipicamente a 50 °C, pero también pueden hacerse a 35,
45, 55, 60 0 65 °C. La proteina GH61 y las enzimas se combinan con el sustrato y se incuban para producir
azucares fermentables. Los azlcares después se recuperan y se cuantifican para producir glucosa. Un sustrato
adecuado es paja de trigo (por ejemplo, paja de trigo pre-tratada). Otros sustratos celulésicos enumerados en esta
divulgacion pueden usarse como una alternativa, incluyendo rastrojo de maiz pre-tratado con acido sulfarico (véase
la patente de Estados Unidos 7.868.227) y otros sustratos descritos en la Seccion Xll mas abajo.

También puede usarse un método de ensayo que proporciona Harris et al., 2010, Biochemistry 49:3305-
3316. En este método, el rastrojo de maiz se pre-trata con acido sulfurico, se lava, incuba con enzimas de celulosa y
GH®61 durante varios dias, y después la produccién de azucares se cuantifica mediante refraccion.

Otro método de ensayo se proporciona en la patente de Estados Unidos N° 7.868.227. En este método, el
sustrato celuldsico es PCS (rastrojo de maiz pre-tratado con calor y acido sulfdrico diluido; WO 2005/074647); una
mezcla de enzima de celulosa es Cellulcast®, una mezcla de enzimas de celulasa del hongo Trichoderma reesei,
disponible en Sigma-Aldrich. La hidrdlisis de PCS se realiza en un volumen total de reacciéon de 1,0 mL y una
concentracion de PCS de 50 mg/mL en 1 mM de sulfato de manganeso, 50 mM de tampdn de acetato de sodio pH
5.0. La proteina de la prueba se combina con la mezcla de celulasa base en concentraciones relativa entre 0 y 100%
de proteina total. La composicion de proteina se incuba con PCS a 65 °C durante 7 dias. La producciéon combinada
de glucosa y celobiosa puede medirse mediante deteccion de indice de refraccion.

La actividad GH61 se calcula como un incremento en la produccion de glucosa a partir del sustrato por la(s)
celulasa(s) en presencia de proteina GH61, en comparacion con la misma mezcla de reaccion en ausencia de
proteina GH61. Tipicamente, el incremento es dependiente de dosis en al menos un rango triple de concentraciones.
La actividad GH61 puede expresarse como un grado de “sinergia” como se analiza en el Ejemplo 8.

La adicién o presencia de proteina GH61 recombinante o aislada puede aumentar la produccion del
producto a partir de enzimas de celulasa, por ejemplo, al menos 1%, al menos 5%, al menos 10%, al menos 20%,
30%, 50%, 70%, doblar, triplicar o mas.

VI. Expresién de proteinas GH61

El cultivo celular, genética recombinante, ingenieria de proteinas y técnicas de fermentacion que pueden
emplearse en la expresion, produccion y uso de las proteinas GH61, composiciones y otros productos de esta
divulgacion son conocidos en la técnica. Por conveniencia, ciertos aspectos se describen brevemente mas abajo.
Aungue se describen principalmente en el contexto de expresion de proteinas GH61, se apreciara que los mismos
métodos, células, etc., pueden usarse para expresar proteinas de celulasa y otras proteinas como, aunque sin limitar
a, las descritas aqui en otro punto.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la construccién comprende ademas secuencias reguladoras,
por ejemplo, un promotor, operativamente unido a la proteina que codifica la secuencia. Aquellos expertos en la
técnica conocen grandes nimeros de vectores y promotores adecuados.

Péptido de sefial

En algunas realizaciones de la divulgacion, una proteina GH61 puede incluir un péptido de sefial, para que
cuando se exprese en una célula huésped, la forma madura (por ejemplo, SEQ ID NO: 2) se secrete en un caldo de
cultivo celular. La proteina GH61 (o variante) puede incluir su péptido de sefial nativo correspondiente como se
muestra en la TABLAS 1 y 2. Alternativamente, una secuencia de acido nucleico recombinantes que codifica una
proteina que comprende SEQ ID NO: 2, o la parte secretada de una cualquiera de SEQ ID Nos: 3 a 30, una parte
truncada de amino terminal de una cualquiera de SEQ ID Nos: 2 a 30, 0 una variante de los mismos que tenga un
péptido heterdlogo de sefial fusionado con terminal N.

Pueden usarse varios péptidos de sefial, dependiendo de la célula huésped y otros factores. Los péptidos
de sefal Utiles para células huéspedes fungicas filamentosas incluyen los péptidos de sefial obtenidos de TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae, amilasa neutral de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa
aspartica de Rhizomucor miehei, celulasa de Humicola insolens, lipasa de Humicola lanuginosa, y celobiohidrolasa
Il de T. reesei (TrCBH2).

Los péptidos de sefial Gtiles para células huéspedes bacterianas son los péptidos de sefial obtenidos a
partir de los genes para amilasa maltégenica de Bacillus NCIB 11837, a-amylase de Bacillus stearothermophilus,
subtilisina de Bacillus licheniformis, B-lactamasa de Bacillus licheniformis, proteasas neutrales de Bacillus
stearothermophilus (nprT, nprS, nprM), y prsA Bacillus subtilis. Mas péptidos de sefial se describen en Simonen and
Palva, 1993, Microbiol Rev 57:109-137.

Los péptidos de sefial Gtiles para células huéspedes de levadura también incluyen aquellos de los genes de
alfa-factor de Saccharomyces cerevisiae, SUC2 invertasa de Saccharomyces cerevisiae (véase Taussig y Carlson,
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1983, Nucleic Acids Res 11:1943-54; SwissPro,N° de acceso. P00724), y otros. Romanos et al., 1992, Yeast 8:423-
488. Las variantes de estos péptidos de sefial y otros péptidos de sefial son adecuados.

La divulgacion también proporciona proteinas recombinantes que comprenden un péptido de sefial
mostrado en la Tabla 1 o Tabla 2 fusionado con terminal amino de una proteina heteréloga (esto es, una proteina
con la que no se asocia por naturaleza, que puede ser una proteina diferente a una proteina GH61). Asi, los péptido
de sefial mostrados en la Tabla 1 y 2 pueden usarse para provocar secrecién de una proteina heteréloga
recombinantemente expresada en una célula huésped. En algunas realizaciones la célula huésped es
Myceliophthora thermophila.

Promotores

Con el fin de obtener altos niveles de expresion en una célula particular a menudo es util expresar la
variante GH61 de la presente divulgacion bajo el control de un promotor heterélogo. Una secuencia de promotor
puede unirse operativamente a la regiéon 5’ de la secuencia que codifica GH61 usando métodos rutinarios.

Los ejemplos de promotores Utiles para expresion de GH61s incluyen promotores de hongos. En algunas
realizaciones, puede usarse una secuencia promotora que conduce la expresién de un gen diferente a un gen GH61
en una cepa fungica. Como un ejemplo no limitativo, puede usarse un promotor fungico de un gen que codifica una
endoglucanasa. En algunas realizaciones, puede usarse una secuencia promotora que conduce la expresion de un
gen GH61 en una cepa fungica diferente a la cepa flngica de la que la variante GH61 se derivd. Como un ejemplo
no limitativo, si la variante GH61 se deriva de C1, puede usarse un promotor de T. reesei gen GH61 o un promotor
como el descrito en WO 2010107303, como, aunque sin limitar a las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 25,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 0 SEQ ID NO: 29 en WO 2010107303.

Los ejemplos de otros promotores adecuados Utiles para dirigir la transcripcion de las construcciones de
nucleétido de la presente divulgacién en una célula huésped flingica filamentosa son promotores obtenidos de genes
para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutral de
Aspergillus niger, acido estable alfa-amilasa de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus
awamori (glaA), lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de
Aspergillus oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans, y proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum (WO
96/00787), asi como el promotor NA2-tpi (un hibrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutral de
Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae) promotes como cbhl, cbh2, egll, egl2, pepA,
hfb1, hfb2, xynl, amy, y glaA (Nunberg et al., 1984, Mol. Cell Biol., 4:2306 -2315, Boel et al., 1984, EMBO J. 3:1581-
85 and EPA 137280), y promotores mutantes, truncados e hibridos de los mismos. En un huésped de levadura, los
promotores Utiles pueden ser de los genes de enolasa de Saccharomyces cerevisiae (eno-1), galactokinasa de
Saccharomyces cerevisiae (gall), alcohol dehidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa de Saccharomyces
cerevisiae (ADH2/GAP), y 3-fosfoglicerato quinasa de S. cerevisiae. Otros promotores (tilese para células
huéspedes de levadura se describen en Romanos et al.,, 1992, Yeast 8:423-488. Los promotores asociaos a
produccién de quitinasa en hongos también pueden usarse. Véase, por ejemplo, Blaiseau y Lafay, 1992, Gene
120243-248 (hongo filamentoso Aphanocladium album); Limon et al., 1995, Curr. Genet, 28:478-83 (Trichoderma
harzianum).

Los promotores conocidos para expresion de control de genes en células procaridticas o eucaridticas o los
virus y que pueden usarse en algunas realizaciones de la invencion incluyen promotor SV40. Promotor E. coli lac o
trp, promotor fago lambda P., promotor tac, promotor T7 y similares. En células huéspedes bacterianas, los
promotores adecuados incluyen los promotores obtenidos de E. coli lac operon, gen agarasa de Streptomyces
coelicolor (dagA), gen levansucransa de Bacillus subtilis (sacB), gen a-amilasa de Bacillus licheniformis (amyl), gen
amilasa maltogénico de Bacillus stearothermophilus (amyM), gen a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ),
genes de Bacillus subtilis xy/A y xy/B y gen procariotico -lactamasa.

Pueden usarse cualquier otra secuencia promotora que conduzca la expresion en una célula huésped
adecuada. Las secuencias promotoras adecuadas pueden identificarse usando métodos bien conocidos. En una
técnica, una secuencia promotora putativa se une a una secuencia 5 que codifica una proteina reportera, la
construccion se transfecta a la célula huésped (por ejemplo, C1) y el nivel de expresion de la reportera se mide. La
expresion de la reportera puede determinarse midiendo, por ejemplo, niveles de mARN de la secuencia reportera,
una actividad enzimatica de la proteina reportera o la cantidad de proteina reportera producida. Por ejemplo, la
actividad promotora puede determinarse usando la proteina verde fluorescente como secuencia codificadora
(Henriksen et al., 1999, Microbiology 145: 729-34) o un gen reportero lacZ (Punt et al., 1997, Gene, 197: 189-93).
Los promotores funcionales pueden derivarse de secuencias promotoras que ocurren de manera natural mediante
métodos de evolucion dirigidos. Véase, por ejemplo, Wright et al., 1005, Human Gene Therapy, 16: 881-892.

Los promotores adicionales incluyen aquellos de M. thermophila, proporcionados en la solicitud de patente
de Estados Unidos N° 13/214.406 presentada el 22 de agosto de 2010, asi como en WO 2010/107303.

Vectores
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La presente invencidon hace uso de construcciones recombinantes que comprenden una secuencia que
codifica GH61 como se ha descrito anteriormente. Las construcciones de acido nucleico de la presente divulgacion
comprenden un vector, como un plasmido, un césmido, un fago, un virus, un cromosoma artificial bacteriano (CAB),
un cromosoma artificial de levadura (CAL) y similares, donde se ha insertado una secuencia de acido nucleico de la
divulgacion. Los polinucledtidos de la presente divulgacion pueden incorporarse en una cualquiera de una variedad
de vectores de expresion adecuados para expresar un polipéptido. Los vectores adecuados incluyen secuencias de
ADN de cromosomas, de no cromosomas y sintéticas, por ejemplo, derivados de SV40; plasmidos bacterianos, ADN
fago; baculovirus; plasmidos de levadura; vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN fago, ADN viral
como virus vacuna, adenovirus, virus de viruela aviar, pseudorrabia, adenovirus, virus asociado con adeno, retrovirus
y similares. Puede usarse cualquier vector que convierte material genético en una célula y, si se desea réplica, que
sea replicable y viable en el huésped relevante.

La divulgacion proporciona vectores de expresion para provocar que una proteina GH61 se produzca a
partir de una célula huésped adecuada, que puede ser un hongo (por ejemplo, M. thermophila o levadura). Puede
seleccionarse cualquier vecotr de, aunque sin limitarse a, derivados de vectores virales; plasmidos bacterianos, ADN
fago; baculovirus, plasmidos de levadura; vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN fago, y
vectores lanzaderas recombinantes. El vector puede introducirse en una célula huésped con un polinucleétido que
codifica GH61 para que esté operativamente unido a un promotor que esta activo en la célula huésped. El vector se
selecciona para expresar la proteina codificada, y puede replicar como un episoma en la célula huésped planeada, o
integrarse en el genoma de la célula huésped.

En un aspecto particular la presente divulgaciéon proporciona un vector de expresion que comprende un
polinucleétido GH61 operativamente unido a un promotor heterélogo. Los vectores de expresion de la presente
divulgacion pueden usarse para transformar una célula huésped apropiada para permitir que el huésped exprese la
proteina GH61. Los métodos para expresion recombinantes de proteinas en hongos y otros organismos son bien
conocidos en la técnica, y un numero de vectores de expresion estan disponibles o pueden construirse usando
métodos rutinarios. Véase, por ejemplo, Tkacz y Lange, 2004, ADVANCES IN FUNGAL BIOTECHNOLOGY FOR
INDUSTRY, AGRICULTURE, AND MEDICINE, KLUWER ACADEMIC/PLENUM UBLISHERS. Nueva York; Zhu et
al., 2009, Construccién de dos vectores de entrada para expression de gen en plasmido de hongos. 6:128-33;
Kavanagh, K. 2005, FUNGI: BIOLOGY AND APPLICATIONS Wiley.

Células huéspedes

Las proteinas GH61 de la divulgaciéon pueden expresarse en una célula huésped que comprende un acido
nucleico recombinantes que codifica la proteina GH61. La célula huésped puede también expresar otras proteinas
de interés, particularmente una o mas enzimas de celulasa que funcionan en concierto con la proteina GH61 en el
proceso de sacarificacion. En una realizacion la célula huésped es una célula construida con celulasa. Asi, las
enzimas de celulasa pueden expresarse endégenamente por la célula huésped, o pueden expresarse a partir de
otros &cidos nucleicos.

En otra técnica, dos o mas poblaciones de células huéspedes, cada una expresando una proteina diferente
0 un conjunto de proteinas (por ejemplo, una proteina GH61 y una celulasa) pueden cultivarse juntas. Las dos
células huéspedes pueden ser iguales o pueden ser de diferente especie celular. Las células que expresan proteina
GH61 y las células que expresan enzimas de celulasa pueden combinarse y cultivarse juntas para producir
composiciones de esta invencion que contienen tanto proteinas GH61 como enzimas de celulasa. Alternativamente,
el caldo de cultivo de cada poblacion celular puede recogerse por separado, fraccionarse opcionalmente para
enriquecer las actividades respectivas y después mezclarse para producir la combinacion deseada.

Las células huéspedes fungicas incluyen, aunque no se limitan a Ascomycota, Basidiomycota,
Deuteromycota, Zygomycota, Fungi imperfecti. En algunas realizaciones, las células huéspedes flngicas preferentes
son células de levadura, y células fingicas filamentosas, incluyendo todas las formas filamentosas de la subdivision
Eumycotina y Oomycota. Hawksworth et al., en Ainsworth y Bisby’s DICTIONARY OF THE FUNGI, 82 edicion, 1995,
CAB International, University Press, Cambridge, UK. Los hongos filamentosos se caracterizan por un micelio
vegetativo con una pared celular compuesta por quitina, celulosa y otros polisacaridos complejos, y son
morfolégicamente distintos de la levadura. Trichoderma también puede ser una Fuente de una 0 mas celulasas para
su uso con combinacion con proteinas GH61.

La célula huésped puede ser de una especie de Achlya, Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium,
Azospirillum, Bjerkandera, Cellulomonas, Cephalosporium, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Clostridium, Coccidioides,
Cochliobolus, Coprinus, Coriolus, Corynascus, Cryphonectria, Cryptococcus, Dictyostelium, Diplodia, Elizabethkingia,
Endothia, Erwinia, Escherichia, Fusarium, Gibberella, Gliocladium, Gluconacetobacter, Humicola, Hypocrea,
Kuraishia, Mucor, Myceliophthora, Neurospora, Nicotiana, Paenibacillus, Penicillium, Periconia, Phaeosphaeria,
Phlebia, Piromyces, Podospora, Prevotella, Pyricularia, Rhizobium, Rhizomucor, Rhizopus, Ruminococcus,
Saccharomycopsis, Salmonella, Schizophyllum, Scytalidium, Septoria, Sporotrichum, Streptomyces, Talaromyces,
Thermoanaerobacter, Thermoascus, Thermotoga, Thielavia, Tolypocladium, Trametes, Trichoderma, Tropaeolum,
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Uromyces, Verticillium, Volvariella, Wickerhamomyces, o telemorfos o anamorfos, y sinénimos y equivalentes
taxondémicos de los mismos.

Una célula huésped ejemplar es levadura. Ejemplos son Candida, Hansenula, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, or Yarrowia. La levadura puede ser Hansenula polymorpha,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces norbensis,
Saccharomyces kluyveri, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia
kodamae, Pichia membranaefaciens, Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia quercuum,
Pichia pijperi, Pichia stipitis, Pichia methanolica, Pichia angusta, Kluyveromyces lactis, Candida albicans, or Yarrowia
lipolytica.

Una célula ejemplar puede ser Myceliophthora thermophila, algunas veces referida como "C1". Como aqui se usa,
el término “C1” se refiere a Myceliophthora thermophila, incluyendo una cepa fungica descrita por Garg (Véase,
Garg, Mycopathol., 30: 3-4 [1966]). Como aqui se usa, "Chrysosporium lucknowense" incluye las cepas descritas en
las patentes de Estados Unidos NUmeros: 6.015.707, 5.811.381 y 6.573.086; Publicaciones de patentes de Estados
Unidos NUmeros: 2007/0238155, US 2008/0194005, US 2009/0099079; Publicaciones de patentes internacionales
Numeros:

WO 2008/073914 y WO 98/15633, e incluyen, sin limitacion Chrysosporium lucknowense Garg 27K, VKM-F 3500 D
(N° Acceso VKM F-3500-D), C1 cepa UV13-6 (N° Acceso. VKM F-3632 D), C1 cepa NG7C-19 (N° Acceso VKM F-
3633 D), y C1 cepaUV18-25 (VKM F-3631 D), todos depositados en la Coleccién Rusa de Microorganismos de la
Academia Rusa de Ciencias (VKM), Bakhurhina St. 8, MoscU, Rusia, 113184, y cualquier derivado de los mismos.
Aungue inicialmente se describen como Chrysosporium lucknowense, C1 puede considerarse actualmente una cepa
de Myceliophthora thermophila. Otras cepas de C1 incluyen células depositadas bajo nUmero de acceso ATCC
44006, CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) 122188, CBS 251.72, CBS 143.77, CBS 272.77, CBS122190,
CBS122189, y VKM F-3500D. Los derivados C1 ejemplares incluyen organismos modificados donde uno o mas
genes o secuencias enddgenas se han eliminado o modificado y/o uno o0 mas genes o secuencias heterélogas se
han introducido. Los derivados incluyen, aunque no se limitan a, UV18#100f Aalpl, UV18#100f Apyr5 Aalpl,
UV18#100.f Aalpl Apep4 Aalp2, UV18#100.f Apyr5 Aalpl Apep4 Aalp2 y UV18#100.f Apyrd Apyr5 Aalpl Apep4
Aalp2, como se describe en WO 2008073914 y WO 2010107303.

En algunas realizaciones la célula huésped puede ser de la especie Trichoderma, como T.
longibrachiatum, T. viride, Hypocrea jecorina or T. reesei, T. koningii, yT. harzianum. Alternativamente, la célula
huésped puede ser de la especie, Aspergillus, como A. awamori, A. funigatus, A. japonicus, A. nidulans, A. niger, A.
aculeatus, A. foetidus, A. oryzae, A. sojae, y A. kawachi. Alternativamente, la célula huésped es de la especie
Fusarium, como F. bactridioides, F. cerealis, F. crookwellense,

F. culmorum, F. graminearum, F. graminum. F. oxysporum, F. roseum, y F. venenatum.

La célula huésped también puede ser de la especie Neurospora, como N. crassa. Alternativamente, la
célula huésped es de la especie Humicola, como H. insolens, H. grisea, and H. lanuginosa. Alternativamente, la
célula huésped es de la especie Mucor, como M. miehei y M. circinelloides. La célula huesped puede ser de la
especie Rhizopus, como R. oryzae y R. niveus. Alternativamente, la célula huésped es de la especie Penicillum,
como P. purpurogenum, P. chrysogenum, y P. verruculosum.

Alternativamente, la célula huésped es de la especie Thielavia, como T. terrestres. Alternativamente, la
célula huésped es de la especie Tolypocladium, como T. inflatum y T. geodes. Alternativamente, la célula huésped
es de la especie Trametes, como T. villosa yT. versicolor. Alternativamente, la célula huésped es de la especie
Chrysosporium, como C. lucknowense, C. keratinophilum, C. tropicum, C. merdarium, C. inops, C. pannicola, y C.
zonatum. En una realizacion particular, la huésped es C. lucknowense.

Alternativamente, la célula huesped es un alga como Chlamydomonas (como C. reinhardtii) y Phormidium
(P. sp. ATCC294009).

Alternativamente, la célula huésped es una célula procaridtica. Las células procariéticas adecuadas
incluyen células bacterianas Gram-positivas, Gram-negativas y Gram-variables. Ejemplos de células huéspedes
bacterianas incluyen especies de Bacillus (como B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, B. stearothermophilus y
B. amyloliquefaciens), Streptomyces (por ejemplo, S. ambofaciens, S. achromogenes, S. avermitilis, S. coelicolor, S.
aureofaciens, S. aureus, S. fungicidicus, S. griseus, y S. lividans), y Streptococcus (como S. equisimiles, S.
pyogenes, y S. uberis).

Los ejemplos no limitativos de tipos de células en esta seccion incluyen Aspergillus aculeatus, Azospirillum
irakense KBC1, Bacillus sp. GL1, Cellulomonas bhiazotea, Clostridium thermocellum, Thermoanaerobacter brockii,
Coccidioides posadasii, Dictyostelium discoideum, Elizabethkingia meningoseptica, Erwinia chrysanthemi,
Escherichia coli, Gluconacetobacter xylinus, Hypocrea jecorina, Kuraishia capsulata, Nicotiana tabacum,
Paenibacillus sp. C7, Penicillium brasilianum, Periconia sp. BCC 2871, Phaeosphaeria avenaria, Prevotella albensis,
Rhizobium leguminosarum, Rhizomucor miehei, Ruminococcus albus, Saccharomycopsis fibuligera, Salmonella
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typhimurium, Septoria lycopersici, Streptomyces coelicolor, Talaromyces emersonii, Thermotoga maritima,
Tropaeolum majus, Uromyces viciae-fabae, y Wickerhamomyces anomalus.

Las cepas que pueden usarse en la practica de la invencion (tanto cepas procariéticas como eucariéticas)
pueden obtenerse de cualquier fuente adecauda, incluyendo, aunque sin limitar a la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC) u otros dep0sitos biolégicos como Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), y la Coleccién de Cultivos Patentes para Servicio de
Investigacion Agricola, Centro de Investigacion Regional del Norte (NRRL).

Las células huéspedes pueden modificarse genéticamente para tener caracteristicas que mejoran la
manipulacion genética, secrecién de proteinas, estabilidad de proteinas u otras propiedades deseables para
expresion o secrecion de proteina. Por ejemplo, el bloqueo de la funcién Alpl da como resultado una célula que es
deficiente de proteasa. El bloqueo de la funcién pyr5 da como resultado una célula con un fenotipo deficiente de
pirimidina. Las células huéspedes pueden modificarse para eliminar secuencias codificadoras de proteina celulasa
enddgena o de otra manera eliminar la expresion de una o mas celulasas endégenas. La expresion de una o0 mas
celulasas endégenas no deseadas puede inhibirse para aumentar la proporcién de celulasas de interés, por ejemplo,
mediante mutagénesis quimica o UV y la seleccidn posterior. La recombinacién homdloga puede usarse para inducir
modificaciones dirigidas a genes dirigiendo especificamente un gen in vivo para suprimir la expresion de la proteina
codificada.

Transformacién y Cultivo Celular

Los polinucledtidos de la divulgaciéon, que codifican proteinas GH61, proteinas de celulasa u otras
proteinas, pueden introducirse en células huéspedes para expresion. El polinucleétido puede introduicrse en las
células como un episoma auto-replicante (por ejemplo, vector de expresién), o puede integrarse establemente en el
ADN de la célula huésped.

La introduccion de un vector o una construccion de ADN en una célula huésped puede efectuarse mediante
cualquier método adecuado, incluyendo aunque sin limitar a, transfeccion de fosfato de calcio, transfeccion mediada
por DEAE-Dextrano, electroporacién u otras técnicas comunes (Véase Davis et al., 1986, METODOS BASICOS EN
BIOLOGIA MOLECULAR; Sambrook et al (2001) Clonacion Molecular: Un Manual de Laboratorio, 32 ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York; “Guia para Genética de Levadura y Biologia Molecular”, C. Guthrie y
G. Fink, Eds., Métodos en Enzimologia 350 (Academic Press, San Diego, 2002). En algunas realizaciones, el
polinucleétido que se introduce en la célula huésped permanece en el genoma o en el plasmido u otro vector
establemente mantenido en la célula y es capaz de heredarse por la progenie. La transformacion estable se realiza
tipicamente transformando la célula huésped con un vector de expresiéon que comprende el polinucleétido de interés
junco con un gen marcador seleccionable (por ejemplo, un gen que confiera resistencia a un antibiético). Solamente
aquellas células huéspedes que han integrado secuencias de polinucledtido del vector de expresion en su genoma
sobreviviran a la seleccién con el marcador (por ejemplo, antibidtico). Estas células huéspedes establemente
formadas pueden después propagarse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

Las células huéspedes construidas pueden cultivarse en medios nutrientes convencionales modificados
como sea apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar el polinucle6tido GH61. Las
referencias generales en las técnicas de cultivo celular y medios nutrientes incluyen MANIPULACION GENETICA
EN HONGOS, Benett, J. W, et al., Ed. Academic Press, 1985; MAS MANIPULACION GENETICA EN HONGOS,
Benett, J. W., et al., Ed. Academic Press, 1991; Y EL MANUAL DE MEDIOS MICROBIOLOGICOS, CRC Press,
Boca Raton, FL, 1993. Las condiciones de cultivo para células huéspedes C1 se describen en US 2008/0194005, US
2003/0187243, WO 2008/073914 y WO 01/79507. Las condiciones de cultivo, como temperatura, pH y similares, son
aquellas previamente usadas con la célula huésped seleccionada para expresion, y serd aparente para aquellos
expertos en la técnica. Como se ha anotado, hay disponibles muchas referencias que describen el cultivo y
produccién de muchas células, incluyendo células de bacterias, plantas y animales (especialmente mamiferos) y de
arqueobacterias. Atlas y Parks (eds.). El Manual de Medios Microbiolégicos (1993) CRC Press, Boca Ratén, FL. Se
encuentra mas informacién para cultivo celular en bibliografia comercial disponible como Catalogo de Cultivo Celular
para Investigacion de Ciencia Viva (1998) de Sigma-Aldrich, Inc (St. Louis, MO) (“Sigma-LSRCCC") y, por ejemplo,
El Catalogo de Cultivos de Plantas y Complementos (1997) también de Sigma-Aldrich, Inc (St. Louis, MO) (“Sigma-
PCCS”).

Enriquecimiento y Purificacion de Proteinas

Un polipéptido expresado puede recuperarse de células o caldo. Opcionalmente, una proteina puede
enriquecerse (por ejemplo, purificarse o purificarse parcialmente) usando métodos bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, el polipéptido puede aislarse del medio nutriente mediante procedimientos convencionales incluyendo,
aunque sin limitar, centrifugacion, filtracion, extraccion, secado con pulverizacién, evaporacion, cromatografia (por
ejemplo, cromatografia de intercambio de ion, enlace de fase sdélida, afinidad, interaccién hidrofébica,
cromatoenfoque y por exclusion de tamafio) y/o filtracién o precipitacion. Las etapas de replegar la proteina pueden
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usarse, como se desea, para finalizar la configuraciéon de la proteina madura. Finalmente, cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) puede emplearse en las etapas finales de purificacion. Véase, por ejemplo, Parry et al.,
2001, Biochem. J. 353: 117, y Hong et al., 2007, Appl. Microbiol. Biotechnol. 73: 1331. Otros métodos de purificacion
bien conocidos en la técnica incluyen aquellos expuestos en Sandana (1997) Bioseparacion de Proteina, Academic
Press, Inc.; Bollag et al. (1996) Métodos de Proteinas, 22 Edicién, Wiley-Liss, NY; Walker (1996) El Manual de
Protocolos de Proteinas, Humana Press, NJ; Harris y Angal (1990) Aplicaciones de Purificacion de Proteinas: Una
Técnica Practica, IRL Press en Oxford, Oxford, Inglaterra; Scopes (1993) Purificacion de Proteinas: Principios y
Practica, 32 Edicién, Springer Verlag,NY; Janson y Ryden (1998) Purificacién de Proteinas: Principios, Métodos y
Aplicaciones de Alta Resolucion, Segunda Edicién, Wiley-VCH, NY; y Walker (1998) Protocolos de Proteinas en CD-
ROM, Humana Press, NJ; PURIFICACION DE PROETINAS: PRINCIPIOS, METODOS DE ALTA RESOLUCION Y
APLICACIONES, J. C. Janson (Ed.), Wiley 2011; EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS DE ALTO
RENDIMIENTO: METODOS Y PROTOCOLOS, S. A., Doyle (Ed.) Humana Press 2009.

Técnicas generales

Los polinucledtidos que codifican proteinas GH61 y otras proteinas pueden prepararse, por ejemplo,
mediante sintesis quimica usando el método clasico de fosforamidita descrito en Beaucage, et al., 1981, Tetrahedron
Letters, 22: 1859-69 o el método descrito por Matthes, et al., 1984, EMBO J. 3:801-05. Los oligonucleétidos de hasta
aproximadamente 40 bases se sintetizan individualmente, después se unen (por ejemplo, mediante métodos de
ligaciéon enzimatica o quimica, o métodos mediados por polimerasa) para formar esencialmente cualquier secuencia
continua deseada.

Los textos generales que describen técnicas biolégicas moleculares que incluyen el uso de vectores,
promotores, métodos de amplificacion in vitro que incluyen reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y la reaccion
en cadena de la ligasa (LCR) son Berger y Kimmel, GUIA PARA TECNICAS DE CLONACION MOLECULAR,
METODOS EN ENZIMOLOGIA volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); Sambrook et al.,
CLONACION MOLECULAR - UN MANUAL DE LABORATORIO (22 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 y PROTOCOLES ACTUALES EN BIOLOGIA MOLECULAR, F. M. Ausubel et
al., eds. Current Protocols (como suplemento a lo largo de 2009).

VII. Purificacién de proteinas GH61 enddgenas de caldo de cultivo

Como una alternativa a la expresion recombinante de proteinas HG61 de esta divulgacion, las proteinas
GH61 secretadas pueden fraccionarse del caldo de cultivo de Myceliophthora thermophila que produce y secreta una
0 mas proteinas endégenas con actividad GH61. De la misma manera, GH61 endégeno no secretado puede
recuperarse mediante lisis de células de M. thermophila.

Las proteinas GH61 de esta divulgacion pueden obtenerse a partir de células que expresan proteinas GH61
usando técnicas estandares de separacion de proteinas, como las descritas anteriormente, y siguiendo la actividad
GH®61 durante el fraccionamiento con un ensayo adecuado de actividad GH61.

Como se ilustra en los Ejemplos, cuando se aisla la proteina de caldo de cultivo de M. thermophila, una
combinacién efectiva es cromatografia en un grupo fenilo que presente resina, seguido de cromatografia de
intercambio de anién. Como resultado de las técnicas de separacion, la actividad especifica de la proteina GH61 (la
actividad observada en un ensayo de actividad por unidad total de proteina) puede aumentar aproximadamente 10,
aproximadamente 25, aproximadamente 100, aproximadamente 250, aproximadamente 1000 veces 0 mas.

Una vez que la actividad GH61 se ha fraccionado de una fuente adecuada, las fracciones pueden
recombinarse entre si y/o con proteinas GH61 recombinantes en cualquier combinacion (véase Ejemplos). Tales
fracciones o combinaciones pueden después usarse para promover la actividad de una o mas celulasas, como aqui
se describe. Las proteinas GH61 purificadas o recombinantes de esta divulgacién, y combinaciones de ellas, pueden
provocar un aumento en el indice de actividad de celulasa para conversion de biomasa celulésica u otro sustrato a
azUcares fermentables en al menos aproximadamente 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, al menos aproximadamente 25%,
al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 35%, al menos aproximadamente 40%, al menos
aproximadamente 45%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos
aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente duplicar, al menos
aproximadamente cuadriplicar o0 mas.

Al usar tales técnicas de separacion de proteinas en combinacién con un ensayo de actividad GH61, se ha
determinado que las fracciones de proteina que tienen datos de secuencia completa o parcial correspondientes a
GH61f, GH61a, GH61v, GH61p, GH61g, y GH61i (SEQ ID NOs: 2, 7, 13, 20, 21, 23, 26) tienen la habilidad para
mejorar la actividad de celulasa de acuerdo con su clasificacion como una proteina GH61 (Véase Ejemplos).

VIII: Celulasas
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Las proteinas GH61 de esta divulgacién son Utiles para aumentar la produccién de azucares fermentables
en una reaccion de sacarificaciéon con una 0 mas enzimas de celulasa. La proteina GH61 y las enzimas de celulasa
pueden producirse en la misma célula o en células diferentes. En cada caso, las enzimas de celulasa pueden
expresarse a partir de una region codificadora recombinante o a partir de un gen constitutivo. Las enzimas de
celulasa pueden proporcionarse en forma de un caldo de cultivo o sobrenadante, o purificarse hasta el punto que se
desee.

Las celulasas para uso en la presente invencién pueden derivase de cualquier organismo que produzca
celulasas, y pueden expresarse en, para ilustracion pero sin limitacion, cualquier célula aqui descrita. En algunas
realizaciones las celulasas se derivan de y/o se expresan en un hongo filamentoso (por ejemplo, especie
Myceliophthora, Aspergillus Azospirillum, y Trichoderma) o célula de levadura. Para ilustraciéon, pueden usarse las
celulasa derivadas de cualquiera de las siguientes células. Por ejemplo, muchos hongos (incluyendo pero sin limitar
a especies de Thielavia, Humicola, Chaetomium, Neurospora, Chaetomidium, Botryosphaeria, Trichophaea,
Aspergillus, Schizophyllum, Agaricus, Sporotrichium, Corynascus, Myceliophthora, Acremonium, Thermoascus,
Alternaria, Botryotinia, Phanerochaete, Claviceps, Cochliobolus, Cryphonectria, Emericella, Fusarium, Gibberella,
Hypocrea, Irpex, Magnaporthe, Nectria, Neosartorya, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Podospora, Polyporus,
Sclerotinia, Sordaria, Talaromyces, Trichoderma, y Volvariella. Por ejemplo, Acremonium thermophilum; Agaricus
bisporus; Alternaria alternate; Aspergillus aculeatus; Aspergillus clavatus; Aspergillus flavus; Aspergillus fumigatus;
Aspergillus nidulans; Aspergillus niger; Aspergillus oryzae; Aspergillus terreus; Botryotinia fuckeliana; Chaetomium
thermophilum; Phanerochaete Chrysosporium; Claviceps purpurea; Cochliobolus carbonum; Cryphonectria
parasitica; Emericella nidulans; Fusarium oxysporum; Fusarium poae; Fusarium venenatum; Gibberella avenacea;
Gibberella pulicaris; Gibberella zeae; Humicola grisea; Hypocrea koningii; Hypocrea lixii; Hypocrea virens; Irpex
lacteus; Magnaporthe grisea; Nectria haematococca; Neosartorya fischeri; Neurospora crassa; Penicillium
chrysogenum; Penicillium decumbens; Penicillium funiculosum; Penicillium janthinellum; Penicillium marneffei;
Penicillium occitanis; Penicillium oxalicum; Phanerochaete chrysosporium; Pleurotus sp. 'Florida’; Podospora
anserine; Polyporus arcularius; Sclerotinia sclerotiorum; Sordaria macrospora; Talaromyces emersonii; Talaromyces
stipitatus; Thermoascus aurantiacus; Trichoderma sp.; Trichoderma viride; Trichoderma reseipdb; Volvariella
volvacea. En una realizacion la célula es M. thermophila.

Endoglucanasa (EG)

La divulgacién proporciona una célula que expresa una proteina GH61 en combinacion con una
endoglucanasa recombinantes. Los términos “endoglucanasa” o “EG” se refieren a un grupo de enzimas de celulasa
clasificadas como E.C. 3.2.1.4. Estas enzimas catalizan la hidrélisis de enlaces glicosidicos internos 3-1,4.

Por ejemplo, la célula puede contener una secuencia recombinante de polinucledtido que codifica la
proteina EG. La secuencia de polinucleétido EG puede estar operativamente unida a un promotor heterélogo y/o la
secuencia de polipéptido EG comprende una sefial de secuencia. La proteina EG puede expresarse como una pre-
proteina, que se secreta de la célula con la pérdida simultanea del péptido de sefial.

EG puede comprender una endoglucanasa endogena de M. thermophila como EG2a de M. thermophila
(véase WO 2007/109441) o una variante de la misma. EG puede ser de S. avermitilis, con una secuencia expuesta
en el acceso GenBank NP_821730, o una variante como la descrita en US 2010/0267089 Al. EG puede ser un
Thermoascus aurantiacus EG, o un EG enddgeno de una bacteria, una levadura, o un hongo filamentoso diferente
de M. thermophila. De hecho, se contempla que cualquier EG adecuado encontrara uso en combinacién con las
proteinas GH61 aqui proporcionadas. No se pretende que la presente invencion esté limitada a ninguna EG
especifico.

B-Glucosidasa (BGL)

La divulgacion proporciona una célula que expresa una proteina GH61 en combinacién con una [-
glucosidasa recombinante. Los términos “B-glucosidasa”, “celobiodasa” o “BGL” se refieren a un grupo de enzimas
de celulasa clasificados como E.C. 3.2.1.21. Estas enzimas hidrolizan celobiosa a glucosa.

Por ejemplo, la célula puede contener una secuencia de polinucleétido recombinantes que codifica la
proteina BGL, donde la secuencia de polinucledtido esta operativamente unida a un promotor heterélogo y/o
secuencia de sefial. La proteina BGL puede expresarse como una pre-proteina, que se secreta de la célula con
pérdida simultanea del péptido de sefal.

BGL puede ser una M. thermophila BGL1 o una variante de la misma. La BGL1 puede comprender la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 60 o SEQ ID NO: 66, o es una variante de las mismas, 0 una variante descrita
en US 2011/0129881 Al. Alternativamente, la BGL es de Thermoascus aurantiacus (TaBGL), que tiene una
secuencia expuesta como SEQ ID NO: 61, o es una variante de la misma, o una variante como las descritas en US
2011/0124058 Al.
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Alternativamente, la BGL es de Azospirillum irakense (CelA), que tiene una secuencia expuesta como SEQ
ID NO: 62, o una variante de la misma, o una variante descrita en US 2011/0114744 Al. Alternativamente, BGL se
describe en la TABLA 1 de la solicitud PCT N° PCT/US2010/038902. Alternativamente, la BGL es una BGL
enddgena de una bacteria, una levadura, un hongo filamentosos diferente a M. thermophila. También se contempla
el uso de variantes de BGLs que ocurren de manera natural. De hecho, se contempla que cualquier BGL adecuada
encontrard uso en combinacion con las proteinas GH61 aqui proporcionadas. No se pretende que la presente
invencién se limite a ninguna BGL especifica.

Celobiohidrolasa de Tipo 1y Tipo 2

La divulgacion proporciona una célula que expresa una proteina GH61 en combinacién con una
celobiodrilasa recombinante de Tipo 1. Los términos “celobiohidrolasa”, “exoglucanasa”, exo-celobiodrilasa” o “CBH”"
se refieren a un grupo de enzimas de celulasa clasificadas como E.C. 3.2.1.91. Las celobiohidroasas de Tipo 1
(CBH2) hidrolizan celobiosa en un proceso del extremo reductor las cadenas de celulosa. Las celobiodrilasas de

Tipo 2 (CBH3) hidrolizan celobiosa en un proceso del extremo no reductor las cadenas de celulosa.

Por ejemplo, la célula puede contener una secuencia de polinucledtido recombinante que codifica la
proteina CBH, donde la secuencia de polinucledtido esta operativamente unida a un promotor heterélogo y/o
secuencia de péptido de sefial. La proteina CBH puede expresarse como una pre-proteina, que se secreta de la
célula con pérdida simultanea del péptido de sefial.

La célula puede ser una célula M. thermophila, y puede ser una celobiodrolasa enddégena, como CBH1a,
que tiene una secuencia expuesta en SEQ ID No. 63 o0 67 o una variante de la misma. Alternativamente, CBH1 es
una CBH1 enddgena de una bacteria, una levadura, un hongo filamentosos diferente a M. thermophila o una variante
de CBH1s que ocurren de manera natural. De hecho, se contempla que cualquier CBH adecuada encontrara uso en
combinacién con las proteinas GH61 aqui proporcionadas. No se pretende que la presente invencién se limite a
ninguna CBH especifica.

IX.: Composiciones libres de células donde la proteina GH61 se combina con enzimas de celulasa

En un aspecto, la divulgaciéon proporciona una composicion que comprende al menos una proteina GH61
aqui descrita (por ejemplo, que comprende una secuencia de SEQ ID NO. 1-30, que comprende una parte secretada
de la proteina GH61, que comprende una parte truncada de terminal amino de la proteina GH61, y variantes
bioldgicamente activas de las mismas), en combinaciéon con al menos una, al menos dos, al menos tres o mas
celulasas seleccionadas de EGs, BGLs, CBH1s y/o CBH2s, donde la masa combinada de EG, BGL, CBH1 y/o CBH2
es al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60% o al menos aproximadamente 70% de la
proteina total libre de célula en la composicién. La proteina GH61 (ya sea en caldo o en forma parcialmente
purificada) puede combinarse con celulasas de M. thermophila o de otros organismos productores de celulasa
(incluyendo, por ejemplo, organismos enumerados mas abajo).

En algunas composiciones de la invencion, la proteina GH61 comprende SEQ ID NO: 2; y (a) la CBH1 es
una variante CBH1a de M. thermophila con al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%,
algunas veces al menos aproximadamente 90%, y algunas veces al menos aproximadamente 95% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 63 o 67; y/o (b) la CBH2 es una variante CBH2b de M. thermophila con al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, algunas veces al menos aproximadamente 90%, y
algunas veces al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 64 o 68; y/o (c) la BGL
es una variante BGL1 de M. thermophila con al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%,
algunas veces al menos aproximadamente 90%, y algunas veces al menos aproximadamente 95% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 60 o 66.

La composicién también puede ser un medio de cultivo celular (esto es, caldo de cultivo) que contiene
GH61 recombinante secretado y proteinas de celulasa. Tale medios pueden producirse cultivando células
recombinantes descritas aqui anteriormente bajo condiciones donde una combinacion de enzimas (por ejemplo,
proteinas GH61, EG, CBH y/o BGL) se expresa y secreta. El medio de cultivo celular puede estar esencialmente
libre de células, por ejemplo, retirandolas mediante centrifugaciéon o filtracion. Una composicion para degradar
celulosa puede producirse cultivando células recombinantes descritas anteriormente bajo condiciones donde las
enzimas (por ejemplo, proteinas GH61, EG, CBH y/o BGL) se expresan y secretan, opcionalmente retirando las
células del medio, y opcionalmente enriqueciendo el medio para aumentar la concentracién de proteinas.

X. Uso de proteinas GH61 en reacciones de sacarificacion

Las reacciones de sacarificacion pueden realizarse exponiendo un sustrato celulésico (por ejemplo,
biomasa pre-tratada) a una proteina GH61 y celulasa, que funcionan en concierto para hidrolizar una celulosa y
producir azlcares fermentables.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 623 288 T3

Tipicamente, las celulasas incluyen al menos una endoglucanasa (EG), al menos una [-glucosidasa (BGL),
al menos una celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y/o al menos una celobiohidrolasa de Tipo 2 (CBH2).

Las células y composiciones de la invencion (incluyendo el caldo de cultivo o lisados celulares) pueden
usarse en la produccion de azlcares fermentables de biomasa celulésica. El sustrato de biomasa puede convertirse
a un azucar fermentable (a) pre-tratando opcionalmente un sustrato celulésico para aumentar su susceptibilidad a
hidrélisis; (b) contactando el sustrato celulésico opcionalmente pre-tratado de la etapa (a) con una composicion,
medio de cultivo o lisado celular que contenga una proteina GH61 y celulasas bajo condiciones adecuadas para la
produccién de celobiosa y azlcares fermentables (por ejemplo, glucosa).

En una realizacion, para realizar una reaccion de sacarificacion, cada una de las proteinas GH61 y enzimas
de celulasa referidas anteriormente pueden purificarse parcialmente o sustancialmente, y las proteinas purificadas
se combinan con el sustrato celulésico. En otra realizacion las varias proteinas individuales se expresan
recombinantemente en diferentes células, y los medios que contienen las proteinas secretadas se afiaden a la
biomasa.

Las composiciones pueden reaccionar con el sustrato a una temperatura en el rango de aproximadamente
25° C a aproximadamente 110 °C, de aproximadamente 30° C a aproximadamente 90 °C, de aproximadamente 30°
C a aproximadamente 80 °C, de aproximadamente 40° C a aproximadamente 80 °C, de aproximadamente 35° C a
aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 55° C a aproximadamente 100 °C o a aproximadamente 90 °C. El
proceso puede realizarse a un pH en un rango de desde aproximadamente pH 3,0 a aproximadamente 8,5, desde
aproximadamente pH 3,5 a aproximadamente 8,5, desde aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 7,5, desde
aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 7,0 y desde aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 6,5. Los
tiempos de reaccion para convertir un sustrato particular de biomasa en un azucar fermentable pueden variar pero el
tiempo o6ptimo de reaccion puede determinarse facilmente. Los tiempos ejemplares de reaccién pueden estar en el
rango de desde aproximadamente 1 a aproximadamente 240 horas, desde aproximadamente 5 a aproximadamente
180 horas y desde aproximadamente 10 a aproximadamente 150 horas. Por ejemplo, el tiempo de incubacion
puede ser al menos 1 hora, al menos 5 h, al menos 10 h, al menos 15 h, al menos 25 h, al menos 50 h, al menos
100 h o al menos 180 h.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de GH61 de la presente divulgacion se usan en combinacién con
otros ingredientes opcionales como al menos un tampén o un surfactante. En algunas realizaciones, se usa al
menos un tampén con el polipéptido de GH61 de la presente divulgacion (opcionalmente combinado con otras
enzimas) para mantener un pH deseado en la solucién donde se emplea GH61. Los tampones adecuados son bien
conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, se usa al menos un surfactante con la GH61 de la presente
divulgacion. Los cationes (por ejemplo, Cu**, Mn**, Co**, Mg** y Ca** en concentraciones de 0,001 a 50 mM, de 5
pM a 1 mM, de 10-50 uM a 10-20 uM) pueden incluirse en la reaccion.

Las combinaciones ejemplares de la proteina GH61 y celulasas incluyen: proteina GH61 con una o mas
endoglucanasas (EG); (BGL); proteina GH61 con una o mas 1 (CBH1); o proteina GH61 con una o mas
celobiohidrolasas de Tipo 2 (CBH2). Otras combinaciones son proteina GH61 con EG y BGL,; proteina GH61 con EG
y CBH1,; proteina GH61 con EG y CBH2; proteina GH61 con BGL y CBH1; proteina GH61 con BGL y CBH2, o
proteina GH61 con CBH1 y CBH2. Otras combinaciones son proteina GH61 con EG, BGL, y CBH1,; proteina GH61
con EG, BGL, y CBH2; proteina GH61 con EG, CBH1, CBH2; proteina GH61 con BGL, CBH1, y CBH2; y proteina
GH61 con todos de EG, BGL, CBH1, y CBH2. Otras enzimas enumeradas en esta divulgacion pueden incluirse en
una o mas de estas combinaciones.

En algunas realizaciones de la divulgacioén, la mezcla de enzimas comprende una GH61 aislada como aqui
se proporciona y al menos una o mas de una celobiodrolasa de tipo 1 como CBHla, una CBH2b aislada, una
endoglucanasa aislada (EG) como una endoglucanasa de tipo 2 (EG2), o una endoglucanasa de tipo 2 (EG2), y/o
una B-glucosidasa aislada (BGL). En algunas realizaciones, al menos 5%, al menos 10%, al menos 15%, al menos
20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45% o al menos 50% de la mezcla de
enzimas es GH61. En algunas realizaciones, la mezcla de la encima comprende ademas una celobiodrolasa tipo 1a
(por ejemplo, CBH2a), y GH61, donde las enzimas juntas comprenden al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%,
al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al
menos 75% o al menos 80% de la mezcla de la enzima. En algunas realizaciones, la mezcla de la enzima
comprende ademas una B-glucosidasa (BGL), GH61, CBH2b, donde las tres enzimas juntas comprenden al menos
30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al
menos 70%, al menos 75%, al menos 80% 0 al menos 85% de la mezcla de enzimas. En algunas realizaciones, la
mezcla de la enzima comprende ademas una endoglucanasa (EG), GH61, CBH2b, CBH1a, BGL donde las cinco
enzimas juntas comprenden al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos
60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85% o al menos 90% de la mezcla de
la enzima. En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas comprende GH61, CBH2b, CBH1a, BGL y al menos una
EG, en cualquier proporcién adecuada para la reaccion deseada.
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En algunas realizaciones, la composicién de la mezcla de enzimas comprende celulasas aisladas en las
siguientes proporcionares por peso (donde el peso total de las celulasas es 100%); aproximadamente 20%-10% de
BGL, aproximadamente 30%-25% de CBH1la, aproximadamente 10%-30% de GH61, aproximadamente 20%-10%
de EG1b, y aproximadamente 20%-25% de CBH2b. En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas comprende
celulasas aislada en las siguientes proporciones por peso: aproximadamente 20%-10% de GH61, aproximadamente
25%-15% de BGL, aproximadamente 20%-30% de CBH1a, aproximadamente 10%-15% de EG, y aproximadamente
25%-30% de CBH2b. En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas comprende celulasas aislada en las siguientes
proporciones por peso: aproximadamente 30%-20% de GH61, aproximadamente 15%-10% de BGL,
aproximadamente 25%-10% de CBH1la, aproximadamente 25%-10% de CBH2b, aproximadamente 15%- 10% de
EG. En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas comprende celulasas aislada en las siguientes proporciones por
peso: aproximadamente 40-30% de GH61, aproximadamente 15%-10% de BGL, aproximadamente 20%-10% de
CBH1a, aproximadamente 20%-10% de CBH2b, y aproximadamente 15%-10% de EG.

En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas comprende celulasas aislada en las siguientes
proporciones por peso: aproximadamente 50-40% de GH61, aproximadamente 15%-10% de BGL, aproximadamente
20%-10% de CBHla, aproximadamente 15%-10% de CBH2b, y aproximadamente 10%-5% de EG. En algunas
realizaciones, la mezcla de enzimas comprende celulasas aislada en las siguientes proporciones por peso:
aproximadamente 10%-15% de GH61, aproximadamente 20%-25% de BGL, aproximadamente 30%-20% de
CBH1a, aproximadamente 15%-5% de EG, y aproximadamente 25%-35% de CBH2b. En algunas realizaciones, la
mezcla de enzimas comprende celulasas aislada en las siguientes proporciones por peso: aproximadamente 15%-
5% de GH61, aproximadamente 15%-10% de BGL, aproximadamente 45%- 30% de CBH1la, aproximadamente
25%-5% de EG1b, y aproximadamente 40%-10% de CBH2b. En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas
comprende celulasas aislada en las siguientes proporciones por peso: aproximadamente 10% de GH61,
aproximadamente 15% de BGL, aproximadamente 40% de CBHla, aproximadamente 25% de EG, y
aproximadamente 10% de CBH2b.

En algunas realizaciones, el componente de enzima comprende mas de una enzima CBH2b, CBH1a, EG,
BGL y/o GH61 (por ejemplo, 2, 3 6 4 enzimas diferentes) en cualquier combinacion adecuada. En algunas
realizaciones, una composicion de mezcla de enzimas de la invencién comprende ademas al menos una proteina
y/o enzima adicional. En algunas realizaciones, las composiciones de mezcla de enzimas de la presente invencion
comprenden ademas al menos un enzima adicional diferente a GH61, BGL, CBH1la, GH61 y/o CBH. En algunas
realizaciones, las composiciones de mezcla de enzimas de la invencién comprenden ademas una celulasa adicional,
diferente a la variante de GH61, BGL, CBH1a, GH61 y/o CBH. En algunas realizaciones, el polipéptido GH61 de la
invencién esta también presente en mezclas con enzimas de no-celulasa que degradan celulosa, hemicelulosa,
pectina y/o lignocelulosa y/o enzimas descritas aqui mas abajo.

Realizaciones ejemplares de M. thermophila
Para ilustracion y no limitacion, se proporcionan las siguientes realizaciones ejemplares:

Una realizacion de la divulgacion es una célula huésped que es una célula M. tehrmophila que expresa una
proteina recombinantes que comprende SEQ ID NO: 1-30, que comprende una parte secretada de la proteina GH61,
que comprende una parte truncada de terminal amino de la proteina GH61 y variantes biolégicamente activas de las
mismas. En algunos casos, la célula expresa una GH61 seleccionada de SEQ ID Nos: 3 a 12 o la proteina secretada
correspondiente, o una GH61 seleccionada de SEQ ID Nos: 13 a 256 o la proteinas secretada correspondiente.

La divulgacién proporciona una célula que comprende una secuencia de acido nucleico recombinante que
codifica una proteina GH61. En algunos aspectos, la divulgacion proporciona una célula que comprende una
secuencia de acido nucleico recombinantes que codifica una proteina con al menos aproximadamente 70%, al
menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente 92%, al menos
aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98% o al menos
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2, o al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente 92%, al menos
aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98% o al menos
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con la parte secretadas de una cualquiera de las SEQ ID Nos: 1 a
30, que comprenden una parte secretada de la proteina GH61 (por ejemplo, SEQ ID NO: 2), que comprenden una
parte truncada de terminal amino de la proteina GH61, y variantes biolégicamente activas de las mismas. La
secuencia de acido nucleico recombinante puede codificar una proteina con al menos aproximadamente 70%, al
menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente 92%, al menos
aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos aproximadamente 95%, al menos
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aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98% o al menos
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con una proteina GH61 enumerada en la TABLA 1 o TABLA 2.

El acido nucleico puede comprender la secuencia de nucledtido mostrada en cualquiera de SEQ ID Nos: 31
a 59, o un fragmento de la misma, o un &cido nucleico que se hibrida con SEQ ID Nos: 31-59 (o la secuencia
exactamente complementaria) bajo condiciones severas (esto es, severidad media alta, alta o muy alta), y que
codifica un polipéptido con actividad GH61. Alternativamente, el acido nucleico puede codificar un polinucleétido que
es al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90% o al menos
aproximadamente 95% o al menos aproximadamente 99%, idéntico a cualquiera de tales secuencias o fragmentos,
donde el &cido nucleico codifica y puede expresarse para proporcionar un polipéptido con actividad GH61.
Opcionalmente, tales secuencias de acido nucleico pueden optimizarse con cod6n para expresioén en una especie
particular, como una levadura, como se describe en otro punto en esta divulgacion.

En una realizacién de la divulgacién, una célula huésped expresa al menos una GH61 recombinante que
comprende una cualquiera de SEQ ID Nos: 1 a 30, y/O al menos una proteina GH61 recombinante que tiene al
menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%, al menos
aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98% o al menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia con SEQ ID Nos: 1 a 25;y
también expresa:

a) una proteina EG recombinante con al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, algunas veces al menos aproximadamente 90% y algunas
veces al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con M. thermophila EG2a (SEQ ID NO: 65); y/o

b) una proteina CBHla recombinante con al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al
menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, algunas veces al menos aproximadamente 90% y
algunas veces al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 63 0 67; y/o

c) una proteina CBH2b recombinante con al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al
menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, algunas veces al menos aproximadamente 90% y
algunas veces al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 64 o0 68; y/o

d) una proteina BGL recombinante con al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al
menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, algunas veces al menos aproximadamente 90% y
algunas veces al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 60, 61, 62 o 66.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, la célula expresa al menos una, al menos dos, al menos tres (por
ejemplo, b-d) o las cuatro de (a), (b), (c) y (d).

XI. Sacarificacién en ausencia de EG exdgeno

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método para hidrolizar un sustrato celulésico que comprende
combinar una proteina GH61 con enzimas de B-glucosidasa (BGL) y celobiodrolasa (CBH), en una composicién
sustancialmente libre de endoglucanasa (EG). Se apreciara que la actividad de tipo EG a la que contribuy6 una
proteina GH61 no es considerada una endoglucanasa. Como se ilustra en el ejemplo mas abajo, una reaccion de
sacarificacion puede realizarse en presencia de una proteina GH61, una B-glucosidasa, y una o0 mas enzimas de
celobiodrolasa, sin EG recombinante o sin EG afiadido, o sustancialmente libre de EG. Bien celobiodrolasa de Tipo 1
o de Tipo 2 o ambas pueden estar presentes. En ausencia de EG, GH61 puede aumentar la producciéon de una
reaccion de sacarificacion por BGL y CBH sencilla en mas de 1,5 0 1,7 veces.

Se dice que una reaccion esta “sustancialmente libre” de endoglucanasa si (a) no haya actividad de
endoglucanasa detectable en la reaccion, o (b) la cantidad de esa enzima EG presente sea inferior a 2%, a menudo
inferior a 1%, a menudo inferior a 0,5%, a menudo inferior a 0,2% y a menudo inferior a 0,1% (p/p) de la cantidad de
BGL presente, o (c) la cantidad de esa enzima EG presente sea inferior a 2%, a menudo inferior a 1%, a menudo
inferior a 0,5%, a menudo inferior a 0,2% y a menudo inferior a 0,1% (p/p) de la cantidad de CBH presente, o (d) la
cantidad de esa enzima EG presente sea inferior a 2%, a menudo inferior a 1%, a menudo inferior a 0,5%, a menudo
inferior a 0,2% y a menudo inferior a 0,1% (p/p) de la cantidad de GH61 presente, o (e) la cantidad de esa enzima
EG presente sea inferior a 2%, a menudo inferior a 1%, a menudo inferior a 0,5%, a menudo inferior a 0,2% y a
menudo inferior a 0,1% (p/p) de la cantidad de celulosa total presente.

XIl. Composiciones que comprenden otras enzimas

Las enzimas adicionales que pueden actuar en concierto para hidrolizar un sustrato celulésico (tal como
celulosa o un sustrato que contiene almidén) en el proceso de sacarificacion pueden incluirse en las composiciones
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0 incorporarse en los métodos de esta invencién. Tales enzimas incluyen, aunque no se limitan a, xilanasas,
hemicelulasas, amilasas, esterasas y celulasas, a -glucosidasas, aminopeptidasas, carbohidrasas,
carboxipeptidasas, catalasas, quitinasas, cutinasas, ciclodextrina glicosiltransferasas, deoxirribonucleasas, o-
galactosidasas, B-galactosidasas, glucoamilasas, glucocerebrosidasas, invertasas, lacasas, lipasas, manosidasas,
mutanasas, oxidasas, enzimas pectinoliticas, peroxidasas, fosfolipasas, fitasas, polifenoloxidasas, ribonucleasas y
trans-glutaminasas, asi como otras celulosas (por ejemplo, celobiodrolasas de tipo 1 y tipo 2, endoglucanasas y 3-
glucosidasas). Las mezclas de celulasa para hidrdlisis enzimatica eficiente de celulosa son bien conocidos (Véase,
por ejemplo, Viikari et al.,, 2007, Adv. Biochem. Eng. Biotechnol., 108: 121-45; y publicaciones de patentes de
Estados Unidos 2009/0061484; US 2008/0057541; y US 2009/0209009). En algunas realizaciones, las mezclas de
enzimas purificadas que ocurren de manera natural o recombinantes se combinan con materia prima celulésica o un
producto de hidrdlisis de celulosa. En algunas realizaciones, una o0 mas poblaciones, cada una produciendo una o
mas celulosas que ocurren de manera natural o recombinantes, se combinan con materia prima celulésica o un
producto de hidrolisis de celulosa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una endoxilanasa. Las endoxilanasas (EC 3.2.1.8) catalizan la endohidrélisis de 1,4-B-D-enlaces xilosidicos en
xilanos. Esta enzima también puede referirse como endo-1,4-B-D-xilanasa o 1,4-B-D-xilano xilanohidrolasa. En
algunas realizaciones, una alternativa es EC 3.2.1.136, o glucuronoarabinoxilano endoxilanasa, una enzima que es
capaz de hidrolizar 2,4 enlaces xilosidicos en glucuronoarabinoxilanos.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona la menos una GH61 y al menos
una B-xilosidasa. B-xilosidasas (EC 3.2.1.37) catalizan la hidrolisis de 1,4-B-D-xilanos, para retirar los residuos
sucesivos de D-xilosa de las terminales no reductoras. Esta enzima puede también referirse como xilano, 1,4-p-
xilosidasa, 1,4-B-D-xilano xilohidroasa, exo 1,4-B-xilosidas o xilobiasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgaciéon proporciona al menos una GH61 y al menos
una o-L-arabinofuranosidasa. a-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) catalizan la hidrélisis de residuos alfa-L-
arabinofuranosidasa no reductoras de terminal. La enzima actia en alfa-L-arabinofuranosidasas, alfa-L-arabinans
gue contiene (1,3)-y/o (1,5)-uniones, arabinoxilanos y arabinogalactanos. Alfa-L-arabinofuranosidasa es también
conocida como arabinosidasa, alfa-arabinosidasa, alfa-Llarabinosidasa, alfa-arabinofuranosidasa,
arabinofuranosidasa, poliscararido alfa-L- arabinofuranosidasa, alfa-L- arabinofuranosidasa hidrolasa, L-
arabinosidasa y alfa-L-arabinananasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una alfa-glucuronidasa. Alfa- glucuronidasa (EC 3.2.1.139) catalizan la hidrélisis de una alfa-D- glucuronidasa a D-
glucuronato y un alcohol.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacién proporciona al menos una GH61 y al menos
una acetilxilanesterasa. Acetilxilanesterasas (EC 3.1.72) catalizan la hidrélisis de grupo de acetilo de xilano
polimérico, xilosa acetilada, glucosa acetilada, acetato alfa-naftilo, y acetato p-nitrofenilo.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgaciéon proporciona al menos una GH61 y al menos
un feruloil esterasa. Feruil esterasas (EC 3.1.1.73) tienene actividad 4-hidroxi-3-metoxicinamoil-aztcar hirolasa (EC
3.1.1.73) que cataliza la hidrolisis del grupo 4-hidroxi-3-metoxicinamoil (feruloil) a partir de un azucar esterificado,
gque es normalmente arabinosa en sustratos “naturales”, para producir ferulato (4-hidroxi-3-metoxicinamato). Feruloil
esterasa es también conocido como esterasa de acido ferulico, esterasa de hidroxicinamoil, FAE-IIl, cinamoil éster
hidrolasa, FAEA, cinnAE, FAE-I o FAE-II.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgaciéon proporciona al menos una GH61 y al menos
una coumaroil esterasa. Coumaroil esterasas (EC 3.1.1.73) catalizan una reaccién de la forma: coumaroil-sacarido +
H20) coumarato + sacéarido. En algunas realizaciones, el sacarido es un oligosacarido o un polisacarido. Esta enzima
también puede ser referida como trans-4-coumaroil esterasa, trans-p-coumaroil esterasa, p-coumaroil esterasa o
acido p-coumarico esterasa. La enzima también se clasifica en EC 3.1.1.73 de manera que también puede ser
referida como feruoil esterasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una alfa-galactosidasa. Alfa-galactosidadas (EC 3.2.1.222) catalizan la hidrdlisis de residuos de B-D-galactosa no
reductora de terminal en B-D-galactosidos. En algunas realizaciones, el polipéptido es también capaz de hidrolizar a-
L-arabinosidos. Esta enzima también puede ser referida como exo-(1->4)-B-D-galactanasa o lactasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacién proporciona al menos una GH61 y al menos
una beta-mananasa. Beta-mananasas (EC 3.2.1.78) catalizan la hidrdlisis aleatoria de enlaces 1,4-B-D manosidicos
en mananos, galactomananos y glucomananos. Esta enzima también puede ser referida como manano endo-1,4-3-
manosidasa o endol,4-mananasa.
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En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgaciéon proporciona al menos una GH61 y al menos
una beta-manosidasa. Beta-manosidadas (EC 3.2.1.25) catalizan la hidrdlisis de residuos 3-D-manosa no reductores
de terminal en B-D-manosidos. Esta enzima también puede ser referida como mananansa o manasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una glucoamilasa. Glucoamilasas (EC 3.2.1.3) catalizan la liberacién de D-glucosa de extremos no reductores de
moléculas oligo- y poli-sacaridos. La glucoamilasa es a menudo considerada un tipo de amilasa conocido como
amilo-glucosidasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una amilasa. Amilasas (EC 3.2.1.1) son enzimas divisoras de almidon que degradan el almidén y compuestos
relacionados hidrolizando los enlaces a-1,4 y/o a-1-6 glucosidicos de una manera que actla endo- o exo-. Las
amilasas incluyen a-amilasas (EC 3.2.1.1); B-amilasas (3.2.1.2), amilo-amilasas (EC 3.2.1.3), a-glucosidasas (EC
3.2.1.20), pululanasas (EC 3.2.1.41) e isoamilasas (EC 3.2.1.68). En algunas realizaciones, la amilasa es a-amilasa.
En algunas realizaciones una o mas enzimas que degradan pectina se incluyen en las mezclas de enzimas que
comprenden GH61 de la presente divulgacion. Una pectinasa cataliza la hidrélisis de pectina en unidades mas
pequefias como oligosacarido o sacaridos monoméricos. En algunas realizaciones, las mezclas de enzimas
comprenden cualquier pectinasa, por ejemplo una edo-poligalacturonasa, una pectina metil esterasa, una endo-
galactanasa, una pectina acetil esterasa, ujna endo-pectina liasa, pectato liasa, alfa ramosidasa, exo-galacturonasa,
una exo-poligalacturoanto liasa, una ramnogalacturonano hirolasa, una ramnogalacturonano liasa, una
ramnogalacturonano acetil esterasa, una ramnogalacturonano galacturonohidrolasa y/o una xilogalactruronasa.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos una endo-
poligalacturonasa. Endo-poligalacturonasas (EC 3.2.1.15) catalizan la hidrélisis aleatoria de enlaces 1,4, a-D-
galactosidurénicos en pectato y otros galacturonanos. Esta enzima puede también referirse como poligalacturonasa
pectina depolimerasa, pectinasa, endopoligalacturonasa, pectolasa, pectina hidrolasa, pectina poligalacturonasa,
poli- a-1,4-galacturonido glicanohidrolasa, endogalacturonasa; endo-D-galacturonasa o poli (1,4- a-D-galacturonido)
glicanohidrolasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una pectina metil esteras. Pectin metil esterasas (EC 3.1.1.11) catalizan la reaccion: pectina + n H20 = n metanol +
pectato. La enzima también puede ser conocida como pectinesterasa, pectina, demetoxilasa, pectina metoxilasa,
pectina metilesterasa, pectasa, pectinoesterasa o pectina pectilhidrolasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una endo-galactanasa.
Endo-galactanasas (EC 3.2.1.89) catalizan la endohidrélisis de enlaces 1,4-B-D-galactosidicos en
arabinogalactanos. La enzima también puede ser conocida como arabinogalactano endo-1,4- B-galactosidasa, endo-
1,4- B-galactanasa, galactanasa, arabinogalactanasa o arabinogalactano 4- 3-D-galactanohidrolasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una pectina acetil esterasa. Pectina acetil esterasa catalizan la desacetilacién de los grupos de acetilo en los grupos
hidroxilos de residuos GalUA de pectina.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacién proporciona al menos una GH61 y al menos
una endo-pectina liasa. Endo-pectina liasas (EC 4.2.2.10) catalizan la division eliminativa de (1- 4)-a-D-
galacturonano metil éster para dar oligosacaridos con grupos 4-deoxi-6-O-metil-a-D-galacto-4-enuronosil en sus
extremos no reductores. La enzima también puede ser conocida como pectina liasa, pectina trans-eliminasa; endo-
pectina liasa, transeliminasa polimetilgalacturénica, pectina metiltranseliminasa, pectoliasa, PL, PNL o PMGL o
(1 - 4)-6-O-metil--a-D-galacturonano liasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una pectanto liasa. Pectato liasas (EC 4.2.2.2) catalizan la division alternativa de (1 - 4)-a-D-galacturonano para dar
oligosacéaridos con grupos 4-deoxi-a-D-galacto-4-enuronosil en sus extremos no reductores. La enzima también
puede ser conocida como transeliminasa poligalacturénica, transeliminasa de acido péctico, poligalacturonato liasa,
endopectina metiltranseliminasa, pectato transeliminasa, endogalacturonato transeliminasa, liasa de acido péctico,
liasa péctica, acido o-1,4-D-endopoligalacturonico liasa, PGA liasa, PPasa-N, acido endo-o0-1,4-poligalacturonico
liasa, acido poligalacturénico liasa, pectina trans-eliminasa, acido poligalacturénico trans-eliminasa o (1 - 4)-0-D
galacturonano liasa.

En algunas realizaciones adiconales, la presente divulgacién proporciona al menos una GH61 y al menos
una alfa-ramnosidasa. Alfa-ramnosidadas (EC 3.2.1.40) catalizan la hirdlisis de residuos a-L-ramnosa no reductores
de terminal en un a-L-ramnosidasa N o a-L-ramnosidasa ramnohidrolasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una exo-galacturonasa. Exo-galacturonasas (EC 3.2.1.82) hidrolizan acido péctico del extremo no reductor, liberando
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digalacturonato. La enzima también puede ser conocida como  exo-poli-a-galacturonosidasa,
exopoligalacturonosidasa o exopoligalacturanosidasa.

En algunas realizaciones adicionales, la pesente divulgacién proporciona al menos una GH61 y al menos
una galacturano 1,4-alfa-galacturonidasa. Galacturano 1,4-alfa-galacturonidasas (EC 3.2.1.67) catalizan una raccion
del siguiente tipo: (1,4,a-D-galacturonido)n + H20 = (1,4,a-D-galacturonido)n-i + D-galacturonato. La enzima también
puede ser conocida ocmo poli [1->4) alfa-D-galacturonido] galacturonohidrolasa, exopoligalacturonasa,
poli(galacturonato) hidrolasas, exo-D-galacturonasa, exo-D-galacturonoasa, expololi-D-galacturonasa o poli (1,4,a-D-
galaturonido) galacturonohidrolasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una exopoligalacturonato liasa. Exopoligalacturonato liasas (EC 4.2.2.9) catalizan la division eliminativa de 4-(4-
deoxi-a-D-galacto-4-enuronosil)-D-galacturonato del extremo reductor de pectato (esto es, pectina desterificada).
Esta enzima también puede ser conocida como pectato disacarido-liaso, pectato exo-liaso, acido exopéctico
transeliminasa, exopectato liasa, acido exopoligalacturénico trans-eliminasa, PATE, exo-PATE, exo-PGL o liasa
disacarido redutor de extremo de (1 — 4)-a-galacturonano.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una ramnogalacturonanasa. Ramnogalacturonanasa hidrolizan el enlace entre &cido galactorsilurénico y
ramnopiranosilo de una manera endo en estructuras de ramnogalactruronano estrictamente alternativas, que
consisten en el disacarido [(1,2-alfa-L-ramnoil-(1,4)-alfa-acido galactosilurénico].

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una ramnogalacturonano liasa. Ramnogalacturonano liasas dividen enlaces a-L-Rhap-(1-4)-a-GalpA de una
manera endo en ramnogalacturonano mediante eliminacién de beta.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgaciéon proporciona al menos una GH61 y al menos
una ramnogalacturonano acetil esterasa. Ramnogalacturonano acetil esterasas catalizan la desacetilacion de la red
central de residuos alternantes de ramnosa y acido galacturénico en ramnogalacturonano.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacién proporciona al menos una GH61 y al menos
una ramnogalacturonano galacturonohidrolasa. Ramnogalacturonano galacturonohidrolasas hidrolizan &acido
galacturénico del extremo no reductor de estructuras de ramnogalactacturonano estrictamente alternantes ende una
manera exo. Esta enzima también puede ser conocida como xilogalacturonano hidrolasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una endo-arabinanasa. Endo-arabinanasas (EC 3.2.1.99) catalizan endohidrolisis de enlaces 1,5-0-
arabinofuranosidicos en 1,5-arabinanos. La enzima también puede ser conocida como endo-arabinasa, arabinana
endo-1,5-0-L-arabinosidadas, endo-1,5-o-L-arabinanasa y endo-a-1,5-arabanasa; endo-arabanasa o 1,5-0-L-
arabinana, 1,5-a-L-arabinanohidrolasa.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgaciéon proporciona al menos una GH61 y al menos
una enzima que participa en la degradacion de lignina en una mezcla de enzimas. La despolimerizacién de lignina
enzimatica puede realizarse mediante peroxidasas de lignina, peroxidasas de manganeso, lacasas y
dehidrogenasas de celobiosa (CDH), a menudo trabajando en sinergia. Estas enzimas extracelulares a menudo son
referidas como “encimas modificadoras del lignina” o “EMLS”. Tres de estas enzimas comprenden dos peroxidasas
gque contienen hemoglobina glicosiladas: lignina peroxidasas (LIP); peroxidasa dependiente de Mn (MNP); y lacasa
peroxidasa que contiene cobre (LCC):

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61y al menos
una lacasa. Las lacasas son enzimas de oxidasa que contienen cobre que se encuentran en muchas plantas,
hongos y microorganismos. Las lacasas son enzimaticamente activas en fenoles y moléculas similares y realizan
una oxidacion de electrones. Las lacasas pueden ser poliméricas y la forma enzimaticamente activa puede ser un
dimero o trimero.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una peroxidasa dependiente de Mn. La actividad enzimatica de peroxidasa dependiente de Mn (MnP) es
dependiente de Mn2+. Sin estar ligado a ninguna teoria, se ha sugerido que el papel principal de esta enzima es
oxidar Mn2+ a Mn3+ (Véase, por ejemplo, Glenn et al., Arch. Biochem. Biophys., 251:688-696 [1986]).
Posteriormente, los sustratos fenélicos se oxidan por el Mn3+ generado.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una lignina peroxidasa. La lignina peroxidasa es una hemoglobina extracelular que cataliza la despolimerizacion
oxidativa de soluciones diluidas de lignina polimérica in vitro. Algunos de los sustratos de LiP, mas notablemente 3,4-
dimetoxibenbil alcohol (veratril alcohol, VA), son compuestos activos redox que han demostrado actuar como
mediadores redox. VA es un metabolito secundario producido al mismo tiempo que LiP mediante cultivos
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ligninoliticos de P. chrysosporium y sin estar ligado a ninguna teoria, se han propuesto para que funcionaen como un
mediador redox fisioldgico en la oxidacién LiP-catalizada de lignina in vivo (Véase, por ejemplo, Harvey, et al., FEBS
Lett., 195-242-246 [1986])

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una proteasa, amilasa, glucoamilasa y/o una lipasa que participa en la degradacién de celulosa.

Como aqui se usa, el término “proteasa” incluye enzimas que hidrolizan enlaces de péptido (peptidasas),
asi como enzimas que hidrolizan enlaces entre péptidos y otras fracciones, como azlcares (glicopeptidasas).
Muchas proteasas se caracterizan bajo EC 3.4, y son adecuadas para su uso en la invencion. Algunos tipos
especificos de proteasas incluyen, cisteina proteasas que incluyen pepsina, papaina y serina proteasas que incluyen
quimotripsinas, carboxipeptidasas y metaloendopeptidasas.

Como aqui se usa, el término “lipasa” incluye enzimas que hidrolizan lipidos, acidos grasos y acilglicéridos,
incluyendo fosfoglicéridos, lipoproteinas, diacilgliceroles y similares. En plantas, los lipidos se usan como
componente estructural para limitar la pérdida de agua y la infeccion de patégenos. Estos lipidos incluyen ceras
derivadas de acidos grasos, asi como cutina y suberina.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
una expansina o una proteina de tipo expansina, tal como swollenina (Véase, por ejemplo, Salheimo et al., Eur. J.
Biochem., 269:42002-4211 [2002]) o una proteina de tipo swollenina. Las expansinas estaan implicadas en la
liberacion de la estructura de pared celular durante el crecimiento celular de la planta. Las expansinas se han
propuesto para interrumpir el enlace de hidrogeno entre celulosa y otros polisacaridos de pared celular sin tener
actividad hidroliticas. De esta manera, se piensa que permiten el deslizamiento de fibras de celulosa y el aumento de
la pared celular. Swollenina, una proteina de tipo expansina contiene un dominio de la Familia 1 del Médulo de
Enlace de Carbohidrato N-terinal (CBD) y un dominio de tipo expansina C-terminal. En algunas realizaciones, una
proteina de tipo expansina o una proteina de tipo swollenina comprende uno o ambos de dichos dominios y/o
interrumpe la estructura de paredes celulares (como interrumpir la estructura de celulosa), opcionalmente sin
producir cantidades detectables de azlcares reductores.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgaciéon proporciona al menos una GH61 y al menos
un producto polipéptido de una proteina integrante de celulosa, andamio o una proteina de tipo andamio, por
ejemplo CipA o CipC de Clostridium thermocellum o Clostridium cellulocitycum respectivamente. Los andamios y las
proteinas integrantes de celulosa son sub-unidades multi-funcionales que pueden organizar sub-unidades
celuloliticas en un complejo multi-enzima. Esto se consigue mediante la interaccion de dos clases complementarias
de dominio (esto es, un dominio de cohesion en andamio y un domino de acoplamiento molecular en cada unidad
enzimatica). La sub-unidad de andamio también tiene un médulo que se enlaza con celulosa que media la unién de
la celulosa con su sustrato. Un andamio o proteina que integra celulosa para los fines de esta invenciéon pueden
comprender uno o ambos de estos dominios.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una GH61 y al menos una proteina inducida
por celulosa o proteina moduladora, por ejemplo como la codificada por el gen cipl cip2 o genes similares de
Trichoderma reesei (Véase, por ejemplo, Foreman et al., J. Biol. Chem. 278: 31988-31997 [2003]).

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona al menos una GH61 y al menos
un miembro de cada una de las clases de los polipéptidos descritos anteriormente, varios miembros de una clase de
polipéptido, o una combinacién de estas clases de polipéptidos para proporcionar mezclas de enzimas adecuadas
para varios usos.

En algunas divulgaciones de la invencién, la mezcla de enzimas comprende otros tipos de celulasas,
seleccionadas aunque no limitadas a celobiohirolasa, endoglucanasa, B-glucosidasa y proteina glicésido hidrolasa
61 (GH61). Estas enzimas pueden ser enzimas de tipo salvaje o recombinantes. En algunas realizaciones, la
celobiodrolasa es una celobiohidrolasa de tipo 1 (por ejemplo, T. reesei celobiohidrolasa I). En algunas realizaciones,
la endoglucanasa comprende un dominio catalitico derivado del dominio catalitico de una endoglucanasa de
Streptomyces avermitilis (Véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de Patente de Estados Unidos N°
2010/0267089). En algunas realizaciones, la al menos una celulasa se deriva de Acidothermus cellulolyticus,
Thermobifida fusca, Humicola grisea, Myceliophthora thermophila, Chaetomium thermophilum, Acremonium sp.,
Thielavia sp, Trichoderma reesei, Aspergillus sp., 0 una Chrysosporium sp. Las enzimas de celulasa de la mezcla
de celulasa trabajan juntas dando como resultado una descristalizacion e hidrélisis de la celulosa de un sustrato de
biomasa para producir aztcares fermentables, como, aunque sin limitar a, glucosa.

Algunas mezclas de celulasa para hidrélisis enzimatica eficiente son conocidas (Véase, por ejemplo, Viikari
et al., Adv. Biochem. Eng. Biotechnol., 108:121-45 [2007]; y publicaciones de solicitudes de patentes de Estados
Unidos Numeros US 2009/0061484, US 2008/0057541 y US 2009/0209009). En algunas realizaciones, las mezclas
de enzimas purificadas que ocurren de manera natural o recombinantes se combinan con materia primar celulésica o
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un producto de hidrdlisis de celulosa. Alternativamente o ademas de, una 0 mas poblaciones celulares, cada una
produciendo una o0 mas celulasas que ocurren de manera natural o recombinantes, se combinan con materia primar
celuldsica o un producto de hidrélisis de celulosa.

En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas comprende celulasas purificadas comercialmente
disponibles. Las celulasas comerciales son conocidas y estan disponibles (por ejemplo, celulasa C2730 de
Trichoderma reesei ATCC No. 25921 disponible en Sigma-Aldrich, Inc.; y C9870 ACCELLERASE® 1500, disponible
en Genencor).

XIII. Sustrato celulésico

Los sustratos celuldsicos pueden derivarse de cualquier material que contenga celulosa, tal como biomasa
derivada de plantas, animales o microorganismos, y pueden incluir residuos agricolas, industriales o forestales,
desechos industriales o municipales, y cultivos terrestres y acuaticos que crecen para fines energéticos. Los
“sustratos celulésicos” abarcan ampliamente cualquier material vivo 0 muerto que contenga un sustrato de
polisacérido, incluyendo aunque sin limitar a, celulosa, almidén, otras formas de polimeros de carbohidrato de
cadena larga, y mezclas de tales fuentes. Puede o no montarse enteramente o principalmente a partir de glucosa o
xilosa, y pueden también contener opcionalmente varios otros mondmeros de pentosa 0 hexosa. La xilosa es una
aldopentosa que contiene cinco atomos de carbono y un grupo aldehido. Es el precursor de hemicelulosa, y a
menudos es un constituyente principal de biomasa.

Los sustratos celulésicos a menudos se proporcionan como materias primas de lignocelulosa que pueden
procesarse antes de hidrdlisis por celulasas. Como aqui se usan, los términos “materia prima de lignocelulosa” se
refieren a cualquier tipo d biomasa de planta como, aunque sin limitar a, cosechas cultivada (por ejemplo, hierbas,
incluyendo hierbas C4 como pasto varilla, espartina, centeno, miscanthus, hierba cinta o cualquier combinacién de
ellas), residuos que procesan azlcar, por ejemplo, aunque sin limitar a, bagazo (por ejemplo, bagazo de azlcar de
cafial, pulpa de remolacha o una combinacién de ellas), residuos agricolas (por ejemplo, rastrojo de soja, rastrojo de
maiz, fibra de maiz, paja de arroz, paja de cafia de azlcar, arroz, vainas de arroz, paja de cebada, mazorcas de
maiz, paja de trigo, paja de canola, paja de avena, vainas de avena, fibra de maiz, cafiamo, linaza, sisal, algodon o
cualquier combinacién de ellos), pulpa de fruta, pulpa vegetal, granos de destilador, biomasa forestal (por ejemplo,
madera, pulpa de madera, pulpa de papel, fibra de pulpa de madera reciclada, serrin, madera dura, como madera de
alamo, madera blanda, o una combinacién de ellos). Ademas, en algunas realizaciones, la materia prima de
lignocelulosa comprende material celulésico de desecho y/o materiales forestales de desecho, incluyendo aunque
sin limitar a, desechos del procesamiento de papel y pulpa, papel de periddico, cartdon y similares. La biomasa
también puede comprender plantas transgénicas que expresan ligninasa y/o enzimas de celulasa (US 2008/0104724
Al).

En algunas realizaciones, la materia prima lignocelulésica comprende una especie de fibra, mientras en
algunas realizaciones alternativas, la materia prima celulésica comprende una mezcla de fibras que se originan de
diferentes materias primas lignocelulésicas. En algunas otras realizaciones, la materia prima lignoceluldsica
comprende materia prima lignocelulésica fresca, materia prima lignoceluldésica parcialmente seca, materia prima
lignocelulosica completamente seca, y/o combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, la materia prima
lignocelulésica comprende celulosa en una cantidad superior a aproximadamente 20%, mas preferentemente
superior a 30%, mas preferentemente superior a 40% (p/p). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el material
lignocelulésico comprende desde aproximadamente 20% a aproximadamente 90% (p/p) de celulosa, o cualquier
cantidad entre ellas, aunque en algunas realizaciones, el material lignocelulésico comprende menos de
aproximadamente 19%, menos de aproximadamente 18%, menos de aproximadamente 17%, menos de
aproximadamente 16%, menos de aproximadamente 15%, menos de aproximadamente 14%, menos de
aproximadamente 13%, menos de aproximadamente 12%, menos de aproximadamente 11%, menos de
aproximadamente 10%, menos de aproximadamente 9%, menos de aproximadamente 8%, menos de
aproximadamente 7%, menos de aproximadamente 6%, menos de aproximadamente 5% de celulosa (p/p). Ademas,
en algunas realizaciones, la materia prima lignocelulésica comprende lignina en una cantidad superior a
aproximadamente 10%, mas tipicamente en una cantidad superior a aproximadamente 15% (p/p). En algunas
realizaciones, la materia prima lignocelulésica comprende pequefias cantidades de sacarosa, fructosa y/o almidon.

La materia prima lignoceluldsica generalmente se somete a una reducciéon de tamafio mediante métodos
que incluyen, aunque no se limitan a, moledura, pulverizacion, agitacion, triturado, compresién/expansion u otros
tipos de acciéon mecanica. La reduccién de tamafio mediante accidon mecanica puede realizarse mediante cualquier
tipo de equipo adaptado para tal fin, por ejemplo, aunque sin limitar a, moledores con martillo, picadoras con cubo,
prensas con rollos, refinadoras y licuadoras. En algunas realizaciones, al menos el 90% por peso de las particulas
producidas a partir de la reducciéon de tamafio tienen longitudes inferiores a entre aproximadamente 1/16 y
aproximadamente 4 (la medicion puede ser por un volumen o una longitud media de peso). En algunas
realizaciones, el equipo usado para reducir el tamafio de particula es un moledor con martillo o una trituradora.
Después de la reduccion de tamafio, la materia prima se licua en agua, ya que esto facilita el bombeo de la materia
prima. En algunas realizaciones, la materia prima lignoceluldsica de tamafio de particula inferior a aproximadamente
6 pulgadas no requiere reduccion de tamafo. La biomasa puede opcionalmente pre-tratarse para aumentar la

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 623 288 T3

susceptibilidad de la celulosa a hidrélisis mediante pre-tratamientos quimicos, fisicos y biolégicos (como explosién
de vapor, reduccidon a pulpa, pulverizacion, hidrélisis acida, exposicion a disolventes y similares, asi como
combinaciones de los mismos).

En algunas realizaciones, la materia primar se licua antes del pre-tratamiento. En algunas realizaciones, la
consistencia del lodo de materia prima es entre aproximadamente 2% y aproximadamente 3% y mas tipicamente
entre aproximadamente 4% y aproximadamente 5%. En algunas realizaciones, el lodo se somete a una operacién de
remojo en agua y/o acido antes del pre-tratamiento. En algunas realizaciones, el lodo se desagua usando cualquier
método adecuado para reducir el uso de vapor o quimicos antes del pre-tratamiento. Ejemplos de dispositivos para
desaguar incluyen, aunque no se limitan a, prensas presurizadas con tornillos (Véase, por ejemplo WO
2010/022511), filtros presurizados o extrusoras.

Como aqui se usan, los términos “materia prima lignocelulésica pre-tratada” y “lignocelulosa pre-tratada” se
refieren a materias primas lignocelulésicas que se han sometido a procesos fisicos y/o quimicos para hacer la fibra
mas accesible y/o receptiva a las acciones de las enzima celuloliticas. Asi, “materia prima lignocelulésica pre-
tratada” es un ejemplo de un “sustrato celuldsico pre-tratado”. En algunas realizaciones, el pre-tratamiento se realiza
para hidrolizar hemicelulosa y/o una parte de la misma presente en la materia lignocelulésica a pentosa monomérica
y azUcares de hexosa (por ejemplo, xilosa, arabinosa, manosa, galactosa y/o cualquier combinacién de las mismas).
En algunas realizaciones, el pre-tratamiento se realiza para que ocurra casi una hidrélisis completa de la
hemicelulosa y una pequefia cantidad de conversion de celulosa o glucosa. En algunas realizaciones, tipicamente se
usa una concentracion acida en el lodo acuoso de desde aproximadamente 0,2% (p/p) a aproximadamente 2% (p/p)
o cualquier cantidad intermedia, para el tratamiento de la materia prima lignocelulésica. Cualquier acido adecuado
encuentra uso en estos métodos, incluyendo aunque sin limitar a, acido hidroclérico, acido nitrico y/o acido sulfarico.
En algunas realizaciones, el acido usado durante el pre-tratamiento es acido sulfarico. La explosién en vapor es un
método de realizar el pre-tratamiento con acido de materia prima (Véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos N°
4.461.648). Otro método para pre-tratar el lodo de materia prima incluye un pre-tratamiento continuo (esto es, la
materia primar lignoceluldsica se bombea a través de un reactor continuamente). Estos métodos son bien conocidos
por aquellos expertos en la técnica (Véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos N° 7.754.457.

En algunas realizaciones, se usa alcali en el pre-tratamiento. A diferencia del pre-tratamiento con acido, el
pre-tratamiento con alcali puede no hidrolizar el componente de hemicelulosa de la materia prima. Mas bien el alcali
reacciona con grupos acidos presentes en hemicelulosa para abrir la superficie del sustrato. En algunas
realizaciones, la adicion de alcali altera la estructura de cristal de la celulosa para que sea mas susceptible para
hidrélisis. Los ejemplos de &lcali que encuentran uso en el pre-tratamiento incluyen, aunque no se limitan a,
amoniaco, hidréxido de amonio, hidréxido de potasio e hidroxido de sodio. Un método de pre-tratamiento con alcali
es explosion de suspension de amoniaco, explosion de fibra de amoniaco o expansién de fibra de amoniaco
(Proceso “AFEX”"; Véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos Numeros 5.171.592; 5.037.663; 4.600.590;
6.106.888; 4.356.196; 5.939.544; 6.176.176; 5.037.663 y 5.171.592). Durante este proceso, la materia prima
lignocelulésica contacta con amoniaco o hidroxido de amonio en un recipiente de presion durante un tiempo
suficiente que permita al amoniaco o hidréxido de amonio alterar la estructura de cristal de las fibras de celulosa.
Después la presion se reduce rapidamente, lo que permite que el amoniaco destelle o caliente y explote la estructura
de fibra de celulosa. En algunas realizaciones, el amoniaco destellado después se recupera usando métodos
conocidos en la técnica. En un método alternativo, se utiliza un pre-tratamiento con amoniaco diluido. EI método con
el pre-tratamiento de amoniaco diluido utiliza méas soluciones diluidas de amoniaco o hidroxido de amonio que AFEX
(Véase, por ejemplo, WO 2009/045651 y US 2007/0031953). Este proceso de pre-tratamiento puede o no producir
monosacaridos.

Un proceso adicional de pre-tratamiento para su uso en la presente invencion incluye tratamiento quimico
de la materia primar con disolventes organicos, en métodos tales como aquellos que utilizan liquidos organico en
sistemas de pre-tratamiento (Véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos N° 4.556.430). Estos métodos tienen la
ventaja de que los liquidos de punto de ebullicion bajo pueden recuperarse y reusarse facilmente. Otros pre-
tratamientos, como el proceso Organosolv™, también usa liquidos organicos (Véase, por ejemplo, patente de
Estados Unidos N° 7.465.791.). Someter la materia prima a agua presurizada también puede ser un método
adecuado de pre-tratamiento (Véase, por ejemplo, Weil et al., (1997) Appl. Biochem. Biotechnol. 68(1-2): 21-40).

En algunas realizaciones, la materia prima lignocelulésica pre-tratada se procesa después del pre-
tratamiento mediante cualquiera de varias etapas, como dilucién con agua, lavado con agua, amortiguacion, filtracion
o centrifugacion o cualquier combinacién de estos procesos, antes de hidrélisis enzimatica, como sera familiar para
aquellos expertos en la técnica. El pre-tratamiento produce una composicion de materia prima pre-tratada (por
ejemplo, un “lodo de materia primar pre-tratada”) que contiene un componente soluble que incluye azulcares
resultantes de la hidrolisis de la hemicelulosa, opcionalmente acido acético y otros inhibidores, y sélidos que incluyen
materia prima y lignina no hidrolizada. En algunas realizaciones, los componentes solubles de la composicion de
materia prima pre-tratada se separan de los sélidos para producir una fraccion soluble. En algunas realizaciones, la
fraccion soluble, incluyendo azlcares liberados durante el pre-tratamiento y otros componentes solubles (por
ejemplo, inhibidores), se envia después a fermentacion. Sin embargo, en algunas realizaciones donde la
hemicelulosa no se hidroliza de manera efectiva durante el pre-tratamiento, se incluyen una o mas etapas
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adicionales (por ejemplo, una etapa adicional de hidrdlisis y/o etapas de tratamiento enzimatico y/o tratamiento
adicional con élcali y/o acido) para producir azUcares fermentables. En algunas realizaciones, la separacion se
realiza lavando la composicion de materia prima pre-tratada con una soluciéon acuosa para producir un chorro de
lavado y un chorro de sélidos que comprende la materia prima pre-tratada no hidrolizada.

Alternativamente, el componente soluble se separa de los solidos sometiendo a la composicién de materia
prima pre-tratada a una separacion solidos-liquido, usando cualquier método adecuado (por ejemplo, centrifugacion,
microfiltracion, filtracién de placas, filtracion de flujo cruzado, filtracion de presion, filtracion de vacio, etc.).
Opcionalmente, en algunas realizaciones, se incorpora una etapa de lavado en la separacion solidos-liquidos. En
algunas realizaciones, los sélidos separados que contienen celulosa sufren después hidrélisis enzimatica con
enzimas de celulasa con el fin de convertir la celulosa en glucosa. En algunas realizaciones, la composicion de
materia primar pre-tratada se introduce en el proceso de fermentacién sin separacion de los sélidos contenidos. En
algunas realizaciones, los sélidos no hidrolizados se someten a hidrdélisis enzimatica con enzimas de celulasa para
convertir la celulosa en glucosa después del proceso de fermentacién. La lignocelulosa pre-tratada se somete a
hidrélisis enzimatica con enzimas de celulasa.

El pre-tratamiento produce una composicion de materia prima pre-tratada (por ejemplo, lodo de materia
prima pre-tratada) que contiene un componente soluble que incluye los azlcares resultantes de la hidrdlisis de
hemicelulosa, opcionalmente acido acético y otros inhibidores, y sélidos que incluyen materia prima y lignina no
hidrolizada.

Los componentes solubles de la composicion de materia prima pre-tratada pueden separarse de los sélidos
para producir una fraccién soluble para su uso en la reaccion de sacarificacion.

La separacion puede realizarse lavando la composicién de materia prima pre-tratada con una solucién
acuosa para producir un chorro de lavado, y un chorro de sélidos que comprende materia prima pre-tratada no
hidrolizada. Alternativamente, el componente soluble se separa de los sélidos sometiendo a la composicién de
materia prima pre-tratada a una separacion solidos-liquido, usando métodos como centrifugacién, microfiltracion,
filtracion de placas, filtracion de flujo cruzado, filtracién de presién y/o filtracion de vacio. Opcionalmente, puede
incorporarse una etapa de lavado en la separacion sélidos-liquidos. Los sélidos separados que contienen celulosa
pueden después someterse a hidrélisis enzimatica con enzimas de celulasa para conversion de celulosa a glucosa.

La lignocelulosa adecuadamente preparada puede someterse a hidrélisis enzimatica usando una o mas
enzimas de celulasa en presencia de una o mas proteinas GH61 o preparaciones de acuerdo con esta invencion.

La hidrdlisis de componentes de hemicelulosa y celulosa de una materia prima lignocelulosica produce un
hidrolisado lignocelulésico que comprende xilosa y glucosa. Otros azlcares tipicamente presentes incluyen
galactosa, manosa, arabinosa, fucosa, ramnosa o una combinacion de ellos. Con independencia de los medios para
hidrolizar la materia prima lignocelulésica (hidrélisis acida completa o pre-tratamiento quimico con o sin posterior
hidrélisis enzimatica), la xilosa y glucosa forman generalmente una gran proporciona de los azUcares presentes.

Si el hidrolisado lignocelulésico es un hidrolisado de hemicelulosa resultante del pre-tratamiento acido,
xilosa sera el azUcar predominante y menores cantidades de glucosa estaran presentes, porque una cantidad
modesta de hidrdlisis de celulosa tipicamente ocurre durante el pre-tratamiento. En este caso, la xilosa puede formar
entre aproximadamente 50 y aproximadamente 90% de peso del contenido total de carbohidrato del hidrolisado de
celulosa. Si el hidrolisado lignocelulésico resulta del pre-tratamiento secuencial y la hidrélisis enzimatica de la
materia prima lignocelulésica (esto es, sin una etapa de separacion de solidos después del pre-tratamiento), la xilosa
puede formar entre aproximadamente 30 y aproximadamente 50% de peso del contenido total de carbohidrato. La
cantidad relativa de xilosa presente en el hidrolisado lignoceluldésico dependera de la materia primar y el pre-
tratamiento que se emplee.

Los componentes solubles del sustrato hidrolizado pueden separarse de los sélidos para producir una
fraccion soluble. La fraccion soluble (incluyendo azlcares liberados durante hidrélisis, y algunas veces inhibidores)
pueden después usarse para fermentacion. Si la hemicelulosa no se hidroliza de manera efectiva durante el pre-
tratamiento, puede ser deseable incluir una etapa adicional de hidrélisis o etapas con enzimas o un tratamiento
adicional con alcali o acido para producir azlcares fermentables.

XIV: Fermentacion de azucares

Los azUcares fermentables producidos en las reacciones de sacarificacién usando proteinas GH61 de la
divulgacion pueden usarse para producir varios productos finales de interés.

En algunas realizaciones, los azlcares se usan en un proceso de fermentacién para producir productos

finales. El término “fermentacion” se usa ampliamente para referirse al cultivo de un microorganismo o un cultivo de
microorganismos que usan azUcares simples, tales como azUcares fermentables, como una fuente de energia para
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obtener un producto deseado. En una realizacion diferente, la biomasa celulésica puede tratarse con una
composicion de esta invencion para preparar comida para animales.

Los productos finales incluyen alcoholes (por ejemplo, etanol, butanol), acetona, aminoacidos (por ejemplo,
glicina y lisina), acidos organicos (por ejemplo, acido lactico, acido acético, acido formico, acido citrico, acido oxalico,
acido 3-hidroxipropinoico, acido acrilico, acido succinico, acido malico, acido fumarico o acido Urico), glicerol, dioles
(como 1,3 propanodiol o butanodiol), hidrocarburos con 1-20 atomos de carbono (por ejemplo, ésteres de cadena
larga), alcoholes de azlcar (por ejemplo, xilitol), alcoholes grasos y B-lactamo y otros productos finales.

Puede usarse cualquier microorganismo para convertir aztcar en el hidrolisado de azlcar a etanol u otros
productos de fermentacién. Estos incluyen levaduras del género Saccharomyces, Hansenula, Pichia, Kluyveromyces
y Candida. Pueden usarse levaduras comercialmente disponibles, tales como levadura Turbo, Ethanol Red®
Safdistil®, Thermosacc®, Fermiol®, Fermivin® o Superstart™.

La levadura puede producirese genéticametne para azlcares de hexosa y pentosa a un producto final,
incluyendo aunque sin limitar etanol. Alternativamente, la levadura puede ser una cepa que haya sido capaz de
fermentar xilosa y glucosa mediante uno o mas métodos no recombinantes, como evolucién adaptiva o0 mutagénesis
y seleccion aleatoria. Por ejemplo, la fermentacion puede realizarse con levadura Saccharomyces recombinantes. La
levadura recombinante es una cepa que ha sido capaz de fermentar xilosa mediante incorporaciéon recombinantes de
genes que codifican xilosa reductasa (XR) y xilitol dehidrogenasa (XDH) (Patentes de Estados Unidos 5.789.210,
5.866.382, 6.582.944 y 7.527.927 y EP 450 530), y/o genes que codifican una o mas xilosa isomerasa (XI) (Patentes
de Estados Unidos 6.475.768 y 7.622.284). Ademas, la cepa de levadura modificada puede sobreexpresar un gen
enddgeno o heterdlogo que codifica xiluquinasa (XK): otra levadura puede fermentar azlcares de hexosa y pentosa
a al menos un producto final, incluyendo aunque sin limitar, etanol, como levadura de los géneros Hansenula, Pichia,
Kluyveromyces yCandida (WO 2008/130603).

Un rango tipico de temperatura para la fermentacién de una azlcar a etanol usando Saccharomyces spp.
esta entre aproximadamente 25 °C y aproximadametne 37 °C, aunque la temperatura puede ser mas alta (hasta 55
°C) si la levadura se ha modificado naturalmente o genéticamente para ser termoestable. El pH de una fermentacion
tipica que emplea Saccharomyces spp. esta entre aproximadamente 3 y aproximadamente 6, dependiendo del pH
optimo del microorganismo de fermentacion. El azicar hidrolisado también puede complementarse con nutrientes
adicionales necesarios para el crecimiento y fermentacion del microorganismo para fermentacion. Por ejemplo,
extracto de levadura, aminoacidos especificos, fosfato, fuentes de nitrdgeno, sales, elementos de trazas y vitaminas
(Verduyn et al., 1992, Yeast 8(7):501-170, Jargensen, 2009, Appl Biochem Biotechnol, 153:44-57 and Zhao et al.,
2009, Journal of Biotechnology, 139:55-60). Tipicamente, la fermentacién se realiza bajo condiciones anaerébicas,
aunque también pueden usarse condiciones aerébicas o microaeroébicas.

Asi, la invenciéon proporciona procesos para producir un producto de fermentacion, done el método
comprende: proporcionar las células huéspedes recombinantes como aqui se proporcionan, un medio de
fermentacién que comprende azlcares fermentables como glucosa y/o xilosa; y contactar el medio de fermentacion
con las células huéspedes flngicas recombinantes bajo condiciones adecuadas para generar el producto de
fermentacién. En algunas realizaciones, los procesos comprenden ademas la etapa de recuperar el producto de
fermentacién. En algunas realizaciones adicionales, la etapa de fermentacion se realiza bajo condiciones
microaérobicas o aer6bicas. En algunas realizaciones, la etapa de fermentacion se realiza bajo condiciones
anaerébicas. En algunas realizaciones, el medio de fermentacion comprende producto de un proceso de
sacarificacion.

Las proteinas GH61 y celulasas de la presente divulgacion pueden utilizarse en cualquier método usado
para generar alcoholes u otros biocombustibles a partir de celulosa, y no se limitan necesariamente a los aqui
descritos. Dos métodos comunmente empleados son el método de la sacarificacién separada y fermentacion (SHF)
(véase, Wilke et al., Biotechnol. Bioengin. 6: 155-75 (1976)) o el método de sacarificacion simultanea y fermentacion
(SSF) desvelado por ejemplo en las patentes de Estados Unidos N° 3.990.944 y 3.990.945.

El método SHF de sacarificacion de la presente invencion comprende las etapas de contactar una celulasa
de proteina GH61 con una celulasa que contiene sustrato para romper enzimaticamente la celulasa en azlcares
fermentables (por ejemplo, monosacaridos como glucosa), contactar los azlcares de fermentaciébn con un
microorganismo productor de alcohol para producir alcohol (por ejemplo, etanol o butanol) y recuperar el alcohol. En
algunas realizaciones, puede usarse el método de bioprocesamiento consolidado (CBP), donde la produccion de
celulasa del huésped es simultanea a la sacarificacién y fermentacion, bien de un huésped o de un cultivo mezclado.

Ademas de los métodos SHF, puede usarse un método SSF. En algunos casos, los métodos SSF dan
como resultado una mayor eficiencia de produccién de alcohol que el que produce el método SHF (Drissen et al.,
Biocatalysis and Biotranformation 27: 27-35 (2009)). Una desventaja de SSF sobre SHF es que se necesitan
temperaturas mas altas para SSF que para SHF.
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En una realizacion, la presente invencion usa polipéptidos de celulasa que tienen mayor termoestabilidad
gue una celulasa de tipo salvaje.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Identificacion de proteinas GH61 en M. tehrmophila

Se obtuvo la secuencia genémica de una cepa flngica de tipo salvaje de M. thermophila. Se analiz6 el
genoma entero para identificar y evaluar regiones codificadoras de proteina. Se seleccionaron veinticuatro proteinas
enddgenas para la cepa M. thermophila en base a factores que incluyen la presencia de motivos de secuencia de
familia 61 de glicohidrolasa (GH61) (dominios Pfam). Los dominios Pfam se identificaron usando el algoritmo
software “PFAM V.24", desarrollado por Welcome Trust Sanger Institute (Henrissat et al., 1995, Proc Natl Acad Sci
USA 92: 7090-94).

La TABLA 1 proporciona la secuencia de pre-proteina GH61 (SEQ ID NO: 1) y la forma secretada predicha
(madura) (SEQ ID NO: 2). La proteina madura se designé “GH61a™. La TABLA 2 proporciona la secuencia de otras
pre-proteinas GH61, con el péptido de sefial nativo predicho subrayado. Dos de las proteinas en la TABLA 2 no se
predicen por tener péptidos de sefial.

En la TABLA 3, mas abajo, se muestra la numeracion secuencial y el andlisis de estructura de dominio de
los polinucléotidos correspondientes.
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TABLA 3: Numeracion de secuencia y andlisis de dominio

Designacion de Proteina SEQ ID Acido nucleico Proteina PFAM Dominio
laboratorio NO SEQ ID NO
GH61a 1 31 GH61—CBM_1
GH61l 3 32 Chitin_bind_3--GH61
GH61m 4 33 GH61
GH61n 5 34 GH61
GH610 6 35 GH61—GH61-CBM_1
GH61p 7 36 GH61- GH61
GH61q 8 37 GH61
GH61r 9 38 GH61
GH61s 10 39 GH61
GH61t 11 40 GH61
GH61u 12 41 GH61
GH61v 13 42 GH61
GH61w 14 43 GH61
GH61x 15 44 GH61
GH61b 16 45 GH61
GH61c 17 46 GH61
GH61d 18 47 GH61
GH61le 19 48 GH61
GH61f 20 49 GH61—CBM_1
GH61g 21 50 GH61—CBM_1
GH61h 22 51 GH61
GH61i 23 52 GH61
GH61j 24 53 GH61
GH61k 25 54 GH61
GH61p2 26 55 GH61-- GH61
GH6192 27 56 GH61
GH61r2 28 57 GH61
GH61t2 29 58 GH61
GH61e2 30 59 GH61

SEQ ID NO: 7 tiene un segundo dominio GH61 (GH61-GH61), SEQ ID Nos: 1, 20, 21 tienen la estructura
GH61CBM1 (donde “CBM1” es un médulo 1 que se enlaza a carbohidrato), SEQ ID NO: 6 tiene la estructura GH61-
GH61-CBM1, SEQ ID Nos: 4, 5, 8-19 y 22-25 tienen la estructura GH61, SEQ ID NO: 3 tiene la estructura
Chitin_bind_3-GH61 (donde “Chitin_bind_3" es moédulo 3 que se enlaza con quitina). SEQ ID Nos: 26-30 son
secuencias alternativas correspondientes a los genes que codifican SEQ ID Nos: 7-9, 11 y 19, respectivamente.

Ejemplo 2. Expresién recombinantes de proteinas GH61

Entre las proteinas GH61 identificadas en el Ejemplo 1, se seleccionaron ciertos ejemplos para expresion
en base a la estructura predicha y a aspectos funcionales, como si la proteina se secretaria de la célula, y su
estructura de dominio.
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Las seis proteinas GH61 enumeradas en la siguiente tabla se clonaron individualmente en un vector de
expresion bajo el control de un promotor CHI (constitutivo a la célula diana) y se trasformaron en una cepa de M.
thermophila designada “CF-405" que se ha adaptado para ser deficiente en produccién de celulasas endégenas.

TABLA 4: Proteinas GH61 expresadas recombinantemente

Designacion de laboratorio Proteina SEQ ID NO
GH61a 2
GH61o0 6
GH61v 13
GH61x 15
GH61b 16
GH61le 19, 30

Las células transformadas que expresaban la proteina GH61 recombinantes se seleccionaron y se
prepararon cultivos sembrados. Las células de progenie se cultivaron durante 5 dias, y se recogio el caldo que
contenia la proteina GH61 secretada (“caldo GH61").

Ejemplo 3. Actividad potenciadora de celulasa de proteina GH61

Se recogi6 el caldo de células que expresaban la proteina GH61 que comprendia SEQ ID NO: 2 (Ejemplo
2), y el nivel de GH61 recombinante se cuantificd6 mediante SDS-PAGE. Se realizaron ensayos de celulasa para
determinar si la adicion de la proteina GH61 mejoré la hidrolisis de material celulésico por las enzimas de celulasa.

El caldo de cultivo se recogié de un cultivo de una cepa de M. thermophila designado “CF-402" que
sobreexpesa [B-glucosidasa. Los ensayos de digestion de celulasa se realizaron usando el caldo con y sin GH61
afiadido. Las reacciones se hicieron en 96 placas de pocillo profundo Costar en un volumen de reaccion total de
aproximadamente 80 microlitros. Las reacciones se realizaron a 55 °C usando preparaciones del sustrato que
contenia celulosa de paja de trigo que se habia pre-tratado bajo condiciones acidas (de ahora en adelante referido
como “paja de trigo pre-tratada”). Se afiadieron 8,1 mg de proteina de caldo por gramo de sustrato (0,82%) a cada
muestra. Ademas, las muestras tuvieron 0 (control), 0,22%, 0,44% o 0,66% proteina de caldo GH61 afiadida
(concentracion total final de proteina de caldo 0,81%, 1,03%, 1,25% o 1,47%). En los pocillos de control sin GH61
afnadido, se us6 agua para ajustar el volumen para que la carga de sustrato fuera igual en todos los pocillos. En
otros experimentos, se afiadieron 6-10 mg de proteina de caldo por gramo de sustrato (0,6-1%) a cada muestra, a
una concentracion total final de proteina de caldo de 0,6-1,7%.

La FIGURA 1 muestra produccion adicional de glucosa sobre el control (caldo sin GH61 afiadida) después
de 48 horas de incubacién. En la FIGURA 1(A), se muestra el porcentaje de produccidon mejorada sobre el control.
En la FIGURA 1(B), se trazan los datos para mostrar la produccion total de glucosa.

Ejemplo 4. Sobreexpresién de GH61a en una cepa CXP

Construccion de genes GH61a recombinantes

Se aisl6 ADN gendmico de la cepa M. thermophila designada “CF-409”. Esta cpa produce endégenamente
endoglucanasa, B-glucosidasas, celobiohidrolasa Tipo 1, y celobiohidrolasa Tipo 2. El procedimiento fue de la
siguiente manera. El in6culo de las hijas se sombré en un medio de cultivo y se dejé crecer durante 72 horas a 35
°C. La alfombrilla micelar se recogié mediante centrifugacion, se lavé y se afiadieron 50 pL de tamp6n de extraccion
de ADN (200 M Tris pH 8.0; 250 mM NacCl; 125 mM EDTA; .5% SDS). Los micelios se molieron con un moledor
conico, se re-extrajeron con 250 pL de tampon de extraccion y la suspension se centrifugd. El sobrenadante se
transfirié a un tubo nuevo que contenia 300 pL isopropanol. EI ADN se recogié mediante centrifugacion, se lavé dos
veces con 70% etanol y se volvié a disolver en 100 uL de agua desionizada.

La secuencia GH6la ADN se amplific6 de células CF-409 usando cebadores PchiC1GH6la_F y
TcbhC1GH61a_R. Se realizé reaccion PCR usando la Polimerasa Phusion, a 98 °C durante 30", seguido de 35
ciclos de 98 °C durante 10", 72 °C durante 1' y la extension final a 72 °C durante 5'. El producto resultante se clond
en el vector 3’
pC1DX20PhR al promotor chil para crear un vector de expresion que expreso la transcripcion de proteina GH61
bajo el control del promotor chil (pC1DX20PhR-GH61a) usando técnica de clonacion In-fusion (kit de clonacion In-
Fusion Advantage™ PCR con potenciador clonador, Clontech Cat. No. 639617 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante).
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PchiC1GH61a_F tacttcttctccaccATGTCCAAGGCCTCTGCTCT SEQ ID NO:69
TcbhC1GH61a_R ggatccgaattcttaTTACAAACACTGGGAGTACCA SEQ ID NO:70

Preparacién de protoplasto para transformacién CXP

Las células M. thermophila ("CF-405", una cepa eliminada Alpl) se inocularon en 100 mL de medio de
crecimiento en un matraz Erlenmeyer de 500 mL usando 10° esporas/ml. El cultivo se incubé durante 24 horas a 35
°C, 250 rpm. Para cosechar el micelio, el cultivo se filtré6 sobre un filtro estéril Myracloth™ (Calbiochem) y se lavé con
100 mL solucion 1700 mosmol NaCl/CaClz (0.6 M NaCl, 0.27 M CacClz2-Hz20). El micelio lavado se transfirié a un tubo
de 50 mL y se pes6. Se disolvié cailasa (20 mg/gramo micelio) en 1700 mosmol NaCl/CaCl: y se esterilizé con UV
durante 90 segundos. Se afiadieron 3 ml de solucion estéril Caylase en el micelio lavado que contenia el tubo y se
mezclé. Se afiadieron 15 mL adicionales de solucion 1700 mosmol NaCl/CacClz en el tubo y se mezclé.

La suspension micelio/Caylase se incub6 a 30 °C, 70 rpm durante 2 horas. Los protoplastos se cosecharon
filtrdndolos a través de un filtro estéril Myracloth en un tubo estéril de 50 mL. Se afiadieron 25 mL de STC frio al flujo
y giré a 2720 rpm durante 10 min a 4 °C. El granulo se volvié a suspender en 50 mL sTC (1.2 M sorbitol, 50 mM
CaClz-H20, 35 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI) y se centrifugd de nuevo. Después de las etapas de lavado, el granulo se
volvié a suspender en 1 mL STC.

Transformacion

En el fondo de un tubo estéril de 5 mL se colocé en una pipeta ADN plasmido y se afiadieorn 1 pL de acido
auintricarboxilico y 100 uL de protoplasto. El contenido se mezclé y el protoplasto con el ADN se incubd a
temperatura ambiente durante 24 min. Se afadieron 1,7 ml de solucién PEG4000 (60% PEG4000 [glicol de
polietileno, peso medio molecular 4000 Daltons], 50 mM CacClz-H20, 35 mL NaCl, 10 mM Tris-HCL) y se mezclaron
cuidadosamente. La solucién se mantuvo a temperatura ambiente durante 20 min. El tubo se llen6é con STC, se
mezclé y centrifugd a 2500 rpm durante 10 min a 4 °C. STC se vertio y el granulo se volvié a suspender en el resto
de STC y se coloco en placas en placas de medio minimo. Las placas se incubaron durante 5 dias a 35 °C. Las
colonias se volvieron a manchar y se comprobaron para presencia de plasmido integrado. Varias aislados se
seleccionaron y probaron para la expresion de GH61a.

La transformacion se realiz6 en cepas CF405. Los transformantes de GH6la se probaron para
sobreexpresion de GH61 en SDS-PAGE para la presencia de la banda extra que se confirmé mediante analisis MS-
MS.

Ejemplo 5. Purificacién de proteinas GH61 de sobrenadante de celulasa

En este experimento, la actividad de proteina GH61 se fracciond del sobrenadante del cultivo de una cepa
de M. thermophila designada “CF-401". CF-401 se derivé de CDXF que tiene una eliminacion de genes CDH1 y
CDH2. Esta cepa produce enddgenamente endoglucanasa, [-glucosidasas, celobiohidrolasa Tipo 1, y
celobiohidrolasa Tipo 2.

Para prepara para cromatografia, el sobrenadante completo de celulasa de CF-401 se aclar6 mediante
centrifugacién a 12.000 rpm durante 35 minutos. El sobrenadante se filtr6 después a través de una membrana
PES™ de 0,22 um, que después se concentrd y se intercambi6é con tampdn en un tampoén 25 mM bis-tris, pH 5,7. Se
afiadio sulfato de amonio saturado en 25 mM bis-tris a una concentracion final de =50 g/L proteina en 0,9 M sulfato
de amonio y 20-25 mM bis-tris. Esta solucién se cargd inmediatamente en una columna FF de Fenilo (High Sub)
(una columna de flujo rapido empaquetada con Phenyl-Sepharose™) y se enjuagd con 0,9 M sulfato de amonio en
25 mM bis-tris hasta que el Azso cayd cerca del punto de partida. La proteina se eluy6 con un gradiente de 0,9 M
sulfato de amonio en 25 mM bis-tris a 0 M sulfato de amonio en 25 mM bis-tris, sobre aproximadamente 10
volumenes de columna. Las fracciones se recogieron (25 en este caso) de acuerdo con los picos del cromatograma
(A280). Para inhibir el crecimiento simultaneo, se afiadid6 NaNs a todas las fracciones hasta una concentracion final de
0,05%. Después de mantener un gel SDS-PAGE en cada fraccion, las fracciones similares se combinaron para crear
grupos con un minimo conjunto de componentes. Aqui, de las 25 fracciones producidas, resultaron 11 grupos. Para
preparar la siguiente columna, cada grupo se concentré hasta =150 mL usando una unidad de filtracion de flujo
tangencial equipada con membranas 50 kDa MWCO PES™. El volumen de la solucién de proteina se devolvié
después a 500 mL con DI agua, y se concentré de nuevo a =150 mL; esta etapa se repiti6 5 x y la solucién se
sometid a intercambio de tampdn de manera efectiva.

Cada uno de los 11 grupos derivados de CF-401 se fraccion6 ademas con una columna Q (resina de
intercambio i6nico de amonio cuaternario). Después de la cuantificacion de proteina total usando un ensayo BCA
(acido bicinconinico), se prepararon solucionese de 50 g/L proteina en 10 mM bis-tris pH 7,5 tampdn para cada
grupo. Después de su aplicacion a la columna, la resina se lavé con 10 mM bis-tris, pH 7,5 hasta que Azgo cayo cerca
del punto de partida. La proteina unida se eluy6 después con 1 M NaCl en 10 mM Bis-Tris, pH 7,5 usando un
gradiente gradual (5% durante 10 minutos), y se mantuvo en esa concentracién hasta que el pico de proteina
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comenzo a bajar continuamente. Para analizar, se mantuvo un gel SDS-PAGE en cada fraccién, y las fracciones con
composiciones similares se agruparon. Cada una de estos grupos de segunda fase después se
desalaron/concentraron con filtracién de flujo tangencial.

En total, 79 grupos de enzimas derivadas de CF-401 se prepararon en este ensayo. Para ayudar en la
carga en el ensayo de sacarificacion, cada proteina total para cada grupo se midié usando el ensayo de proteina
BCA.

Ejemplo 6. Uso de proteinas GH61 para promover la sacarificacién

Las enzimas GH61 fraccionadas de acuerdo con el ejemplo previo se probaron en sacarificaciéon en
presencia de sistemas de celulasa completa obtenidas a partir de una cepa de célula designada “CF-404". Estas
células se derivaron de la cepa CF-401 y sobreexpresaron B-glucosidasa. Como un experimento de control, 0,21%
(generalmente 0,1-4%) de CF-404 se afiadié a 0,61% (generalmente 0,6-1,5%) de CF-401. Asi, la carga de proteina
total fue igual en todas las reacciones. Estas mezclas después se incubaron con 110 g/L glucano (paja de trigo pre-
tratada) a 55 °C, pH 4,6-5 durante 53 horas. Al finalizar el experimento, las reacciones se enfriaron mediante la
adicion de 10 mM de &cido sulfdrico. Para analisis de glucosa, las muestras se analizaron usando un Agilent HPLC
1200 equipado con columna de exclusion i6nico HPX-87H (300 mM x 7,8 mM) con 5 mM H2SO4 como una fase
movil a una velocidad de flujo de 0,6 miI/min a 65 °C. El tiempo de retencién de la glucosa fue 9,1 minutos.

Un ejemplo que demuestra una produccion mejorada de glucosa se muestra en la Tabla 5.

TABLA 5: Sacarificacion mejorada usando fracciones de GH61

0,21% GH61 Glucosa producida SEQ ID NO
complementando 0,61% (g/L) correspondiente
CF-404
GH61 >30 20
GH61 >35 2
GH61 >35 13
GH61 >30 7
GH61 >30 21, 26
GH61 >35 23
Control (CF-404) 28,9 + 0,66

La secuencia de proteina parcial se obtuvo a partir de espectrometria de masa y se comparé con las
secuencias que codifican proteinas identificadas en la secuencia del genoma de M. thermophila (Ejemplo 1) usando
el software de alineacion BIFX disponible en Bioinformatics Organization, Hudson MA. La concordancia con las
secuencias conocidas de M. thermophila se muestra en la tabla anterior.

Ejemplo 7. Combinacién minima de proteina para convertir celulosa en glucosa

Las enzimas de M. thermophila, CBH1 CBH2 se combinaron con varias combinaciones de las proteinas
GH61; GH61a, GH61f y GH61p, y se ensayaron en varias concentraciones relativas para la habilidad para convertir
glucano en glucosa. El sobrenadante de la cepa CF-401 (que comprende celulasas y proteinas GH61) también se
ensayaron para comparacion. Para 110 g/L glucano, las producciones maximas posibles de glucosa son
aproximadamente de 135 a 145 g/L:

Las reacciones se sacarificacion se realizaron en 110 g/L carga de glucano de paja de trigo pre-tratada en
pH 5,0 a una temperatura de 55 °C a 950 rpm en un volumen total de 95 pL en 96 placas de pocillos profundos de
alto rendimiento (HTP). Se afiadieron 81 g/L xilosa y 128 mM acetato a la paja de trigo pre-tratada. 3-glucosidasa en
exceso (en relacién con glucano) también se complementd para liberar la inhibicion del producto de celobiosa. La
celulasa completa (caldo de células CP-401), asi como enzimas individuales se caracterizaron por ensayos
estandares BCA para cuantificacion total de proteina. Las respuestas a dosis de las mezclas de enzimas se
realizaron afiadiendo proteina conocida total (calculada como peso de proteina afiadida / peso glucano). Los niveles
de proteina total probados fueron 0,73 y 3% (peso proteina afiadida / peso glucano). Una respuesta a dosis se midio
en pH 5,0 a 55 °C durante 72 horas. Se usaron las siguientes combinaciones de enzimas (en combinacién con
BGL1):

a. Cultivo sobrenadanete CF-401 (Control; contiene las 4 enzimes + proteinas GH61)
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b. 50%(CBH1a+ CBH2b) + 50% GH61f

¢. 50%(CBH1a+ CBH2b) + 50% GH61p

d. 50%(CBH1a+ CBH2b) + 25% GH61f + 25%GH61p

e. 509%(CBH1a+ CBH2b) + 16.6% GH61a+16.6% GH61f+16.6% GH61p

Las reacciones se templaron a las 72 horas mediante la adicion de 10 mM de &cido sulfdrico. Para analisis
de glucosa, las muestras se analizaron usando un Agilent HPLC 1200 equipado con columna de exclusion idnica
HPX-87H (300 mM x 7,8 mM) con 5 mM H2S04 como una fas movil a una velocidad de flujo de 0,6 mL/min a 65 °C.
El tiempo de retencion de la glucosa fue 9,1 minutos.

La FIGURA 2 muestra los resultados. Las enzimas de celulasa CBH1 y CBH2 se combinaron con varias
proteinas GH61. El experimento control (linea de puntos) fue cultivo sobrenadante de células CF-401 que contiene
una pluralidad de enzimas de celulasa y actividad endégena de GH61. La carga total de proteina se afiadio en las
proporciones especificadas en la figura.

Estos resultados establecen que una enzima minima fijada es capaz de conseguir niveles de glucosa
similares al control: especificamente, las celulasas CBH1 y CBH2, combinadas con una o mas de GH61f, GH61p y
GH61a. Todas las combinaciones generaron producciones de glucosa mas altas que el caldo de cultivo de CP-401.
Asi, es posible conseguir las maximas conversiones teoréticas usando un conjunto minimo de enzimas. Esto
también demuestra que la mezcla minima de enzimas aqui usada tiene todos los componentes necesarios para la
conversion completa de celulosa a glucosa. Sin embargo, se contempla que las combinaciones adicionales de
enzimas encontraran uso en los procesos de sacarificacion.

Ejemplo 8. Sinergia de actividad de GH61 con otras enzimas derivadas de CXP

Este ejemplo describe una evaluaciéon de GH61la para sinergia con otras enzimas derivadas de M.
thermophila como CBH1a, CBH2b y EG2.

Las reacciones de sacarificacion se realizaron en una carga de 110 g/L glucano de paja de trigo pre-tratada
en pH 5,0 a una temperatura de 55 °C a 950 rpm en un volumen total de 95 pL en 96 placas de pocillos profundos de
alto rendimiento (HTP). Se afiadieron 81 g/L xilosa y 128 mM acetato a la paja de trigo pre-tratada. 3-glucosidasa en
exceso (p/p glucano) también se complement6 para liberar la inhibicion del producto de celobiosa. La celulasa
completa asi como enzimas individuales se caracterizaron por ensayos estandares BCA para cuantificacion total de
proteina.

TABLA 6: Sinergia de GH61a con enzimas derivadas de M. thermophila y mezclas de enzimas

Enzimas CBH1a% CBH2b% CH61a% EG2% Carga de Produccion Grado de
complementadas proteina de glucosa sinergia
con GH61a (peso total (g/L)
proteina
afiadida
/peso
glucano)
CBH1la 0,39% - 0,18% - 0,57% >15 >1,6
CBH2b - 0,30% 0,18% - 0,48% >35 >1,3
EG2 - 0,18% 0,20% 0,38% >25 >1,2
CBH1la+CBH2b 0,39% 0,30% 0,18% - 0,87% >75 >1,7
CBH2b+EG2 - 0,30% 0,18% 0,20% 0,68% >40 >1,1
CBH1a+CBH2b 0,39% 0,30% 0,18% 0,20% 1,07% >75 >1,4
+EG2 0,68% - 0,37% 0,20% 1,25% >75 >1,7
1,35% 1,20% 0,37% 0,20% 3,12% >125 >1,6
1,35% 1,20% 0,74% 0,20% 3,49% >125 >1,5
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Para un sistema de enzima que comprende dos enzimas Ay B, el grado de sinergia se calcul6 mediante la
siguiente formula:

Grado de Sinergia = Produccion ds glucosa de la combinacionds GHEL yensirmasds celulosa
Produccionde glucosa de GH61+Produccion de glucosa deensimas deceiulasa

La produccion de glucosa mostrada en la tabla es la produccion obtenida de la combinacion de GH61 y las
enzimas. Esto se divide por la produccion de glucosa medida por separado para GH61 y la mezcla de enzimas (no
mostrada) para cuantificar la sinergia entre las dos.

Los resultados muestran que GH61a tiene sinergia con todos los sistemas de enzimas derivados de M.
thermophila probados. Para la conversién completa de celulosa a glucosa, la presencia de GH61a es beneficiosa.

Ejemplo 9. Usar GH61a para reducir viscosidad de paja de trigo pre-tratada

GH61a purificado de M. thermophila se evalu6 para determinar la funcién enzimatica y para evaluar
cualquier actividad de tipo endo-glucanasa para reduccion en longitud de cadena de celulosa, permitiendo asi una
reduccion en viscosidad.

GH61a sola o en combinacién con EG2 se probaron para reduccién de viscosidad en paja de trigo pre-
tratada en carga de glucano de 75 g/L glucano y en pH 5,0, 50 °C. Las pruebas de reduccién de viscosidad se
realizaron (ciclo de 30 minutos a 80 RPM) en un viscémetro RVA-superd (Newport Scientific, Australia) en un peso
total de 21 g.

La FIGURA 3 muestra los resultados. La adicion de 0,02% GH6la en relacion con glucano mostré
aproximadamente 2-3% de reduccién de viscosidad en pH 5, 50 °C. En comparacion, la adicion de 0,01% M.
thermophila EG2 en relacion con glucano mostré aproximadamente 19% de reducciéon de viscosidad bajo las
mismas condiciones. Con una combinaciéon de 0,02% GH6l1a y 0,01% EG2, la reduccion total de viscosidad fue
aproximadamente 21%.
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SECUENCIAS

Secuencias de celulasa ejemplares

Precursor C1 BGL1: SEQ ID NO: 60

MKAAALLSCLFGSTLAVAGAIESRKVHQKPLARSEPFY PSPWMNPNADGAAEAY AQAKSFYSQMTLLEKVNLTTGVGWGAEQCY
GQVGAIPRLGLRSLCMHDSFLGIRGADYNSAFPSGQTVAATWDRGLMYRRGYAMGQEAKGKGINVLLGPYVAGPLGRMPEGGRN
WEGFAPDPVLTGIGMS ETIKGIQDAGVIACAKHFIGNEQEHFRQGYPEAQGYGYNISETLS SNIDDKTMHELYLWF FADAVRAG
VGSYMCSYQUVNNSYACONSKLLMDL LKNELGFQGFVMSDWQAQHTGAASAVAGLDMSMPGDTQFNTGVSFWGAN LTLAVLNG
TVPAYRLODMAMRIMAALFEVTKTTCLEPINFSFWTDDTYGPIHWAAKQGYQEINSHVDVRADHGNL IREIAAKGTVLLENTG
SLPLNKPKFVAVIGEDAGSSPNGPNGCSDRGUNEGT LAMGWGSGTANYPYLVSPDAALOARALODGTRYESYLENYAEEKTKA
LVSOANATALY FVNADSGECY INVDCNEGDRENMLTLWNNGDT LVENYSSWCSNTIVY THS VG PVLLTOWYDNPNL TALLWAGL
PGQESGNSITDVLYGEVNPAARSPFTWGKTRESYGADVLYKPNNGNGAPQAQDFTEGYFIDYRYFDEVDODSY IYEFGHGLEYT
TFEYSNLRVVKSNVYSEYRPTTGTTACAPTFCGNFSTDLEDYLFPKDEFPY LYQY LY PYLNTTDPRRASACPHYGOTAEEFLPPH
ATDDDPQPLLRSSGGNSPGONRQLYEIVY TITADITNTGSVVGE EVPOL YVSLGG PEDPKVOLRDFDRMRIEPGETRQFTGRL
TRRDLSNWDVTVODWVISRY PKTAYVGRSSRKLDLKIELP

Precursor TaBGL (Thermoascus aurantiacus): SEQ ID NO: 61

MRLGWL ELAVAAAATYASAKDDLAYS PPFYPSPWMDGNGEWAEAYRRAVDFYSOLTLAEKVNLTTOVOWMOEKCVGETGSIMR
LGFRGLCLODSPLGYRFADYVSAFPAGYNVAATWDKNLAYLRGKAMG EEHRGKGYDVQL GPVAGPLGRHPDGGRNWEGFSPOP
VLTGVLMAETTKGIQDAGY IACAKHFIGNEMEHFROASEAVGY GFDITESVSSNIDDKTLHEL Y LWP FADAVRAGVGSFMCSY
NOVNNSYSCSNSYLLNKLLESELDFQGFVIMSDWGAHHSGVGAALAGLDMSMPGDTAFGTGK S FWGTNLT LAVLNGTVPEWR VD
DMAVRTMAAFYKVGRDRYQVPWNFDSWTKDEYGYEHALVGONYVKVNDKVDYRADHADTTROT GSASYVLLKNDGGLPLTGYE
KFTGVFGELAGSNRWGADGCSDRGCDNGT LAMGWGSGTADFPY LVTPEQATQNETILSKGKGLYSAVTDNGALDOMEQWVASQAS
VSIVFVNADSGEGY INVDGNEGDRENLTLWKGGEEY IKTWAANCHNT IVVMHTVGPYLIDEWYDNFNYTAIVWAGL PGOESGN
SLVDVLYGRVSPGGKT PETWGKTRESYGAPLLTKPNNGKGAPOQDOFT EGVFIDYRRFDKYNETPLYEFGFGLSYTTFEY SDLY
VOPLNARFYTPASGSTKAAPTFGNISTDYADYLYPEDIHKVPLYIY PWLNT TDPKKSSGDPDYGMKAEDYIPSGATDGSPQPI
LPAGGAPGGNPGLYDEMYRVSALITNTGNVVGDEVPOLYVSLGGPLDDPKVYLRNFDRITLHPGOQTMWT T TLTRRDISNWD PA
SONWVVTKY PKTVYYIGSSSRIKLHLOAPLPRY

Precursor CelA BGL (Azospirillum irakense): SEQ ID NO: 62:

MGALRLLGSISIVALTCGGIHASTATAQEGAAPAALLHPERWPRPATCRLIDPAVEKRVDAL LKQLSVEEKVGQVIQGDIGTI
TPEDLRKYPLGSILAGGNSGPNGDDRAPPKEWLDLADAFYRVSLEKRFGHTPIPVLFGIDAVHGHGN IGSATIFPHNIALGAT
HDPELLRRIGEYTAVEMAATGIDWTFAPALSVYRDDRWGRTYEGFSECPEIVAAYSAATVEGVQGKFGSKDFMAPGRIVASAK
HFLADGGTDQGRDQGDARISEDELIRIHNAGYPPAIDAGVLTVMASFSSWQGIKHHGHEQLLTDVLKGOQMG FNGFIVGDWMAH
DQVPGCTKFNCPTSLIAGLDMYMAADSWKQLYENTLAQVKDGTIPMARLDDAYRRILRVKYLAGLFEKPAPKDRPGLPGLETL
GSPEHRAVGREAVRKSLVLLKNDKGT LPLSPKARYVLVAGDGADNIGKQSGGIWT ISWQGTGNRNDEFPGATSILGGIRDAVADA
GGSVEFDVAGQYKTKPDVAIVVFGEEPYAEFQGDVETLEYQPDQKQDLALLKKLKDQGI PYYAVFLSGRPMWVNPELNASCAF
VAAWLPGT EGGGVADYLFTDKAGKVQHDFAGCKLSYSWPRT AAQTTVNRGDADYNPLFAYGYGLTYKDKSKVGTLPEESGVYRAE
ARQNAGIYFRAGALRLPGRFL

C1 CBHla: SEQ ID NO: 63

ONACTLTAENHPSLTWSKCTSGGSCTSVOLE LT IDANWRWTHRTDSATNCYEGNKWDTSYCSDGPSCASKCCLDGADYSSTYG
ITTSEGNSLNLKFVTKGQYSTNTGSRTYLMESOTKYOMFQL LGNEFTFDVRVSNLGCGLNGALYFVSMDADGGMSKYSGNIKAGA
KYGTGYCDSOCPROLKFINGEANYENWQSSTNDANAGTGKYGSCCSEMDVWEANNMAAAFTPHPCTY IGQSRCEGDSCGSGTYS
TDRYAGICDPDGCDFNSYRQGNKTFYGKGMTYDTTKKITVVTQFLKNSAGELSEIKRFYVQNGKVIPNSESTIPGVEGNSITQ
DWCDRQKAAFGDVTDFQDKGGMVQMGKALAGPMYLVMS INDDHAVNMLWLDS TWPIDGAGKPGAERGACPTT SGVPAEVEAEA
PNSMVIFSNIRFGRIGSTVSGLPDGGSGNPNPPYSSSTRVPSSSTTSEGSSGPTGGTGVAKHYEQCGGIGFTGPTOCESPYTC
TELNOWYSOCL

v

Precursor C1 CBH2a: SEQ ID NO: 64

MKFVQSATLAFAATALAAPSRTTPOKPROASAGCASAVTLDASTNVFQQYTLHPNNFYRAEVEAAAEATSDSAL AEKARKVAD
VGTFLWLDTIENIGRLEPALEDVPCENIVGLVIYDLPGRDCAAKASNGELKYGELDRYKTEYIDKIAEILKAHSNTAFALVIE
PDSLFNLVTNSDLQTCQQSASGYREGVAYALKQLNLPNVYMYIDAGHGGWLGWDANLKPGAQELASVYKSAGSPSQVRGISTN
VAGWNAWDQEPGEFSDASDAQYNKCQNEKIYINTFGAELKSAGMPNHAIIDTGRNGVTGLRDEWGDWCNVNGAGFGVRPTANT
GDELADAFVWVKPGGESDGTSDSSAARYDSFCGKPDAFK PSPEAGTWNQAYFEMLLKNANPSF
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M. thermophila Endoglucanasa 2 (EG2): SEQ ID NO: 65

QSGPAWQOCGGIGWQGSTDCVSGYHCVYQNDWYSQCVPGAASTTLQTSTTSRPTATSTAPPSSTTSPSKGKLKWL
GSNESGAEFGEGNYPGLWGKHFIFPSTSAIQTLINDGYNIFRIDFSMERLVPNQLTSSFDEGYLRNLTEVVNFY
TNAGKYAVLDPHNYGRYYGNVITDTNAMRTIWTNLAKQIASNSLYITDTNNEYNTMDQTLYLNLNQAATIDGIRA
AGATSQYIFVEGNAWSGAWSWNTTNTNMAALTDPQNKIVYEMHQY LDSDSSGTHAECVSSNIGAQRVVGATQWL
RANGKLGVLGEFAGGANAVCQUAVTGLLDHLQDNSDVWL GALWWAAGPWWGDYMYSFEPPSGTGYVNYNSILKK
YLP

M. thermophila Beta-glucosidasa (BG): SEQ ID NO: 66

TESRKVHQKPLARSE PFYPSPWMNPNADGWAEAY AQAKSFVSQMTLLEKVNLTTGVGWGAEQUVGOVGAIPRLG
LRSLCMHDSPLGIRGADYNSAFPSGQTVAATWDRGLMYRRGYAMGOQEAKGKGINVLLGPVAGPLGRMPEGGRNW
EGFAPDPYLTGIGMSETIKGIQDAGYIACAKHFIGNEQEHFRQVPEAQGYGYNISETLSSNIDDKTMHELYLWP
FADAVRAGVGSVMCSYQQVNNSYACQNSKLLNDLLKNELGFQGFVYMSOWQAQHTGAASAVAGLDMSMPGDTQFN
TGVSFWGANLTLAVLNGTVPAYRLDDMAMRIMAALFKVTKTTDLEPINFSFWTODTYGPIHWAAKQGYQEINSH
VDVRADHGNLIREIAAKGTVLLKNTGS LPLNKPKFVAVIGEDAGSSPNGPNGCSDRGCNEGTLAMGWGSGTANY
PYLVSPDAALQARATIQDGTRYESVLSNYAEEKTKALVSQANATATVFVNADSGEGYINVDGNEGDRENLTLWNN
GDTLVKNVSSWCSNTIVVIHSVGPVLLTDWYDNPNITAILWAGLPGQESGNSITDVLYGKVNPAARSPFTWGKT
RESYGADVLYKPNNGNGAPOQODFTEGYFIDYRYFDKVDDDSVIYEFGHGLSYTTFEYSNIRVVKSNVSEYRPTT
GTTAQAPTFGNFSTDLEDYLFPKDEFPYIYQYIYPYLNTTDPRRASADPHYGQTAEEFLPPHATDDDPQPLLRS
SGGNSPGGNROLYDIVYTITADITNTGSVVGEEVPQLYVSLGGPEDPKVQLRDFDRMRIEPGETRQFTGRLTRR
DLSNWDVTVQDWVISRYPKTAYVGRSSRKLDLKIELP

M. thermophila Celobiohidrolasa Tipo 1a (Cbhla): SEQ ID NO: 67

QNACTLTAENHPSLTWSKCTSGGSCTSVQGSITIDANWRWTHRTDSATNCYEGNKWDTSYCSDGPSCASKCCID
GADYSSTYGITTSGNSLNLKFVTKGQYSTNIGSRTYLMESDTKYQMFQLLGNEFTFDVDVSNLGCGLNGALYFV
SMDADGGMSKYSGNKAGAKYGTGYCDSQUPRDLKF INGEANVENWQSS TNDANAGTGKYGSCCSEMDVWEANNM
AAAFTPHPCTVIGQSRCEGDSCGGTYSTDRYAGICDPDGCDFNSYRQGNKTFYGKGMTVETTKKITVVTQFLKN
SAGELSEIKRFYVQNGKVIPNSESTIPGVEGNSITQDWCDRQKAAFGDVTDFQDKGGMVOMGKALAGPMVLYMS
IWDDHAVNMLWLDSTWPIDGAGKPGAERGACPTTS GVPAEVEAEAPNSNVIFSNIRFGPIGSTVSGLPDGGSGN
PNPPVSSSTPVESSSTTSSGSSGPTGGTGVAKHYEQCGGIGFTGPTQCESPYTCTKLNDWYSQCL

M. thermophila Celobiohidrolasa Tipo 2b (CBH2b): SEQ ID NO: 68

APVIEERQNCGAVWTQCGGNGWQGPTCCASGS TCVAQNEWYSQCLPNSQYTSST TPSSTSTSQRSTSTSSSTIR
SGSSSSSSTTPPPVYSSPVTSIPGGATSTASYSGNPFSGYRLFANDYYRSEVHNLAIPSMTGTLAAKASAVAEVP
SFQWLDRNVTIDTLMVQTLSOVRALNKAGANPPYAAQLVVYDLPDRDCAAAASNGEFSIANGGAANYRSYIDAT
RKHITEYSDIRTITLVIEPDSMANMVTNMNVAKCSNAASTYHELTVYALKQLNLPNVAMYLDAGHAGWL GWPANT
QPAAELFAGIYNDAGKPAAVRGLATNVANYNAWSTASAPSYTSPNPNYDEKHYIEAFSPLLNSAGFPARFIVDT
GRNGKQPTGROOWGDWCNVKGTGFGYRPTANTGHE LVDAFVWVKPGGESDGTSDTSAARYDYHCGLSDALQPAP
EAGQWFQAYFEQLLTNANPPF

Secuencia codificadora de GH61a

atgtccaagyg cctctgotot cctogotgge ctgacgggoy cggeocctegt cgctgeacat 60
ggccacglca gocacalcgl cglcaacggc glctaclaca ggaactacga cCcccacgaca 120
gactggtacc agoccadcco gocadcagtc atoggotgge cggoeagocga tcaggataat 180
ggcttcgity aaccoadcag ctttggoacyg ccagatatcad totgoodcaa gagogooaco 240
C€Cggeggeg gecacgcetac Cgttgoitgcc ggagacaaga tcaacatcgt ctggaccocc 300
gagtggcccg aatcccacat €ggococgto attgactace tagccgoctyg caacggtgac 360
tgcgagaccg tcgacaagtce gtcgetgoge tggttcaaga ttgacggcoge €ggotacgac 420
aaggccgoeg gocgotggge €gcogacgct Crgogogeca acggcaacag crggetcgeo 480
cagatcccgt cggatctcaa ggccggcaac tacgrCctec gecacgagat catcgocctc 540
CacggTgete agagococcaa cggogoccag goctacccge agtgeatcaa cctocgegtce 600
accggeggeg geageaacct goccagegge gtcgecggea cctcgetgta caaggeogace 660
gacccgggea toctcttcaa cocctacgtc tectococgg attacaccgt coccoggeoeg 720
gccctecattg ccggegoege cagotcgatc geccagagea cgtcggtege cactgecace 780
ggcacggcca ccgttcccgg €ggogacgyec gecaacccta €Cgecaccac caccgecgee 840
acctccgeeg ccccgageac €accctgagg acgaccacta cctcggocge gcagactacce 900
gccecgeect ccggegatgt gcagaccaag tacggcecagt gtggtggcaa cggatggacg 960
ggcccgacgg tgtgcegeccce cggotogage tgotccgtcoe tcaacgagtg gtactoccag 1020
tgtttgtaa 1049
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SEQ ID Nos: 32 a 59 aparecen en el Listado Secuencial formal para esta divulgacion.

El uso de proteinas GH61 no pretende limitarse de ninguna manera a la teoria como su modo de accion.
Tedricamente, la produccion del producto puede aumentar por la accién de la proteina GH61 en el sustrato, por
interaccion de la proteina GH61 directamente con una o mas enzimas de celulasa en una mezcla, reduciendo la
viscosidad de la mezcla de reaccién o mediante otro mecanismo. La actividad de GH61 puede seguirse de manera
empirica usando métodos de ensayo descritos en esta divulgacion, sin conocer el mecanismo de operacion de la
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proteina GH61 que se esta usando.

DERRAME DE SECUENCIA
[0297]

<110> Codexis, Inc.

Rao, Kripa

Clark, Louis

Campopianio, Onorato
Szabo, Lorand

Torok, Janos

Baidyaroy, Dipnath

<120> Uso de Proteinas de la Familia Glycoside Hydrolase GH61

Facilitar el procesamiento de la celulosa

<130> 90834-818317
<150> US 61/375,788
<151> 2010-08-20

<160> 70
<170> Patentln version 3.5
<210>1
<211> 342
<212> PRT
<213> Myceliophthora thermophila
<400> 1
Met Ser Lys Ala Ser Ala Leu Leu Ala Gly Leu Thr Gly Ala Ala Leu
1 5 10 15
Val Ala Ala His Gly His Val Ser His Ile Val Val Asn Gly Val Tyr
20 25 30
Tyr Arg Asn Tyr Asp Pro Thr Thr Asp Trp Tyr Gln Pro Asn Pro Pro
35 40 45
Thr Val Ile Gly Trp Thr Ala Ala Asp Gln Asp Asn Gly Phe Val Glu
50 55 60
Pro Asn Ser Phe Gly Thr Pro Asp Ile Ile Cys His Lys Ser Ala Thr
65 70 75 80O
Pro Gly Gly Gly His Ala Thr Val Ala Ala Gly Asp Lys Ile Asn Ile
g5 30 95
Val Trp Thr Prco Glu Trp Pro Glu Ser His Ile Gly Pro Val Ile Asp
100 105 110
Tyr Leu Ala Ala Cys Asn Gly Asp Cys Glu Thr Val Asp Lys Ser Ser
115 120 125
Leu Arg Trp Phe Lys Ile Asp Gly Ala Gly Tyr Asp Lys Ala Ala Gly
130 135 140
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145

Gln

Ile

Fro

Sar

225

Ala

Ala

FPro

Gly
308

Gly

Tep

Trp

Ile

Ile

Eln

Gly

210

Phae

Leey

Thr

Thr

£30

ABp

Fro

Tyr

<2710= 2

<211= 323
<212= PRT
<2 13= Myceliophthora thermophila

<4 2

Ala

Pro

Ala

Cysa

185

Val

Ran

Ile

Ala

Ala

275

Thr

val

Thr

Sar

Ala

Sar

1ED

Ile

Ala

BPro

Ala

Thr

260

Thr

Thr

Eln

Val

Gln
340

Asp

Asp

165

Hig

Asn

Gly

Tyr

Gly

245

Gly

Thr

Thr

Thr

Cys

325

Cys

ES 2 623 288 T3

Ala
150

Gly

Thr

Val

230

Ala

Thx

Thr

Thr

Lys
310

Ala

Lys

Ala

Ser

215

Ser

Ala

Ala

Ala

Sar

235

TYE

Fro

hzg

Ala

Eln

Wal

200

Ser

Ser

Thx

Ala

280

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

Fer

185

Thr

Tyr

Bro

Fer

Val

265

Thr

Ala

Gln

Ser

Asn

Asn

170

Pro

Gly

Lys

hsp

Ile

250

Fro

ter

Gln

Cys

Ser
330

Gly

155

Ty

AEn

Gly

Ty

235

Ala

Gly

Ala

Thr

Gly

315

Cys

Asn

Val

Gly

Gly

Thr

220

Thr

Gln

Gly

Ala

Thr

300

Gly

Ser

Ser

Ala

Sar

205

Asp

Val

Ser

Gly

Fro

2ZB5

Ala

ABnN

Val

Trp

Gln

190

Asn

Bro

Bro

The

Gly

270

ter

Pro

Gly

Lau

His
175

Ala

Gly

Gly

Ser

255

Ala

Thr

Pro

TEp

Asn
335

Val

160

Glu

TyE

Fro

Ile

Era

240

val

Asn

Thr

Ser

The

320

Glu

His Gly His Val Ser His Ile VWal Val Asn Gly Wal Tyr Tyr Arg Asn
10

1

a

45

15
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TyrE

Gly

Fha

Gly

e

Ala

Fha

Als

145

fla

Al=

Pra

Bls

2258

Thr

L1

Trp

aly
5

Hia

Cyre

Asp
120

His

Gly

Pro

Thr
3%

T2p

han

Tla

115

Als

aly

Thr
175

Val

Eln

The
2

Iea

The

Pra

170

Arp

amr

ES 2 623 288 T3

Thr A=p Trp T¥r

fila hep GLn ASp

hsp

el

s

ELy

Ala
oln

165

Wal

amr

aEr

The
245

Ila

Ala

"W

Same

CFRe

hin

Gly
150

Jar

The

o

Ser
220

al

Ila
8%

Ala

Fiu

Gy

A=n

1z5

P

oLy

13

Iim

Pro

a0

Cya

iy

Ila

The

TyT

121

SRy

iy

Ala
201

Tyr

Alnm

Chy

Fin Fro
a5

Man Gly

Asp Lya

Ely e
0

Val Asp

105

Asp Lys

ABn SET

Val Ll

Gly Ala

170

Cly gax

Thzr ¥al

Giln EaT

dly Oly
LT

46

Ila
13

Yal

Ala

TP

ALy

155

Glm

A

Fro

Fro

T™hE

235

Gly

FEo

Wal

Al

&l

Aam

Ils

Ala

T3

lao

His

Alx

Gly

Gly
i

Fro

Gl

4.5

Ia

Aap

Gly

12%

Yal

Q1

Tyr

PeEd

Il=

03

Fro

WAl

ABn

Thr

=0

Fro

Yal

11Q

Arg

Floi

Ila

Pea

Ela

Al

Fro

val

Gly

Tep

&g

TP

]

Ila

Gl

LTS5

Gly

Fhe

Thr

El=

Trp

Ala

Pro

Ala
LeD

Oy

Wl

AEm

Els

Alw

240

&la
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The Thr

Gln Thz
290

Val Cys
305

gln Cy=

2= 3
2= ITE
w213 PRT

Z2E0

Thr 5=z Ala
2715

Lys Tye Gly

Ala Pro Gly

213= Myosiophthora thamopits

w0

The Thr

Gln Thz
290

Wal Cya
305

gln Cy®

w0 3
i ITE
v 1de PRT

Z&0

Thr fszr Ala
2758

Lys Tye Gly

Als Pro Gly

21 3= Myoeliophihora hemophlls

v Qe 1

ES 2 623 288 T3

Ela=

Sar
310

&las

Gln

Ear
3140

Thr
ZH0

Gly

Cys

Thr
ZHD

Gly

Cya

47

ZE&5

The Ala

Gly han

Sae Yal

&5

The Ala

Gly Aan

Bar Val

Fra

Gly

Laa
315

F=a

Bly

Laiata
315

Prz Sar
ZB5

Trp Thr
00

Asn Gl

Prz Sar
285

Tep Thr
60

han Slia

270

Gly Rep

Gly Fee

Trp Tyr

70

Gly Asp

Gly Pre

Trp Tyr

wal

S
320

wal

B
320
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Bl

g

The Gig

hap Gl

His hEn
=0

Lym Gly
B

gln Sar

Brg Ala

13

Fhe Thr

Gly

3ly

Gilm
115

Lym

ILla

Hinm

P

Lyn

Cya

Pha

150

The

Pro

Pro

Ely

Sln

Gle
g5

Ile

Slu

ES 2 623 288 T3

Fha

Azg

P

3ly

Gln

TR

Val

Pza

hap

Phiz

Ghy
55

L

Ilm

Hla
133

Lau

Il

Yal

Law
40

Al=

Il

Eis

124

Gla

| o a]

48

fec

2%

Gln

Phen

The

Ser

i35

Sec

hla
10

Ala

Ely

il

Ila

Ala

Aap

dly

aly

Als

Gly

Thr

Gly

TS

Rap

Elm

Glm

The

Lya

Pro

Bap

PFro
a0

Smz

ilu

GLy

A=n

Pres
140

Mila

Fhs

Als

AEf

aly

Ils

125

Aap

The
ag

TyE

GFlm

Pra

Cya
110

Liyra

Fal
15

s

Mak

Frio

Ala

Ty=

Ala

Feo

Cys

Al

Gly
z0

Cy=

Gila

Tep
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0w 4

145

The Tep

Pro Val

L&u Fro

210

Val Elu
225

Cya Ely

] e 223
2= PRT

<313 Mycedophthors thammophds

A Gl 4

ils

3la

Aep

L35

Gla

Ala

Fza

Thr
prap 11

Ila

130

alu

Ilm

Ala
260

TIp

Thr

165

val

Gly

Fro

aar

143

Ala

AEn

ES 2 623 288 T3

150

fle Gly Ase

3ly hsp Gly

Tlas Rim Amm
=00

Lya Tye Tyr
213

Gly Irp Thr

230

Gly Val &ar

Gly Ala Ala

Al

49

Arg Glu
170

dly Bear
Lgs

fle Fro

Glu Ty=

hsp Lou

Gly Ser

450

oo The
263

155

Fha

31ua

Pea

¥al

235

Gly

Fea

Tye Mat

Aar Ala

Tle Giy
20%

hin Pro

220

Fro Lo

Gly Aam

hla Wal

Gly

Gly

Gln

FNE

35
ll
=]

Cya
173

Ala

The

Liya

SeT
255

wly

lad

Ala

Ala

oyeE

Jar

@l

Zao

Sar

e



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

"8

Gln

Lyn

Sar

Tym

Pra
145

Gly

GLy

AEn

Iil= 5
21t T2
I PRT

AEn

o]

Val

Mk

Tim
13

1w

1y

B
210

Thr
35

Cy#

Glm

Aup
Tyr

115

Tyr

Fro

)

His

Wal
20

hzan

Rla

Gly

100

izkn
1=0

Val

Bmr

al

Gly

FeEo

Ala

TEp

Lo
165

213 Myoclophihora thammophis
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Ser

&mn

Gly

Rap

Ila

Glu

Gly

Tyre

150

Tyrr

rea

Ila

s

Gly

85

Sas

Pre

Thr

Fro

13=

[T

Ile

Iim

Wal
215

Ala

Fro
40

Gly

Aap
Aap

124

Thr

Glno

£00

Fro

Fha
25

Val

Ciya

135

Pha

Bae

Ser

Cyn

185

Gly

50

Lan
10

Sy

The

ST

Yal

]

ASp

AED

Ila

Loy

17l

Rila

heg

Wal

Rap

Cya

Gly

Ely

145

Gln

]

&l

Ty

Sar
G

Sar

Sar

140

Lys

ILlm

val

Ila

Val
220

Elu

The

Rap

Thr
dly

125

Glm

Him

Lau
205

Wal

Hia
1]

¥al

110

Rln

Ila

Val
150

Ila

Lyn

Ile

The

Fal

Ala

35

Saz

Cya

aET

Freo
175

Thz

Tys

Cye

ASp

ACg

Fl=

Trp
Aup

164

Gly

Gly
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w4 5

0= B

"E

GLy

val

Hia

65

The

Gln

Ile
145

GlLy

o2 e ZHE
o2 PRT

213 Myoclophthors hemophds

w40 B

Pro

Pes

84

Ala

Thxr

T

Flm
130

Thr

Ala

Lys

ILla

Ala

25

Gly

Ly®

The

Glua

115

Fra

Gly

Tye

Pro

AEsn Ala

hrg Cyw=
a0

Pes Thr

Tee Pha

Pro Thr

Tye Bl
180

Tyr Loy

Gly Arg

Lya Bax
165

Flu Ber
120
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FLlT

Tyr

The

The

Amn
150

The

TyrE

Bar

ThT

Ile

Ty=

Gly

fazr

Ein
135

iy

hap

Glin

Hi=
40

Tyr

Asn

Wal
124

Thr

Pea

EEC

51

Gln
Gin

z5

TyE

Gly

The
1G5

Lya

TyE

Pra

Gly

Ero
188

Ely
10

Ilie

Ala

Ala

Thr

Olm

H1 ko

Ila
17

dly

Liys

¥al

T3

3lmn

Ila

Ila

Fea
155

PEG

Fhu

Ths

al
60

Trp

Pro

hla

Cy¥a
140

Val

PFro

b Y1

F, 111

Glm
45

Ly

135

wal

Aap

Val

Pro

Val
3¢

B

Trp

GEln

Ila

Trp
L=0

Thr

15

Val

Ile

ey

Ila

Pri

35

Mak

Iiw

Lamiz

Ty

173

Arg
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Reivindicaciones

1. Una composicién que comprende:
a) una proteina GH61 recombinantemente producida que comprende una secuencia de aminoacido que es al
menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 2 o fragmentos de SEQ ID NO: 2 que tienen actividad GH61; y
b) enzimas de celulasa que incluyen al menos una endoglucanasa (EG), al menos una B-glucosidasa (BGL),
al menos una celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y al menos una celobiohidrolasa de Tipo 2 (CBH2).

2. La composicion de la reivindicacion 1, donde la proteina GH61:
a) aumenta la produccién de glucosa en al menos un 20% en una reaccion donde la celulosa sufre
sacarificacion por una combinacidon de enzimas que comprende EG, BGL, CBH1 y CBH2, en comparacion
con la misma reaccién en ausencia de la proteina GH61;
b) comprende una secuencia de aminoacido que es al menos 85%, 90%, 95%, 97% o 99% idéntica a SEQ ID
NO: 2;
¢) comprende SEQ ID NO: 2; o un fragmento de la misma que tiene actividad GH61.

3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, donde las enzimas de celulasa son:
a) recombinantes;
b) enzimas fdngicas, y/o
c) de M. thermophila.

4. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la composicion se obtiene:
a) expresando un gen que codifica la proteina GH61 en una poblacién de célula huésped, y expresando al
menos un gen que codifica una enzima de celulasa en otra poblacién de célula huésped; o
b) expresando un gen que codifica la proteina GH61 y al menos un gen que codifica una enzima de celulasa
en el mismo tipo de célula huésped.

5. La composicién de la reivindicaciéon 4, donde el gen codifica una proteina GH61 que comprende un péptido de
sefial heterélogo.

6. Un método para producir azlcares fermentables a partir de biomasa celulésica que comprende contactar un
sustrato celulésico con una composicion, medio de cultivo o lisado celular que contiene una proteina GH61 y
enzimas de celulasa, donde:
a) la proteina GH61 comprende una secuencia de aminoacido que es al menos 89% idéntica a la SEQ ID NO:
2 o un fragmento biolégicamente activo de la misma; y
b) las enzimas de celulasa incluyen al menos una endoglucanasa (EG), al menos una 3-glucosidasa (BGL), al
menos una celobiohidrolasa de Tipo 1 (CBH1), y al menos una celobiohidrolasa de Tipo 2 (CBH2).

7. El método de la reivindicacion 6, donde:
a) antes de dicho contacto, el sustrato se pre-trata;
b), la composicién, medio de cultivo o lisado celular comprende ademas una 0 mas enzimas seleccionadas
de esterasas, xilanasas, hemicelulasas, lipasas, proteasas, amilasas, glucoamilasas y combinaciones de
ellas;
c) el sustrato celulésico se deriva de trigo, paja de trigo, sorgo, maiz, arroz, cebada, bagazo de cafia de
azUcar, hierbas, pasto varilla, grano de maiz, mazorcas de maiz, fibra de maiz o una combinacién de los
mismos, y donde el sustrato es opcionalmente paja de trigo derivada; y/o
d) el azucar fermentable comprende glucosa.

8. El método de la reivindicacién 6 o 7, donde la composiciéon, medio de cultivo o lisado celular comprende GH61
aislado y al menos una o mas de una endoglucanasa aislada (EG), una B-glucosidasa aislada (BGL), una
celobiohidrolasa de Tipo 1 aislada (CBH1), y/o una celobiohidrolasa de Tipo 2 aislada (CBH2).

9. Un método para producir un producto final a partir de un sustrato celulésico, que comprende:
a) contactar el sustrato celulésico con una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, por lo que se producen azUcares fermentables a partir del sustrato; y
b) contactar los azlcares fermentables con un microorganismo en una fermentaciéon para producir un
producto final.

10. El método de la reivindicacién 9, que es una proceso simultaneo de sacarificacion y fermentacion.

11. El método de la reivindicaciéon 9, donde la sacarificacion del sustrato celulésico y dicha fermentacion ocurren
consecutivamente.

12. Un método para producir un producto final a partir de un sustrato celuldsico, que comprende:
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a) obtener azucares fermentables producidos de acuerdo con el método de una cualquiera de las
reivindicaciones 6-8; y

b) contactar los azlcares fermentables con un microorganismo en una fermentacion para producir un
producto final.
13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, donde el producto final es un alcohol.

14. El método de la reivindicacién 13, donde el alcohol es etanol.

10 15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, donde el microorganismo es una levadura.
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Figura 1(A)

Figura 1(B)

Produccion total de glucosa (g/l)
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Figura 2

Figura 3

Rendimiento de glucosa (giL})
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