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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 
División de Nuevas Creaciones 
E. S. D.

Asunto
Trámite
Evento
Actuación
Título

Solicitante:

NUMERO DE RADICACION 14-49610
PATENTE DE INVENCIÓN .
SOLICITUD
CONTESTACIÓN REQUERIMIENTO DE FORMA 
BIOCATALIZADORES DE CÉLULAS ENTERAS EN LA 
DEGRADACIÓN DE LA BIOMASA CELULÓSICA 
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT MBH & 
CO.PATENTE I KG.

MAURICIO PINZÓN PINZÓN, actuando en calidad de apoderado de la sociedad 
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG., procedo a 
contestar en tiempo debido, el requerimiento de forma emitido por este despacho 
mediante Oficio 6574 de Mayo 29 de 2014 frente al cual presentamos solicitud de 
prórroga para su contestación el día 16 de Julio de 2014.

Con base en lo anterior, anexamos la siguiente documentación:

1. Poder debidamente otorgado a mi favor.
2. Documento mediante el cual se acredita la existencia y representación legal 

del solicitante con su respectiva traducción a idioma español.
3. Tres (3) contratos de cesión en los cuales consta la firma de los 4 

inventores.
4. Tres (3) copias de certificado de los materiales biológicos utilizados con sus 

respectivas traducciones a idioma español.
5. Traducción a idioma español del texto de la patente con su correspondiente 

capítulo reivindicatorío.

De esta forma, habiendo cumplido con los requisitos exigidos por la normatividad 
andina, solicitamos muy respetuosamente continuar con el trámite aquí solicitado.

Cordialmente,

ricio Pinzón Pinzón 
79.145.527 de Usaquén 
37.230 del C.S.J
823
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POWER OF ATTORNEY

Be it known that:

Mr/Mrs y /  (Bmiienbroidi)

Legally representing and acting on behalf 
of

ZYRUS Beteiíiaunqsqeselischaft mbH & 
Co.Patente I  KG i.L..

a Corporation addressed in:

12529 Schónefeid / Waltersdorf, 
Germany

does heréby grant POWER OF 
ATTORNEY to:

MAURICIO PINZON PINZON 
SILVIA GARCIA CHACON 
JULIANA ORDUZ BELTRÁN

Lawyers in practico, of legal age, residing 
in Bogotá D.C., Republic of Colombia, so 
that they may act in his own ñame and 
representation in order to carry out all the 
inecessary steps and processes before the 
judicial, administrativo and other 
authorities of the Republic of Colombia in 
order to:

PODER

Compareció:

Mr/Mrs

Representante legal de

ZYRUS Beteniaunqsqesellschaft mbH 
& Co.Patente I  KG I.L..

Sociedad domiciliada en:

12529 Schónefeld / Waltersdorf,. 
Germany

otorgo PODER a:

MAURICIO PINZON PINZON 
SILVIA GARCIA CHACON 
JULIANA ORDUZ BELTRÁN

Abogados en ejercicio, mayores de 
edad, vecinos de Bogotá D.C., 
República de Colombia, para que en su 
nombre y representación adelanten ante 
las autoridades judiciales, 
administrativas o de policía de la 
República de Colombia y ante terceras 
personas, todas las acciones o 
gestiones según sea el caso 
encaminadas a:

1) Obtain the registration and or protection 
of the Intellectual Property Rights of the 
patent invention titled:

WHOLE-CELL BIOCATALYSTS IN THE 
DEGRADATION OF CELLULOSIC BIOMASS.

In carrying out the present mandato the 
proxy will be able to receive, withdraw.

1)0btener el registro y/o protección de 
los Derechos de propiedad Intelectual 
de la patente de invención titulada:

BIOCATALIZADORES DE CÉLULAS 
ENTERAS EN LA DEGRADACIÓN DE LA 
BIOMASA CELULÓSICA.

En desarrollo del presente mandato los
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compromise, conciliate, substitute, 
resume, and in general, carry out ai! kinds 
of actlons which would lead to the 
obtention of the pursued matter.

The proxy aiso Is expressiy authorized to 
to carry out for our bilí the payments to 
third of rates, payments of Services glven 
for third partyes in Colombia as in the 
exterior, bank commissions, freightages, 
notarial expenses and in general all the 
rest expenses that are needed for the 
effects of the complete fulfillment of this 
mándate.

apoderados podrán recibir, desistir, 
transigir, conciliar, sustituir, reasumir y 
en general realizar todo tipo de actos 
que contribuyan a la obtención del 
objeto perseguido

Nuestros apoderados igualmente
quedan expresamente facultados para 
efectuar por cuenta nuestra el pago a 
terceros de tasas, pagos de servicios 
prestados por terceros en Colombia 
como en el exterior, comisiones 
bancadas, portes, gastos notariales y 
en general todos los demás gastos que 
se requieran para los efectos del cabal 
cumplimiento de este mandato.

SIGNATURE - FIRMADO

(Signatura) (Buntenbroích)(Kostka)



TO WHOM IT MAY CONCERN
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ZYRUS Beteiligungsgeselischaft mbH & Co. 

Patente I KG i. L  was established on 5 July 

2006 and registered in the commercial register 

of Potsdam on 8 September 2006.

The purpose o f acquisition of industrial prop­

erty rights, in particular patents, and the sale 

of exclusive licenses for such industrial proper­

ty rights for the administration, development 

and exploitation thereof, the latter in particu­

lar by means of licenses. The investment com- 

pany is entitled to effect all legal transactions 

and legal acts suitable for and related to pro- 

moting the purpose of the company itself, or 

to commission third parties to effect such 

transactions.

Planned duration of the participation: about 6 

years (until 31 December 2012).

The period of validity of the investment com­

pany ended on 31 December 2012. It has 

therefore been in liquidation since 1 January 

2013. The liquidation \was registered in the 

commercial register on 22 February 2013.

Die ZYRUS Beteiligungsgeselischaft mbH & Co. 

Patente I KG i. L. wurde am 5. Juli 2006 gegründet 

und am 8. September 2006 ins Handeisregister 

Potsdam eingetragen.

Geselischaftszweck der Fondsgeselischaft ist der 

Ankauf von gewerbiichen Schutzrechten, insbeson- 

dere Patenten, oder der Abschiuss von Exklusivli- 

zenzen an diesen, um diese zu vervwaiten, zu entwi- 

ckeln und vor aliem durch Lizenzierung zu verwer- 

ten. Die Fondsgeselischaft ist berechtigt, selbst o- 

der durch Beauftragung Dritter alie Rechtsgescháf- 

te und Rechtshandiungen vorzunehmen, die geeig- 

net sind, den Geselischaftszweck zu fórdern und 

mit ihm im Zusammenhang stehen.

Geplante Dauer der Beteiligung: Rund sechs Jahre, 

bis zum 31. Dezember 2012.

Die Laufzeit der Fondsgeselischaft endete zum 31. 

Dezember 2012. Die Fondsgeselischaft befmdet 

sich somit seit 1. Januar 2013 in der Liquidations- 

phase. Die Eintragung der Liquidation im Handeis­

register erfolgte am 22. Februar 2013.

Düsseldorf, den/this

Q



URNr. 2226 für 2014 Op File-No. 2226/2014 Op

Ich, Dr. Rainer Oppermann, Notar mit 
dem Amtssitz zu Düsseldorf, beglau- 
bige die Unterschrift

I, the undersigned Dr. Rainer 
Oppermann, Germán Notary, duly admit- 
ted and sworn with official residence 
at Düsseldorf, herewith authenticate 
the signatura

vor mir vollzogen von 
Herrn Michael Kostka, 
geboren am 06.10.1961,
Kónigsallee 106, 40212 Düsseldorf, 
ausgewiesen durch Bundespersonal- 
ausweis,

vor mir vollzogen von 
Herrn Andre Buntenbroich 
geboren am 02.10.1971,
Kónigsallee 106, 40212 Düsseldorf, 
ausgewiesen durch Bundespersonal- 
ausweis.

given before me by 
Mr. Michael Kostka, 
born October 6, 1961,
Kónigsallee 106, 40215 Düsseldorf, 
identified by Germán Identity Card,

given acknowledged before me by 
Mr. Andre Bundenbroich, 
born on October 2, 1971, 
Kónigsallee 106, 40215 Düsseldorf, 
identified by Germán Identity Card

Ich bescheinige;

Die ZYRUS Beteiligungsgesell- 
schaft mbH mit Sitz in Schónefeld 
(die "GmbH") ist eine Gesell- 
sctiaft mit beschránkter Haftung 
nach dem Recht der Bundesrepublik 
Deutschland und ais solche im 
Handeisregister des Amtsgerichts 
Cottbus unter HRB 10073 CB einge­
tragen .

I certify and confirm:

- ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH
with registered office at Schónefeld 
(the "GmbH") is a "Gesellschaft mit 
beschránkter Haftung" (limited lia- 
bility company) duly incorporated 
and existing under the laws of the 
Federal Republic of Germany being 
entered with the Commercial Register 
at Cottbus under HRB 10073 CB.

Die ZYRUS Beteiligungsgesellschaft 
mbH & Co. Patente I KG i. L. mit
Sitz in Schónefeld (die "KG") ist 
eine Kommanditgesellschaft nach 
dem Recht der Bundesrepublik 
Deutschland und ais solche im 
Handeisregister des Amtsgerichts 
Schónefeld unter HRA 2502 CB ein­
getragen .

- ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & 
Co. Patente I KG i . L. with regis­
tered office at Schónefeld (the 
"KG") is a "Kommanditgesellschaft" 
(limited partnership) duly incorpo­
rated and existing under the laws of 
the Federal Republic of Germany be­
ing entered with the. Commercial Reg­
ister at Cottbus under HRA 2502 CB.

Die ZYRUS Beteiligungsgesell­
schaft mbH mit Sitz in Schónefeld 
(die "GmbH") ist ais persónlich 
haftende Gesellschafterin und Li- 
quidator berechtigt, die ZYRUS 
Beteiligungsgesellschaft mbH &
Co. Patente I KG i. L. mit Sitz 
in Schónefeld (die "KG") einzeln 
zu vertreten. Sie ist dabei von 
den Beschrankungen des § 181 BGB 
befreit.

The ZYRUS Beteiligungsgesellschaft
mbH as "persónlich haftender Gesell- 
schafter" (general partner) and Li- 
quidator is duly authorized to re- 
present and act legally for and on 
behalf of the ZYRUS Beteiligungsge­
sellschaft mbH & Co. Patente I KG
i. L. with single authority - exempt 
from the prohibition of self-dealing 
pursuant to seo 181 Germán Civil 
Code -.



Die Herren Michael Kostka und 
Andre Buntenbroich ais Prokuris- 
ten, beide mit dem Recht zur Ver- 
aulierung und Belastung von Grund- 
besitz und jeder befreit von 
§ 181 BGB, sind berechtigt, die 
"GmbH" und damit auch die "KG" 
gemeinsam zu vertreten.

-Mr. Michael Kostka as "Prokurist" 
(officer with registered procura- 
tion) with the power to sell and en-̂  
cumber land - exempt from the prohi-^ 
bition of self-dealing pursuant to 
sec 181 Germán Civil Code - and Mr. 
Andre Buntenbroich as "Prokurist" 
(officer with registered procura- , 
tion) with the power to sell and en-̂  
cumber land - exempt from the prohi­
bition of self-dealing pursuant to , 
sec. 181 Germán Civil Code - are du­
ly authorized with joint authority 
to represent and act legally for and 
on behalf of the "GmbH" and thereby 
also for and on behalf of the "KG".

In testimony whereof I have hereunto 
set my hand and affixed 
my seal of office.

Düsseldorf, den/this 12. August 2014 
Me/BE

Dr. Oppermann, Notar/Notary

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Land: Bundesrepublik Deutschland

Diese óffentliche Urkunde
2. ist unterschrieben von Notar Dr. Oppermann
3. in seiner Eigenschaft ais Notar in Düsseldorf

4. sie ist versehen mit dem Siegel/Stempel des Notars

1 3. AUG. 2QH
Bestátigt

5. in Düsseldorf 6. am
7. durch den Prásidenten des Landgerichts
8. unter Nr. 9101 Ea -
9. Stempel: 10. Unterschrift:

In Vertretung

(Seifert) 
Vorsitzender Richter 
am Landgericht



TO WHOM IT MAY CONCERN

1 I

Die ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG wurde am 5. Juli 2006 
gegründet und am 8. September 2006 ins Handeisregister eingetragen.

Geselischaftszweck der Fondsgeselischaft ist der Ankauf von gewerbiichen 
Schutzrechten, insbesondere Patenten, oder der Abschiuss von Exklusiviizenzen an 
diesen, um diese zu verwaiten, zu entwickeln und vor alIem durch Lizenzierung zu 
verwerten. Die Fondsgeselischaft ist berechtigt, selbst oder durch Beauftragung 
Dritter alie Rechtsgescháfte und Rechtshandiungen vorzunehmen, die geeignet sind, 
den Geselischaftszweck zu fordern und mit ihm im Zusammenhang stehen.

Geplante Dauer der Beteiligung: Rund sechs Jahre, bis zum 31. Dezember 2012.

Die Laufzeit der Fondsgeselischaft endete zum 31. Dezember 2012. Die 
Fondsgeselischaft befindet sich somit seit 1. Januar 2013 in der Liquidationsphase. 
Die Eintragung der Liquidation im Handeisregister erfolgte am 22. Februar 2013.

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG was established on 5 July 
2006 and registered in the commercial register on 8 September 2006.

The purpose of the investment company is the acquisition of industrial property rights, 
in particular patents, and the sale of exclusive licenses for such industrial property 
rights for the administration, development and exploitation thereof, the latter in 
particular by means of licenses. The investment company is entitled to effect all legal 
transactions and legal acts suitable for and related to 'promoting the purpose of the 
company itself, or to commission third parties to effect such transactions.

Planned duration of the participation: about 6 years (until 31 December 2012).

The period of validity of the investment company ended on 31 December 2012. It has 
therefore been in liquidation since 1 January 2013. The liquidation was registered in 
the commercial register on 22 February 2013.

KOnigs WustertiáiiBtn, d é r  ̂9. ju y  2014
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CERTIFICACION NOTARIAL -S O C IE D AD  

(N otary certifícate  -  Corporation or Com pany!

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH
Corno N o ta rio  P ub lico  ce rtifico  que; ^ co. Patente i kg i .l .
The undersigned Notary Public, certifíes that: i*.  ̂ ^ / ^^ ■ ' 12529 Schónefeld / '/Jaltersdorf / Germany

Que la C om p a riia  o to rg a n te  de este poder/
The above mentioned Company /

e x is te  y se encue n tra  o rg an iza da  de a cu e rd o  con las leyes de este pais / 
es tado /
exists and is organizad in accordance with the Laws o f this Country /S ta te  /

y la p e rsona  que en su re p re se n ta c ió n  su sc rib e  el p resen te  m anda to  
cu en ta  con las deb ida s  fa cu lta d e s  para rep resen ta rla  en este acto. 
land the person who executed the forgoing document is the authorized representativa o f 
said Corporation /Company an¿Jp empowered to execute this document on its behalf.

KÓnigs Wustprtiausen, d ér O 9* JULI 20U

Notario Public 
Notary Public



Hiermit beglaubige ich die vor mir voilzogenen Unterschriften

1. des Herrn Dietmar B e o k e r, 
geboren am 6. November 1959,
wohnhaft in 10707 Berlin, Düsseldorfer S tra lie  60 A,
Herr Becker ist mir von Person bekannt,

2. des Herrn Michael S c h i n k, 
geboren am 29. Januar 1971, 
wohnhaft in 12157 Berlin, Begasstralie 6,
Herr Schink ist mir von Person bekannt.

Herr Becker und Herr Schink hier handeind nicht im eigenen Ñamen, sondern 
ausschiieíllich ais Gescháftsführer bzw. Prokurist der

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH

mit Sitz in Schónefeld, eingetragen im Handeisregister des Amtsgerichts Cott­
bus, HRB-Nr. 10073 CB,

diese wiederum handeind ais persónlich haftende Gesellschafterin der

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG i.L.

mit Sitz in Schónefeld, eingetragen im Handeisregister des Amtsgerichts Cott­
bus, HRA-Nr. 2502 CB, mit der Gescháftsanschrift: Berliner Straíie 1, 12529 
Schónefeld.

Ferner bescheinige ich, der beglaubigende Notar, aufgrund der Einsichtnahme 
vom 9. Juli 2014 in das Handeisregister des Amtsgerichts Cottbus

unter HRB 10073 CB, dass Dietmar Becker und Michael Schink berechtigt 
sind, die ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH gemeinschaftiich zu vertre­
ten und

unter HRA 2502 CB, dass die ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH per­
sónlich haftender Geselischafter und Liquidator der ZYRUS Beteiligungs­
gesellschaft mbH & Co. Patente I KG und zu deren alleinigen Vertretung 
berechtigt ist.

KÓnigs Wusterhausen, den 09. Juli 2014

Urkundenrolle Nr. 1168/2014

Í ^ / G S V #

Notar



Apostille
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Land; Bundesrepublik Deutschland

D iese Offentliche U rkunde

2. ist unterschrieben von Herrn Hans-UIrich Tegge

3. in seiner Eigenschaft ais Notar

4. versehen mit Siegel Hans-UIrich Tegge, Notar in Kónigs 
Wusterhausen.

Bestátigt

%

5. in Cottbus

7. durch den Prásidenten des Landgerichts

8. unter Nr. 910E-1.277/14

9. Stempel/Siegel

6. am 15.07.2014

10. Unterschrift

(Klaus-Christoph Clavée)
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A QUIEN CORRESPONDA

• ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG fue establecida el 5 de julio 
de 2006 y matriculada en el registro mercantil el 8 de septiembre de 2006.

• El objeto social de la compañía de inversiones es la adquisición de derechos de 
propiedad industrial, en particular patentes, y la venta de liceneias exclusivas para 
dichos derechos de propiedad industrial para la administración, desarrollo y explotación 
de las mismas, esto último en particular por medio de licencias. La compañía de 
inversiones tiene derecho de llevar a efecto todas las transacciones y acciones legales 
adecuadas relacionadas con la promoción del objeto social de la compañía misma, o de 
encargar a terceros que lleven a efecto dichas transacciones.

• El término previsto de la participación es de cerca de 6 años (hasta el 31 de diciembre 
de 2012).

• El periodo de existencia de la compañía de inversiones finalizó el 31 de diciembre de
2012. Por tal razón, ha estado en liquidación desde el 1 de enero de 2013. La 
liquidación fue consignada en el registro mercantil el 22 de febrero de 2013.

Dado en Kónigs Wusterhausen, el 9 de julio de 2014

(Hay dos firmas)

Notas del Traductor:
1) El presente documento porta una autenticación notarial bilingüe (español-inglés y 

una Apostilla conforme a la Convención de La Haya del 5 de octubre de 1961 dada 
en Cottbus, Alemania, el 15 de julio de 2014 con el No. 910E-1.277/14

2) Esta traducción se realizó en Bogotá, D.C., Colombia, el 19 de septiembre de 2014.

iza F.
Traductor e Intérprete Oficial 
Res. Miniustida 1025 de 1995
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A QUIEN CORRESPONDA

• ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG fue establecida el 5 de julio 
de 2006 y matriculada en el registro mercantil de Potsdam el 8 de septiembre de 2006.

• El objeto social es la adquisición de derechos de propiedad industrial, en particular 
patentes, y la venta de licencias exclusivas para dichos derechos de propiedad industrial 
para la administración, desarrollo y explotación de las mismas, esto último en particular 
por medio de licencias. La compañía de inversiones tiene derecho de llevar a efecto 
todas las transacciones y acciones legales adecuadas relacionadas con la promoción del 
objeto social de la compañía misma, o de encargar a terceros que lleven a efecto dichas 
transacciones.

• El término previsto de la participación es de cerca de 6 años (basta el 31 de diciembre 
de 2012).

• El periodo de existencia de la compañía de inversiones finalizó el 31 de diciembre de 
2012. Por tal razón, ha estado en liquidación desde el 1 de enero de 2013. La 
liquidación fue consignada en el registro mereantil el 22 de febrero de 2013.

Dado en Düsseldorf, el 12 de agosto de 2014

(Hay dos firmas)
Michael Kostka Andre Bünterbroicb

PC(y3Í3 b. 
Traductor e In té t/e te  Oficial 
Res. Minjustida 1025 de 1995



Expediente No. 2226/2014 Op

Yo, el abajo firmante, Dr. Rainer Oppermann, Notario Alemán, debidamente admitido y 
juramentado con domicilio oficial en Düsseldorf, por medio de la presente autentico la 
firma

- suscrita en mi presencia por el Sr. Michael Kostka, nacido el 6 de octubre de 1961, 
Kónigsallee 106, 40125 Düsseldorf, identificado con Cédula de Ciudadanía de 
Alemania.

suscrita y reconocida por mí por el Sr. Andre Bundenbroich, nacido el 2 de octubre 
de 1971, Kónigsallee 106, 40125 Düsseldorf, identificado con Cédula de 
Ciudadanía de Alemania.

Por medio de la presente certifico y confirmo:

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH, con domicilio registrado en Schónefeld (la 
“GmbH”) es una compañía de responsabilidad limitada (“Gesellschaft mit 
heschrántkter Haftung”) debidamente constituida y existente bajo las leyes de la 
Repúbliea Federal de Alemania, matriculada en el Registro Mercantil de Cottbus 
bajo el No. HRB 10077 CB.

- ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG i. L., con domicilio 
registrado en Schónefeld (la “KG”), es una sociedad en comandita 
(“Kommanditgesellschaft”) debidamente constituida y existente bajo las leyes de la 
República Federal de Alemania, matriculada en el Registro Mercantil de Cottbus 
bajo el No. HRA 2502 CB.

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH, en su calidad de soeia generalmente 
responsable (“persónlich haftender Gesellschafter”) y Liquidadora está debidamente 
autorizada para representar y actuar legalmente para y a nombre de ZYRUS 
Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG i. L. con autoridad única, 
exenta de la prohibición de actuar en su propio interés según lo previsto en la 
sección 181 del Código Civil Alemán.

El Sr. Michael Kostka, en su calidad de signatario autorizado o funcionario con 
mandato registrado (“Prokurist”) que ostenta el poder de vender y afectar predios, 
exento de la prohibición de actuar en su propio interés según lo previsto en la 
sección 181 del Código Civil Alemán y el Sr. Andre Bunterbroich en su calidad de 
signatario autorizado o funcionario con mandato registrado (“Prokurist”) que 
ostenta el poder de vender y afectar predios, exento de la prohibición de actuar en su 
propio interés según lo previsto en la sección 181 del Código Civil Alemán, cuentan 
con la debida autorización para obrar conjuntamente en la representación y acción 
legal para y a nombre de la “GmbH” y por tal razón también para y a nombre de la 
“KG”.

En testimonio de lo cual he estampado en la presente mi firma y ¿  sello de mi despacho.

/a za  h
Traductor e Intérprete Oficial 
Res. Minjustida 1025 de 1995
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Düsseldorf, 12 de agosto de 2014

(Hay una firma, una estampilla y un cordón)
Dr. Oppermann 
Notario

Notas del Traductor:
1) El presente documento porta una Apostilla conforme a la Convención de La Haya 

del 5 de octubre de 1961 dada en Düsseldorf, Alemania, el 13 de agosto de 2014 
con el No. 9101Ea-3888/2014

2) Esta traducción se realizó en Bogotá, D.C., Colombia, el 19 de septiembre de 2014.

i ,  F
Tradudore intérprete®^
j ês. Minjustiaa 102.. de



CONTRATO DE CESION DE DERECHOS 
SOBRE PATENTE DE INVENCIÓN

ASSINGMENT OF RIGHTS

Andreas Rohardt, con número de 
identificación 129754305 de Alemania, 
Michael Jürgens con número de 
identificación 149348365 de Alemania, Ruth 
Maas con número de identificación 
149348365 de Alemania and Tatjana 
Brossette con número de identificación 
5837058105D, mayores de edad, 
domiciliados todos ellos en Alemania, en 
adelante LOS CEDENTES, por medio de la 
presente cesión, cedemos en forma 
voluntaria el cien por ciento (100%) de 
nuestros derechos, título e intereses en 
COLOMBIA sobre la invención titulada;

Andreas Rohardt, adult, with Number of 
Identity 129754305 of Germany, Michael 
Jürgens, adult, with Number of Identity 
149348365 of Germany, Ruth Maas, adult, 
with Number of Identity 149348365 of 
Germany, and Tatjana Brossette, adult, 
with Number of Identity 5837058105D, 
domiciled all of them in Germany, from now 
on the ASSIGNORS, through this 
assignment, we assign the one hundred 
percent (100%) of our rights, titles and 
interests in COLOMBIA on the patent 
application entitled:

“Bíocatallzadores de células enteras en 
la degradación de la biomasa 

celulósica”

El cien por ciento (100%) de nuestros 
derechos, título e intereses lo cedemos a 
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT 
MBH & CO.PATENTE I KG i.L., sociedad 
domiciliada en 12529 Schónefeld / 
Waltersdorf, Alemania, quien se 
denominará como EL CESIONARIO.

Los CEDENTES declaran tener pleno 
derecho para efectuar el presente traspaso, 
que no han celebrado ni celebrarán ningún 
acuerdo que esté en conflicto con la 
presente cesión.

De igual manera los CEDENTES declaran 
que comunicarán al CESIONARIO, todos 
los hechos que conozcan con respecto a 
esta invención y que testificarán en 
cualquier proceso legal, firmarán todos los 
documentos legales y solicitudes 
divisionales de continuación y sustitución y 
reexpedición, prestarán todos los 
juramentos legales y en general harán todo

“Whole-cell biocatalysts in the 
degradation of ceílulosic biomass”

We assign the one hundred percent 
(100%) of our rights titles and interests to 
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT 
MBH & CO. PATENTE I KG i.L, with 
domicile 12529 Schónefeld / Waltersdorf, 
Germany, from now on the ASSIGNEE.

The ASSIGNORS declare that they have 
full rights to make this transfer and State 
that they have not execute ñor they will 
execute any agreements that conflicts with 
this assignment.

In the same way, the ASSIGNORS declare 
that they will communicate to the 
ASSIGNEES all the facts they know about 
this invention and that they will testify in 
any legal proceedings, will sign all legal 
documenta and divisional applications, 
continuation, suspensión and re-expedition, 
will provide all legal oaths and in general, 
will do every effort to enforce the proper 
protection of patent rights.



lo posible por hacer valer la debida 
protección de los derechos de la patente.

El presente documento se firma en
________ [City] a lo s  ( ) días [days]
del mes de Abril de 2014.

he present document is signed in [city] 
'Q rfefon.ABrij 2014.

C\ Ky
The assignors,

Los cedentes,
Andreas Rohardt,
Identification No. 129754305 of Germany,

Andreas Rohardt,
No. identificación 129754305 de Alemania.

Michael Jürgens
No. identificación 149348365 de Alemania,

Michael Jürgens
Identification No. 149348365 of Germany,

Ruth Mac
Identification No, 149348365 of Germany

Ruth Maas
No. Identificación 149348365 de Alemania

Tatjana Brossette
No. identificación 
Alemania

El cesionario.

5837058105D de

[njmíe:]
''RUS BETEILIGUNGSGESELL- 

"^SCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG I.L.

Tatjana Brossette
Identification No. 
Germany

The Assignee,

5837058105D of

Costka
[ñame:]
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELL­
SCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG I.L.



i

CONTRATO DE CESION DE DEREpHOS 
SOBRE PATENTE DE INVENCION

Andreas Rohardt, con número de 
identificación 129754305 de Alemania, 
Michael Jürgens con número de 
identificación 149348365 de Alemania, Ruth 
Maas con número de identificación 
149348365 de Alemania and Tatjana 
Brossette con número de identificación 
5837058105D, mayores de edad, 
domiciliados todos ellos en Alemania, en 
adelante LOS CEDENTES, por medio de la 
presente cesión, cedemos en forma 
voluntaria el cien por ciento (100%) de 
nuestros derechos, título e intereses en 
COLOMBIA sobre la invención titulada;

“Biocatalizadores de células enteras en 
la degradación de la biomasa 

celulósica”

El cien por ciento (100%) de nuestros 
derechos, título e intereses lo cedemos a 
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT 
MBH & CO.PATENTE i KG i.L, sociedad 
domiciliada en 12529 Schónefeld / 
Waltersdorf, Alemania, quien se 
denominará como EL CESIONARIO.

Los CEDENTES declaran tener pleno 
derecho para efectuar el presente traspaso, 
que no han celebrado ni celebrarán ningún 
acuerdo que esté en conflicto con la 
presente cesión.

De igual manera los CEDENTES declaran 
que comunicarán al CESIONARIO, todos 
los hechos que conozcan con respecto a 
esta invención y que testificarán en 
cualquier proceso legal, firmarán todos los 
documentos legales y solicitudes 
divisionales de continuación y sustitución y 
reexpedición, prestarán todos los 
juramentos legales y en general harán todo

ASSINGMENT OF RIGHTS

Andreas Rohardt, adult, with Number of 
identity 129754305 of Germany, Michael 
Jürgens, adult, with Number of Identity 
149348365 of Germany, Ruth Maas, adult, 
with Number of Identity 149348365 of 
Germany, and Tatjana Brossette, adult, 
with Number of Identity 5837058105D, 
domiciled all of them in Germany, from now 
on the ASSIGNORS, through this 
assignment, we assign the one hundred 
percent (100%) of our rights, titles and 
interests in COLOMBIA on the patent 
application entitled;

“Whole-cell biocatalysts in the 
degradation of ceílulosic biomass”

We assign the one hundred percent 
(100%) of our rights titles and interests to 
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT 
MBH & CO. PATENTE I KG I.L., with 
domicile 12529 Schónefeld / Waltersdorf, 
Germany, from now on the ASSIGNEE.

The ASSIGNORS declare that they have 
full rights to make this transfer and State 
that they have not execute ñor they will 
execute any agreements that conflicts with 
this assignment.

In the same way, the ASSIGNORS declare 
that they will communicate to the 
ASSIGNEES all the facts they know about 
this invention and that they will testify in 
any legal proceedings, will sign all legal 
documenta and divisional applications, 
continuation, suspensión and re-expedition, 
will provide all legal oaths and in general, 
will do every effort to enforce the proper 
protection of patent rights.



1

lo posible por hacer valer la debida 
protección de los derechos de la patente.

El presente documento se firma en 
\fi<£iMAM̂ kg[city] a los g Q . ( ) dias [days]

del mes de Abril de 2014.

Los cedentes,

Andreas Rohardt,
No. identificación 129754305 de Alemania.

The present document is signed in [city] 
April 2014.

The assignors,

u  K
Andreas Rohardt,
Identification No. 129754305 of Germany,

Michael Jürgens
Identification No. 149348365 of Germany,

Michael Jürgens
No. identificación149348365 de Alemania,

Ruth Maas
No. Identificación 149348365 de Alemania

Tatjana Brossette
No. identificación 5837058105D de 
Alemania

El cesionario,

BETEILIGUNGSGESELL- 
iCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG i.L.

Ruth Maas
Identification No, 149348365 of Germany

Tatjana Brossette
Identification No. 
Germany

The Assignee,

5837058105D of

ostkñame
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELL­
SCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG i.L.
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CONTRATO DE CESION DE DERECHOS 
SOBRE PATENTE DE INVENCIÓN

ASSINGMENT OF RIGHTS

Andreas Rohardt, con número de
identificación 129754305 de Alemania, 
Michael Jürgens con número de
identificación 149348365 de Alemania, Ruth 
Maas con número de identificación 
149348365 de Alemania and Tatjana 
Brossette con número de identificación 
5837058105D, mayores de edad, 
domiciliados todos ellos en Alemania, en 
adelante LOS CEDENTES, por medio de la 
presente cesión, cedemos en forma
voluntaria el cien por ciento (100%) de 
nuestros derechos, título e intereses en 
COLOMBIA sobre la invención titulada:

Andreas Rohardt, adult, with Number of 
Identity 129754305 of Germany, Michael 
Jürgens, adult, with Number of Identity 
149348365 of Germany, Ruth Maas, adult, 
with Number of Identity 149348365 of 
Germany, and Tatjana Brossette, adult, 
with Number of Identity 5837058105D, 
domiciled all of them in Germany, from now 
on the ASSIGNORS, through this 
assignment, we assign the one hundred 
percent (100%) of our rights, titles and 
interests in COLOMBIA on the patent 
application entitled:

“ Biocatalizadores de células enteras en 
la degradación de la biomasa celulósica”

El cien por ciento (100%) de nuestros 
derechos, título e intereses lo cedemos a 
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT 
MBH & CO.PATENTE I KG i.L., sociedad 
domiciliada en 12529 Schónefeld / 
Waltersdorf, Alemania, quien se 
denominará como EL CESIONARIO.

Los CEDENTES declaran tener pleno 
derecho para efectuar el presente traspaso, 
que no han celebrado ni celebrarán ningún 
acuerdo que esté en conflicto con la 
presente cesión.

De igual manera los CEDENTES declaran 
que comunicarán al CESIONARIO, todos 
los hechos que conozcan con respecto a 
esta invención y que testificarán en 
cualquier proceso legal, firmarán todos los 
documentos legales y solicitudes 
divisionales de continuación y sustitución y 
reexpedición, prestarán todos los 
juramentos legales y en general harán todo 
lo posible por hacer valer la debida

“Whole-cell biocatalysts in the 
degradation of ceílulosic biomass”

We assign the one hundred percent (100%) 
of our rights titles and interests to ZYRUS 
BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT MBH & 
CO. PATENTE I KG i.L., with domicile 
12529 Schónefeld / Waltersdorf, Germany, 
from now on the ASSIGNEE.

The ASSIGNORS declare that they have 
full rights to make this transfer and State 
that they have not execute ñor they will 
execute any agreements that conflicts with 
this assignment.

In the same way, the ASSIGNORS declare 
that they will communicate to the 
ASSIGNEES all the facts they know about 
this invention and that they will testify in 
any legal proceedings, will sign all legal 
documente and divisional applications, 
continuation, suspensión and re-expedition, 
will provide all legal oaths and in general, 
will do every effort to enforce the proper 
protection of patent rights.



protección de ios derechos de la patente.

El presente documento se firma en 
k«KK»i/Jcitvl a los . ( ) días [days] 
del mes de Abril de 2014.

The present document is signed in [city] 
Uc«.v%»\»,/î on April 23«Jl 2014.

The assignors,

Los cedentes,

Andreas Rohardt,
No. identificación 129754305 de Alemania.

Michael Jürgens
No. identificación 1*49348365 de Alemania,

Andreas Rohardt,
Identification No. 129754305 of Germany,

Michael Jürgens
Identification No. 149348365 of Germany,

Ruth Maas
No. Identificación 149348365 de Alemania

Ruth Maas
Identification No, 149348365 of Germany

Tatjana Brossette
No. identificación 
Alemania

El cesionario.

5837058105D de

Z ^ U S  BETEILIGUNGSGESELL- 
ÍCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG i.L.

Tatjana Brossette
Identification No. 
Germany

The Assignee,

5837058105D of

Ct

TOstka 
'■[ñame;]
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELL­
SCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG i.L.



NÜR FÜR SiCHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
H itta  nk'.hi fü r  w issen sch aW ich e  P u b lik a tio n e n  (z.B. Beschroibunri von Typstammen) 
o d e r P a te n tzw e ck e  verw end en!

y'

DSMZ

L E IB N IZ -IN S T ITU T  D S M Z-D E U TS C H E  S A M M LU N G  V O N  M IK R O O R G A N IS M E N  UND ZE LLK ULTUREN  Gm bH
Inhoffenstr. 7 B 

D -38124 Braunschweig 
G E R M A N Y

FORMBLATT für die Von der Hinteríegüngsstelle auszufüllen:

SICHERHEITSHINTERLEGUNG DSMZ-Aufnahmenummer;

vom Hinterleger stisviifollen
E/ngangsdatum der Kultur:

B A K TE R IE N /A R C H A E A /P ILZ E ^

1. K ENN 2EJC HNU NG  DES M IK R O O R G A N ISM U S

Bezugszeichen;

Exücellulasc

Taxonomisohe Bezetchnung: 

Esdierichia coH (B-Stamm)

Oie 2u hinterlegende Kultur ist: 

( ^ ) eine Reinkultur 

( ) eine Mischki.ilti.ir 

(max. zwei Komponenlen)

II, Z Ü C H iU N G S B E D IN G U N G E N (
Médium; PH

..B. pM 7 mit 100 pg/ml Carbeniciliin

vor der Sterillsation -j 

SteriiisalionZO min bei 121 "C 

pH nach Sterillsation: ^

Verhalten gegenübet Sauerstoff: 

i  )aerob 

( ) mlkroaerophll 

( ) obligal anaerob

Besondere Ansprüche an die Gasatmospháre: 

ttebri/tungstemperatur; 37  ‘‘C

Bebrütungsdauer: .Standard (Ü N )

Aufbewahrung bei: 4 ° C

Überirrtpfungsiníervall: 2-3 vvochen

Ole DSMZ nimmt zur HInterlegunq ausschlietillch Mlkroorganismen an. die aerri3& Biostoff-Verordnunq den Risikogn/ppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regein für Biologische Arbeitsstofte): 'cinslufung von Bakterlen in Rlsikogruppen’ 
(TRSAJñg.) nnd ’EInstufung von Pllzen in Rlsikogruppen'( TRBA460). Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufer» Si oder S 2 entsprechend dem Geselz zur Reoeluno der Gentechnik bzw. den Massen 1 oder 2 entsprechend 
der Ridilltnie 2009/41 ;EG des Ruropaischen Parisments und des Rates úber die Anwendung genetisch veránderfer 
Mikroorganismen in geschlossenen Systemen zugeordnet werden kónnen.

Ankreuzen, v.enn auf einem gesonderten Blatt v/eitere Angafaen eingereicht werden.

NUR ru R  SiCHCfífiEiTSHíNTGRLEGUNGENí 
-nicht tiir Patentzwecise oder wlesenscfiaftíiche Publilcationen-

ilCHERHEITSHirgTERLEGUNG -  B.AKTERItlMÍAKUHAGWPiLZE (erste Selle 01/2012)



^1
NUR  FÜ R  S IC H E R H E ITS H IN TE R LE G U N G E N !
Bitte n icht für wissenschaftiiche Publikationen 
(z.B. Beschr&ibung von Typstammen) adar Patentzwecke verwenden!

III. A Ü F B E W A H R U N G S B E D IN G ü NGEN ( f

CiK'ccrinkultur bol -8 0 °C

A ktivk iiltu r

IV. 8 E D IN G U N G E N  FÜ R DIE LE B E N SFÁ H IG K EITS PR Ü FU N G i f

K uilivierung in l.B  m il 100 pg-'nii Carbeniciliin bei 37 °C , pH  7

V. B ESTA ND TEILE  D E R  M ISCHKULTUR (wenn zutreltend) i f

Beschreibung der Bestandteile (max, zv.ei Komponenten);

Vertahren. die die Prüfung aut l.ebensfáhigkeit der Bestandtftile e.rmnglir,hen;

VI. E IG E N SC H A FTEN , DIE FÜ R DIE G E S Ü N O H E IT  O D E R  DIE U M W E LT GEFÁH RLIC H SiND ( f

RIsikogruppe des Mikroorganismus gemáü. TRBA (Technisctie RegeIn für Biologische Arbeitsstoffe): 'Einslufung uon Bakterien in 
RisiKogrvippen’ (TRBA 466) und ’EInstufung von Pllzen In Rlsikogruppen' (TRBA 460t’

(x > KisiKogruppe 1 ( ) Risikogruppe 2

bei gentechniscti veránderten Mikroorganismen: Sicherheitsstufe nach dem Gesetz zur Reaeluna der Gentechnik:

(X )S1 ( )S 2

Der zu hinterlegende Mikroorganismus darf unter folgenden LaborsicherheitsmaiJnahmen" gehandhabt werden:

ík )  11 ( ) L2

Der ti/ikroorganismus tiat folgende Eigenschaften, die für die Gesundheit oder die Umweit gefáhrlirh .sind nrier sein kbnnen: 

Bitte angcbon;

Dem Unterzeichneten sind derartige Eigenschaften nicht bekannt.

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschIielMich Mikroorganismen an, die oernáB Biostoff-Verordnunq den Rlsikogruppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl, TRBA (Technische Regein für Biologische Arbeitsstoffe): 'Einsfufung von Bakterien in Kisikogruppen" 
(TRBA 4661 und 'Einstufung von Pilzen in Rlsikogruppen' ( TRBA 4601. Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufen 81 oder S 2 entsprechend dern Gesetz zur Regelung der Gentechnik zugeordnet werden kónnen.

Ankreuzen. vrenn auf einem gesonderten Blatt vveitere Angaben eingereicht werden.

H íJ k  FtJR 8 ! .G H e R H B T S K ií-írE R L .E G U W G e N !
-nicht für Pstcntrwecke oder wissenschsftiiche Pubiikationen-

SiCHERHEITSHIiMTeRLEGUNG- BAKTERlEN/ARCHAEEN/PILZe (¿v/eitfc Seite) 01/2012



Vil, ANGABEN ZUWI G E N TE C H N IS C H  V ER Á N D E R TE N  M IK R O O R G A N IS M U S ( f

1. A N G A B E N  Z U M  EMPFÁNGERORGANISMUS

Bezeichnung: R. coli BL21

Risikogruppe’ : (x)R G 1 ( )R G 2

Sensiíivitaten:
Resistenzen:
Auxotrophien:

besondere Eigenschaften: B; , clcm. onitiT , hsds(rB-m B-) gal 
(z.B. Restriktions-/Modifikationssystem, 
generelle genetische Rekombinaíinn)

2 A N G A B E N  Z U M  SPENDERORGANISMUS

Bezeicliiiung: C loslrldium  ihermoccilutn

Risikogruppe'; (x )R G i ( )R C 2 ( )RG3

Beschreibung oes klonlerten DIVA-Fragmerrls;

Informationsgehalt; E.xoccllulcisc

Gró(5e (in bp); 2382 bp
( )vollstándigesGenom 
( ) subgenomisch 
( ) subgenisch

( )cDNA  
(x ) symhetisch

Gefahrenpotential der kionierten DNA: ( ) pathogen
( ) toxigen

( \ )  kein Gefahrenpotential

( ) lumorigen 
( ¡aliergen

3. A N G A B E N  Z U M  VEKTOR

Bezeichnung: p B A D -A T -C c lK .

Abkümrnling (Derivaí) von; p B A D /g lll.A

WiiIsspezifilá.t; E. coli

Resistenzen; A m p ic illin

GróBe des Plasmids (in bp); ohne Iriseit; 5439  bp mit Inserí: 7821 bp

Promotoren; araB A D -P rom olor

wettere vorhandene Leserahmen: ^raC

Angaben zu Mobilisierbarkeit und eigenen Transfer-Systemen:'' 
Anpaben zur eigenen Intektiositat; i  
Mbglichkeit des Transfers durch endogene Helferviren: ¡

4. A N G A B EN  Z U M  GVO''

besondere Eigenschaften;
(z.B. Produktion von ...; Einsatz ais ...-Vektor etc.) Rin.Síitz ais f!an'//.e)lbiokataly.saíor

Fromd-DNA; ( ) chromosomal integriert ( X) Rpi.snmal

Gefahrenpotential: ( ) pathogen
( ) toxigen

( .X) kein Gefahrenpotential 
bitte begründen:

( ) tumorigen 
( ) allergen

KLASSIFIZIERUNG NACH GENTG: ( x) SI í )S 2

Die Hinteríeouna eines aentechnisch veránderten Oraanismus der Sicherheitsstufe 2 kann aem áli dem Gesetz zur Reaeluna 
der Gentechnik nur in Krafí treten. wenn der D S M Z eine Rapie der Eruebnisse der Sicherheltsoberprüfunci durch die 
ztistándige Behorde vom Hinterleger zugesandt wird.

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung aiissrhlieftiinh Miltroorganísmen an die oemáii Biosloff-V/erordnuna den Rlsikogruppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl, TRBA (Technische Regein fOr Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen' 
(TRBA 4661 und 'Einstufung von Pilzen in Rlsikogruppen' ( TRBA 4RD1. Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufen SI oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der der Gentechnik zugeordnet werden kónnen.

Ankreuzen, wenn auf einem besonderen Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

« U R  PÜR S iC H e ffH E fT S H S N T c R l E G U N fiE N !
■nicht ffjr PatentzwBvke oder wissBnspíratUiche (“ub'.ikafionÉn-

SICHERHEtTSHlNTEBLEGUt'iG - BAK ItRIbN/AKCHAE/VPtLZE (dritte Selle) 01/2012



2->
N U R  FÜ R  S IC H E R H E ITS H IN TE R LE G U N G E N !
Bitte nicht für wissenschaftiiche Publikationen
(z.B. Beschreibung von Typstámmenj oder Patentzwecke verwenden!

V III. w is s e n s c h a f t l ic h e  b e s c h r e ib u n g

Oberflachcncxpression eincr Exoceliulase a u f E. coli

IX. W E ITE R E  ANGABEN ( r

X. H INTERLEGER^

D er oben besch riebcn c M ikroorganism ue w ird  z u r  S ich erh eitsh in terleg un g  eingesch íckt. K u llu ren  des S tam m es  
bielben E igentum  des H interlegers. D er S tam m  w ird n icht im  often tlichen Bestand d e r D SM Z g e lis tet sondern streng  
vertrau lich bearbeltet. O h ne die schriftiiche AulTorderung durch  den H in terleger w ird  der S lam in  n ich t an Dritte  
ab geg eb en . Ole S ich erh eitsh in terleg un g is t n ich t fü r  P ate n tzw e cke  geeig net und w ird  n ich t fü r  d ie  Z v /ecke  
w issen sch aftiich er P ub likationen akzeptiert. Ein zu k ü n flig e r Typstam m  zu r B eschreibung e in er neuen A rt m uss in 
d e r o ften tlichen S am m iu ng der D S M Z h in tcrleg t w erden  ( A ufnah m etorm u lari.

Institulion/Fima: ZY .R U S  BeteiligungsgescUschafl mbh &  Co. 

Patente í KG i.l...

Ñame der unterzeichnenden Person(en) (in Druckbuchstaben):

/<•

Die unterzeiclinende(n) Person(en) hinlerlegl/hinterlegen; (,.) im Ñamen der Instilulion/ Firma 
( ) ais Privatbinterleger

Anschrift: Berliner Slraíie ! 

12529 Schónefeld

Unterschrift(en);

..

/
Telefon:

fax
E-Mail

030/6331108- 

OSO/hS-T I I 08 -20

Dalum:

Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blatf weitere Angaben eingereicht werden.

Dieses HIntorlegungcformblatt ist der Vertrag zwischen Hinterleger und Hi nterlegungRSfelle t.ind muss daher vom Hin.terleger 
unterzeichnet werden. Bei Firmen w ird empfohlen. dass zwei offrzielle Firmenvertreter unterschreiben. Wenn nicht aiiders 
vereinbart, ist der Unterzeichner Korrospondenzpartner der DSMZ. Durch die Angabe derEAtsil-Adresse wird die Kniresponrienz 
beschieunigt.

H Ü R  F U R  S !C h E R H C n S H !? :lT E ftL E e U H G e N >
•nicht für Patentzwecke oder wissenschafilíche Publikatlonen-

SICHERHEilSHiNTERLEGUNG -  BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (vierte und íeUte Seile) 01/2012



SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones científicas (p. ej. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

LEIBNIZ-INSTITUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN
GmbH

(«Colección Alemana de M icroorganism os y Cultivos Celulares», DSMZ)
.Inhoffenstr. 7 B 

D -381.24 Braunschweig 
ALEMANIA

DSMZ
© e  ■

FO R M U LA R IO  para el A re lle n a r p o r la p a iíe  deposita rla :
D E P O S ITO  DE
S E G U R ID A D  a re lle n a r po r Núm ero de entrada DSMZ;
e l deposiian te

Techa de enuada del cu ltivo :

B A C TE R IA S /A R Q U E  A S /H O N G O S ’

0

1, IDENTIFICACION DEL. MICROORGANISMO

Referencia:
Exoceluiasa

£1 cu ltivo  5 deposita i es: 

( X ) cu itivo  puro

Denom inación taxonóm ica : 
Escherichia coli {cepa B)

( ) cu ltivo  m ixto  

(m áx, dos com ponentes)

I I . CONDICIONES DE CULTIVO í )■

M edio: pH antes de la esterií!r.aci6n y

LB, pH 7 con 100 p g /m l de carbenicilina
Esledlízacíón 20 m ínu los a 1 

pH tras  la esterilización: 7

21

C om portam iento  fren te  al oxigeno:

(x )  aerobio
( ) m icroaeró filo
( ) anaerobio obligado
Condiciones especiales en la a tm ósfera ;

Tem peratura  de incubación: 37 "C

Periodo de incubación: estándar (pernoctac ión)

Conservación a: A °C

In te rva lo  de inoculación: de 2 a 3 semanas

' La DSMZ solo acepta para el depósito aquellos m ic roo igan ism os que han sido tias ificados com o üi'upo cié riosuo 1 y 2 seqún ¡a D irectiva 
s.ój;>rc..gLr51aiypias,,bjqlóg ( c í. TRBA: Guía téc iiica  para agerites htológícos): 'C lasificación de agentes biológicos e-n grupos de riesgo ' 
(TRBA 4 6 6) y 'C lasificación de hongos en grupos de riesgo ' (TRBA 4,60). Los organism os m odiftcados genéhcam ente deben poder 
clasificarse den tro  de los nive les de seguriciad S I o S2 correspond ientes a la Ley álCMnaí>a,,d,e,,r,egular.ióivde ingeniería qenótica o las clases 
1 o 2 co rrespondientes a la D irectiva  2009/ 4 ] /CE de! Parlam ento Europeo y del Consejo Europeo sobre la u tilización de m icrGOiganism os 
m odificados oenéticam ente  en sistem as cerrados.

*■ M arcar con una X en caso de que se fac ilite  nías in fo rm ación  en uhcT hoja apa ile .

SOLO PARA D E PÓ SITO S DE SE G U R ID A D  
(N o  p a ra  fin es  d e  p a te n te s  o pub licac iones c ien tífic as )

DEPÓSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (p n m e id  págma) 01/2012
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SOLO PARA DEPÓSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones científicas (p. ej. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

I I I .  CONDICIONES DE CONSERVACION ( )'■

C u ltivo  de g licerina a -SO °C

C u ltivo  activo  4 ®C

IV. CONDICIONES PARA LA COMPROBACION DE LA VIABILIDAD ( )■■

C u ltivo  en L6 con 100 p g /m l de carbenic ilina a 37 °C, pH 7

V. COMPONENTES DEL CULTIVO MIXTO (si corresponde) ( ) ‘

Descnpctón de ios com ponentes (m áx. dos com ponentes):

Proced im ientos que perm iten  la com probación de la v iab ilidad de los com ponentes:

VI. CARACTERISTICAS PELIGROSAS PARA LA SALUD O EL MEDIO AMBIENTE ( ) '

G rupo de riesgo del m icroorgan ism o según TRBA (Guia técnica para agentes b io lóg icos): 'C iasincadón de agentes biológicos en giupo.s de 

riesgo ' (TR8A A66 )  y  'C lasificación de hongos en grupos de riesgo ' (TRBA 460)'*

{ X ) Grupo de riesgo 1 ( ) Grupo de riesgo 2

en el caso de m icroorgan ism os m odificados genéticam ente : Niveles de segundad según !a j 

aejRtiCji:

( X ) S I  ( ) S2

E! m icroorgan ism o a deposita r ha de poder m anipularse bajo las s iguien tes m edidas de seguridad en el laboi atorio*:

( X ) L1 ( ) 1.2

El m icroorgan ism o contiene las siguientes características que son o pueden ser peligrosas para la salud o el m edio am biente : 

Especificar:

( X ) El firn ta n te  desconoce la existencia de caract(Místicas de dicho tipo.

•' La DSMZ solo acepta para el depósito  aquellos m ico o rg a n ism o s  que han sido clasificados com o grupíJ de riesgo ) y 2 según ¡a D irec tiva 
sobre sustan cia^ b io lóg icas (Cf. TRBA: Guia técnica para agentes L)iológicos): 'C lasificación de agentes biológicos en grupos de ¡iesgo ' (TRBA 
4 6 6 ) y 'C lasificación de hongos en grupos de liescjo ' (TRBA 4 6 0 ). Los organism os m odificados genéticam ente deben poder da£if)cai.se 
den tro  de. los niveles de seguridad S i o S2 correspond ientes a la Ley alem ana de regulación de inaenieria qetié tica .

M arcar con una X en caso de que se fac ilite  iriás in form ación en una hoja aparte.

SOLO PARA D E PÓ SITO S DE S E G U R ID A D  
(N o  p ara  fines  de p a te n te s  o pub licac iones  c ie n tíf ic a s )

DEPOSITO DE SEGURIDAD -  BACTFRIAS/AROUEAS/HONGOS (segunda pág ina) 01/20.12



V il.  DATOS DL-I. MÍCROORGANISMO MODIFICADO GFNfrTlCAMFNI ( )■
7. DATOS DT:L O R G A N IS M O  RECEPTOR

D tin om inadó n : E. coii BL21

Grupo de riesgo ’ : (x )  G R l { ) GR?.

Sensib ilidades:

Resisiencias:

Auxótro fos:

C ñ ia rte ris tica s  espedaíes: 6 ; F-, dcrn, opm T, hsds(rB -m B -) gal

(p. ej. sistem a de re s tr icd ó n /m o d ir ica d ó n , 

recom b inadón  genética genera!)

2. DATOS DEL O R G A N IS M O  DO N A N TE

D enom inación: C lo.slrid iuin (herm ocenum

Grupo de r iesgo ’ : (x ) GRl. { ) GR2

Descripción deí fragm en to  de ADN donado :

Contenido in fo rm a tivo : Exoceiulasa

Tamai'to (en par de base); 2382 pares de base

( ) genoma com pleto 

( } subgenóm ico 

( ) subgénico

Riesgo potencia l de! ADN donado ;

{ ) patógeno 

( ) toxigénico

(x ) sin riesgo potencia!

{ ) GR3

( ) rDNA 

(x ) s in té tico

( ) tum ongénico 

( ) alergénico

3. DATOS DEL VECTOR

D enom inación: pBAD-AT-CeiK

Derivado de: pBAD/gillA

Especificidad del hosp edado i; E. coli 

Resistencias: Am picilina

Tam atto del plásm ido (en par de base): sin in se ito ; 5439 pares de base

Prom otores: Prom otor araBAD

O tros m arcos de lectura  disponib les; araC

Datos de la m ovilidad  y los sistem as propios de transfe rencia : /

Datos de la in fecd os idad  prop ia : /

Posibilidad de transferencia  m ediante  v irus auxilia res endógenos: /

con inserto : /S 2 i pares de baso

4. DATOS DEL OMG^

C eracteristicas especiales:

(p . ej. producción de...; uso corno vector... e tc .) 

ADN ex traño ;

Riesgo potencia l:

iJso como b iocñ ltilixador do células com ple tas

( ) cio iviosom at in tegrado 

( ) patógeno 

( ) toxigénico

(x) episomai 

( ) tum o rigcn ico  

( ) a lergénico

( X )  sin riesgo potencia l 

ju.sti ficar:

CLASIFICACIÓN SEGt'lN LA LEY ALEMANA Dff INGENIERÍA GENÉTICA: (X )S .l ( ) S2

De r icu c id o  con la Lev alem ens de inaen ieria oenét ica. solo se puede e fe c lu a r e l depósito de un oraanisnío inod iíicado nenél.icam enle de 

n ive l de segu ridad  2 s i e l deposita rio  ho enviado a la DSMZ una copia de los resultados de! r.on lto i de segundad a havés de las 

a i¡to ridades co rrespond ien fes.

’ La DSMZ solo acepta para e! depósito aquellos m icroorganism os que han sido clasificado.^; com o grupo de riesgo 1 y 2 en ia ü lre c liva  
sobrq sus tancias b io lógicas (cf. TR_BA; Guía técnica par'a agentes b io lóg icos): 'r ia s ifíc a n ó n  ds"' agentes biológicos err g ru i'os de riesgo ' (TRBA 
46 6) y 'C iasificación de hongos en grupos de riesgo ' (TRBA 460). lo s  organismo.s m odificados genéticam ente  deben poder clasificarse 
den tro  de los n ive les de seguridad S I o S2 correspondientes a la Ley a le ina ita  de regulación de ingen iería oenética.

•' Marcar cotí una X en caso de que se fac ilite  más in form ación en una hoja aparte.

SOLO PARA DEPÓ SITO S DE SE G U RIDA D  
(N o  p ara  fines  de pa ten tes  o pub licaciones c ie n tíf ic a s )

DEPOSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQüEAS/MONGOS (tercera  pág ina) O i/20.12



SOLO PARA DEPÓSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones científicas (p. ej. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

V H i. DESCRIPCION ClEN TIf'lC A

Expresión de superfic ie  de una exoceiulasa en r.. coli

IX . INFORMACION ADICIONAL ( )'■

X. DEPOSITARIO-'

El m ic ro o rg an ism o  d es crito  ha sido e n v ia d o  p ara  e l d ep ó s ito  d e  s eg u rid ad . Los cu ltivos  de la cepa son p rop iedad  del 
d ep o s ita rio . La cepa no se e n u m e ra rá  en los reg is tro s  púb licos de la DSM Z sino q ue  se procesará d e  fo rm a  e s tr ic ta m e n te  
c o n fid en c ia l. No se p ro p o rc io n ará  la cepa a te rc e ro s  sin la au to rizac ió n  por esc rito  dct d ep o s ita rio . El d ep ósito  d e  seg uridad  
no es ad e cu ad o  p ara  fin es  de p a te n te  y «30 se a c e p ta rá  con fines do pub licac ión  c ien tífic a . Un tipo  de. cepa  fu tu ro  para la 
d escripc ión  de un nu evo  tipo  se ha d e  d e p o s ita r  en  la colección púb lica de la DSM Z ( fo rm u la r io  d e  inscrip c ión ).

In s til'u r ió n /e n iiire sa ; ZYRUS Beteüigungsgesellschafl inbh & Co. 

Patente I KG i.L

Nom bre t1e! f irm an te  (en le tia s  de im p re n ta ): 

Becker Kostka [m a n u scrlto j

El f irm a n te  deposita :

D irección: Rerliner Strasse I

1 2529 Sclm nefe ld

(x ) en nom bre de instituc ión /em presa  

( ) com o depostla rio  privado

Firm a:

[tlrm a  ileg ib le ]

T e lefono: 030/6331108- 
Fax; 030/633n.05'20 
Correo e lectrón ico : Fecha: 2 4 /0 9 /2 0 1 3  [m an uscrito ]

■' M arcar con una X en caso de que se fac ilite  más in fo rm ación  en una hoja aparlo.

’ Este fo rm u la rio  de depósito es un contra to  ent.i'e el deposita rifp  y el liiga i' de! depósito y poi tan to  ha de sei ftin ia d o  por el de¡'íOsit.anie. Se
recom ienda la firm a  de dos represenfan les. Si no se acuerda lo contrario , el f irm an te  es corresponsal de la DSMZ. In iio d u c ie n d o  <a
direcc ión de correo e lecttón ico  se acelerará ia correspondencia.

SOLO PARA D E PO SITO S DE SE G U R ID A D  
(N o  p ara  fin es  d e  p a te n te s  o pub licaciones c ien tífic as )

DEPOSITO DE SEGURIDAD -  BACTCRiAS/ARQUEAS/HONGOS (cuarta  y últim a pág ina) 01 /2012
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N U R  f Ci r  s ic h e r h e its h ín te r le g u n g e n i
B /iíe  n ic h t fü r  W issenschaftiich e  P u b lik a fio n e n  lz.B. Beschreibung von Typstámmen) 
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DSMZ
i0> I

L E IB N IZ -IN S T ITU T  D S M 2-D E U TS C H E  SAM M LUNG  VO N  M IK R O O R G A N IS M E N  UNO ZELLK ULTUR EN  Gm bH
Inhoffenstr. 7 B 

D -38124 Braunschweig 
G E R M A N Y

FORMBLATT für die Von der Hinteríegungsstelle auszufüllen:

SICHERHEITSHINTERLEGUNG
r  ; ,/i / /  / '

DSMZ-Aufnahmenummer:

voro Hinterleger auszufüllen > :

Eingangsdatum der Kultur;

BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE^

I. K E N N 2E IC H N U N G  D ES M IK R O O R G A N IS M U S

Bezugszeichen ;

Endoceiiulase

Taxonomische Bezeichnung: 
Escherichia coli (B -S lan im )

Die zu híníertegende Kultur ist: 

(^ ) eine Reinkultur 

( ) eine Mischkultur 

(max. zv;el Komponenten)

II. ZÜ C H TU N G S B E D IN G U N G E N ( r
Médium; pH

LB , pEl 7 m it 100 pg/ml Carbenicillin

vor dar Sterllisation 7 

Sterilisation20 minbei 121 “C 

pH nach Sterilisaiion: 7 

Verhalten gegenüber Sauerstoff:

) aerob 

( ) mikroaerophil 

{ ) obligaí anaerob

Besondere Ansprüche an die Gasatmosphare: 

Bebrütungstemperatur: 37  '"G

Bebrütungsdauer: Standard (Ü N )

Aufbewahrung bei: 4 ” C

Überimpfungsintervall: 2-3 Wocheri

Die DSMZ nimml zur Hinterlegung ausscblieBlIch Mikroorganismen an, die oemafi Biostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln für Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen' 
(TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' ( TRBA 4601 Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufen S1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Reaelung der Gentechnik bzw. den Wassen 1 oder 2 entsprechend 
der Richtiinie 2009;41/EG des Europáischen Parlaments und des Rafes über die Anwendung genetisch veránderter 
IMikroorganismen in geschlossenen Systemen zugeordne! werden kónnen..

Ankreuzen. wenn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

N UR  FÜ R  S IC H E R H E ITS H IN TE R LE G U N G E N !
-nichtfür Patentzwecke oder wissenschaftiiche Publikatlonen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG -  BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (erste Seite 01/2012)
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NUR FÜR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN! 
Bitte n icht für wissenschañiiche Publikationen

III. AUFBEW.AHRÜNGSBEOINGUNGEN ( f

Glycerinküliur bei -80®C

Aktivkultur 4'"'C

IV. BEDINGUNGEN Für  die  LEBENSFAHIGKEITSPRÜFUNG i  Y

Kultivierung in LB mil 100 pgTni Carbenicillin bei 37°C, pH 7

V. BESTANDTEILE DER MISCHKULTUR (wenn zutreffend) (

Beschreibung der Bestandteile (max. zwei Komponenten):

Verfahren, die die Prüfung auf Lebensfahigkeit der Bestandteile ermSglichen:

VI. EIGENSCHAFTEN, DIE FÜR DIE GESUNDHEIT ODER DIE UMWELT GEFAHRLíCH SIND ( f

Risikogruppe des Ivlikroorganismus gemaS TRBA (Technische Regeln für Biologische Arbeitsstoffe); 'Einstufung von Bakterien in 
Risikogruppen' (TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' (TRBA 460)’

(x ) Risikogruppe 1 ( ) Risikogruppe 2

bei gentechnisch veránderten Mikroorganismen; Sicherheitsstufe nach dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik:

(x )S 1  ( )S 2

Der zu hinterlegende Mikroorganismus darf unter folgenden LaborsicherheitsmaSnahmen' gehandhabt werden:

N )  L1 { ) 12

Der Mikroorganismus hat folgende Eigenschaften, die für die Gesundheit oder die Umweit gefáhriich sind oder sein kónnen; 

Bitte angeben;

ix r Dem Unterzeichneten sind derartige Eigenschaften nicht bekannt.

Ole DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschiiefilich Mikroorganismen an, die oemáS Biostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln für Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen' 
(TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' ( TRBA 450). Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufen S I oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik zugeordnet werden kónnen.

Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

NUR FÜR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht für Patentzwecke oder wissenschaftiiche Pubiikationen-

SiCHERHEITSHINTERLEGUNG- BAKTERIEN/ARCHAEEN/PILZE (zweile Seite) 01/2012
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VII. AN G AB EN  ZU M  G E N TE C H N IS C H  V ER A N D E R TE N  M IK R O O R G A N IS M U S  ( f

1. A N G A B E N  Z U M  E M P FÁ N G E R O R G A N IS M U S

Bezeichnung: E. coli BL2!(DE3)

Risikogruppe': (N) RG1 { )RG 2

Sensitivitáten:
Resistenzen:
Auxotrophien:

besondere Eigenschaften: g . p .  
(z.B. Restriktions-/Modifikationssystem, 
generelle genetische Rekombination)

dem, opmT, hsd.s(rB-mB-) gal, Lambda(DE)

2. A N G A B E N  Z U M  S P E N D E R O R G A N IS M U S

Bezeichnung: Bacilliis subtilis

Risikogruppe’ : (.K) RG1 ( )R G 2 ( )RG3

Beschreibung des klonierten DNA-Fragments:

(nformatíonsgehait: Endoceüulase

GróBe (in bp): 1422 bp
( ) vollstandiges Genom 
( ) subgenomísch 
{ ) subgenisch

( )cDNA  
(x ) synthetisch

Gefahrenpotential der klonierten DNA: 

( x) kein Gefahrenpotential

( ) pathogen 
( ) toxigen

( ) tumorigen 
( ) ailergen

3. A N G A B E N  Z U M  V EK TO R

Bezeichnung: p h l  -A l -CeiSA

Abkdmmling (Derivat) von: p E T -11 d

Wirtsspezifitát: E. doii

Resistenzen: Anipicillin

GroBe des Plasmids (in bp): ohne Insert: 7070 bp mit Insert: 8492 bp

Promotoren: Promotor

weitere vorhandene Leserahmen: LacI

Angaben zu Mobilisierbarkeit und eigenen Transfer-Systemen:- 
Angaben zur eigenen Infektiositát: / 
Móglichkeit des Transfers durch endogene Helferviren: /

4. A N G A B E N  Z U M  GVO '

besondere Eigenschaften:
(z.B. Produktion von ...; Einsatz ais ...-Vektoreíc.) Einsaíz ais Ganzzellbiokatalysator

Fremd-DNA: ( ) chromosomal integriert (x ) episomal

Gefahrenpotential:

(x ) kein Gefahrenpotential 
bitte begründen:

( 1 pathogen 
{ ) toxigen

( ) tumorigen 
( ) ailergen

KLASSIFIZIERUNG NACH GENTG: (X)S1 ( )S 2

Die Hinterleauna eines aentechnisch veránderten Oraanismus der Sicherheitsstufe 2  kann aem áñ dem  Gesetz zur Reaeluna  
der Gentechnik nur in Kraft treten. wenn der D S M Z eine Kooie der Eraetdnisse der Sicherheitsüberorüfuna durch die 
zustándige Behórde vom Hinterleger zugesandt wird.

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschlieBlicli Mikroorganismen andieoemáS Biastoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln für Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen' 
(TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' ( TRBA46D). Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufen 81 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der der Gentechnik zugeordnet werden kdnnen.

Ankreuzen, wenn auf einem besonderen Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

NUR FÜR SICHERHEITSHINTERLEGÜNGEN!
-nicht für Patentzwecke oder wissenschaftiiche Publikationen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG -  8AKTERIEN/ARCHAEA/PIL.ZE (dritte Seite) 01/2012
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NUR  FÜ R S !C H E R H E iTS H !N T E R L E G U N G £N !
Bitte nicht für wissenschaftiiche Publikationen
(z.B. Beschreibung von Typstámmen) oder Patentzwecke veiwendenl

V III. W IS S E N S C H A F TLIC H E  B E S C H R E IB U N G ( r
Oberllachenexpression eincr Endocellulase auf E. coli

IX. W E ITE R E  ANGABEN (

X. H IN TE R LE G E R ’

Der oben beschriebene Mikroorganismus wird zur Sicherheitshinterlegung eingeschickt. Kulturen des Stammes 
bleiben Eigentum des Hinterlegers. Der Stamm wird nicht im offentiichen Bestand der DSMZ gelistet sondern streng 
vertraulich bearbeitet. Ohne die schriftilche Aufforderung durch den Hinterleger wird der Stamm nicht an Dritte 
abgegeben. Die Sicherheitshinterlegung ist nicht für Patentzwecke geeignet und wird nicht für die Zwecke  
wissenschaftlicher Publikationen akzeptiert. Ein zukünftiger Typstamm  zur Beschreibung einer neuen Art muss in 
der offentiichen Sammiung der DSMZ hinterlegt werden (Aufnahmeformular).

Institution/Firma: ZYRUS Betciligung.sgcsclischaít mbh & Co. 

Patente 1 KG i.L.

Ñame der untefzeichnenden Person(en) (in Oruckbuchstaben): 

Die unterzelchnende(n) Person(en) hlntertegt/hinterlegen: ( ) Im Ñamen der Institution/ Firma 
( ) ais Privatliinterleger

Anschrtft: Bcrliner StraBe 1 

12529 Schonefeld

Unterschrift(en):

Telefon: {)30/633l 108-

Fax: 030/6331108-20

E-Mail Datum:

Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

Dieses Hinterlegungsformblatt ist der Vertrag zwischen Hinterleger und Ni ntertegungsstelle und muss daher vom Hinterleger 
unterzeichnet werden. Bei Firmen w ird empfohien, dass zwei offizielle Firmenvertreter unterschreiben. Wenn nicht anders 
vereinbart, ist der UníerzelchnerKorrespondenzpartner der DSMZ. Dunsh die Angabe derE-Mail-Adresse wird die Korespondenz 
beschieunigt.

NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGENI 
-nicht für Patentzwecke oder wissenschaftiiche Publikationen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG -  BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (vierte und letzte Seite) 01/2012
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SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones científicas (p. ej. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

DSMZ

LEIBNIZ-INSTITUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMIUNG VON HIKROORGANISMEN UND 
ZELLKULTUREN GmbH 

(•■'Colección Alemana de M icroorganismos v Cultivos Celulares^, DSMZ) 
inho ffenstr. ? B 

D-.381.Z4 Braunschvjeig 
ALEMANIA

FO R M U LA R IO  para el .4 re lle n a r p o r  la parte  depositaría:
D E P O S ITO  DE
SE G U R ID A D  a re llena i po r 580 -2013 Múntero de en tia da  ÜSMZ: 27765 [m a n u scrilo j
e l depositan te Im an uscrito ]

Fecha de entrada del cu ltivo : 19/09/20.1.3 [m an uscrito ]

B A C T E R IA S /A R Q U E A S /H O N G O S '

1. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia: Ei cu ilivo  a deposita r es:
Endücelulasa

( y, } a fU ivo  vniro

Denon-iinación taxonóm ica ; ( ) cu ltivo  m ixto
Escherichia coii (cepa B)

(m¿ix. dos com ponentes)

l í .  CONDICIONES DE CULTIVO ( ) '

M edio:

LB, pH 7 con 100 M9 /m i de carbenic ilina

pH antes de la eslenii;^ación 7

B s le r ilira d ó n  20 m inn íos a 1 2 i

pH tras  la esterilización: 7

C om portam ien to  fren te  ai oxígeno:

(x )  aerobio
( ) m icroaeró filo
( ) anaerobio obíigado

Condiciones especiales en la atm ósfera:

Tem peratura  de incubación: 37 ®C

Periodo de incubación; estándar {pernoctac ión )

Conservación a: 4 °C

In te rva lo  de inocuiación: de 2 a 3 semanas

' La DSMZ solo acepta para el depósito  aquellos m icroorganism os que han sídíi c lasificados como grupo do liesgo 1 y 2 según ‘a DJre^cIJva 
sob re sus tancias b io lógicas (cf. TRBA: Guia técnica para agentes b ioióg icos): 'C lasificación do ¿igentes biológicos en g iupos do riesgo ' 
( TRBA 4 6 6 ) y 'C lasificación de hongos en grupos de riesgo ' {TRBA 460'!. Los o igan ism os mcidiñcados o tiné ticam ente  deben podei 
c las ificarse den tro  de los niveles de seyui'idad S i  o S2 coi'respondienles a la Lev alemana de reouleciói' de inqen ig fia  gené tica o las clases 
1 o 2 correspondientes a la D irectiva  2 0 0 9 /4 1/C E del Parlam ento Buropeo y del Consejo Europeo sob ie  la u tiiirac ión  de rn irroo iga n ism os 
irtod iíicados genéticam ente  en sistem as cerrados.

M arcar con una X en caso de que se fac ilite  más in fo rm ación  en una hoja aparto.

SOLO PARA DEPÓ SITO S DE S E G U R ID A D  
(N o  p ara  fin es  d e  p a ten tes  o pub licaciones c ie n tíf ic a s )

DEPÓSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (p iim e ra  página) 01 /2012



SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No Utilizar en publicaciones científicas (p. ej. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

I I I .  CONDICIONES DE CONSERVACION ( )■"

C u ltivo  de g licerina a -80 ®C

C u ltivo  activo  4 ®C

IV . CONDICIONES PARA LA COMPROBACION DE LA VIABILIDAD ( )■'

C u ltivo  en LB con 100 p g /m l de carbenic ilina a 37 °C, pH 7

V. COMPONENTES DEL CULTIVO MIXTO (si corresponde) ( )■■

D escripción de los com ponentes (m áx. dos com ponentes):

P roced im ientos que perm iten  la com probación de la v iab ilidad de ios com ponentes:

VI. CARACTERISTICAS PELIGROSAS PARA LA SALUD O EL MEDIO AMBIENTE ( ) ‘

G rupo de riesgo de! m icroorgan ism o según T RBA (Guia técnica para agentes b io lóg icos): 'C lasificación de agentes biológicos en grupo.s de 

riesgo ' (JH .B A _4^) y  'C lasificación de hongos en grupos de riesgo ' (TRBA 4 6 0 )'

( X ) Grupo de riesgo 1 ( ) G rupo de riesgo 2

en el caso de m icroo jgan ism os modiricado,s gené ticam ente : N iveles de segu iidad según la Lev alem aiv  ̂ <)e ro o u lad ó n de inoen io fía  

gen é. .rica:

[ X ) SJ ( ) 5 2

El fTucroorganismo a depositar ha de poder m anipu larse bajo las s iguien tes m edidas de segu íidad en el ia ljo ra to r io ':

( X ) L1 ( )1 2

El m icroorgan ism o contiene las siguientes caractoris ticas que son o pueden ser pe lig iosns pata !a salud o el m edio am í)iente :

Especificar;

( X ) Ei f irm a n te  desconoce la existencia de característtcas de dicho tipo,

• La DSMZ solo acepta para el depósito aquellos m icroorgan ism os que han sido clasificados como am po do riesgo 1 y 2 según la DirecTiVa 
sobre sustancias biolÓQicas (c f. TRBA: Guía técnica para agentes b io lóg icos): 'C lasificación de agentes biológicos en gi'upos de riesgo ' (TRBA
^¿.6) y 'C lasificación de hongos en grupos de riesgo ' (T RBA 4 60). Los organism os m odificados genéricam ente deben podei das ifica rse
den tro  de los nive les de seguridad S I o S2 correspondientes a la Ley alem ana de regulación de jnqen ie iis  genética.

" M arcar con una X en caso de que se fac ilite  más in form ación en una hoja apa ite .

SOLO PARA D E P O S ITO S  DE SE G U R ID A D  
(N o  p a ra  fin es  de p a te n te s  o pub licaciones c ie n tíf ic a s )

DEPÓSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (segunda pág ina) 01 /2012
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V II.  DATOS DEL MICROORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE í )■

J. DATOS DDL O R G A N IS M O  RECEPTOR

D enom inación: E. coii BL22(DE3)

G rupo de r iesgo ’ : (x ) GHJ

Sensib ilidades:

Resistencias:

AuxülTüfos:

C oracteristicas especiales: B; F-

(p . e j. s istem a de le s tricc ión /m od iflcac ión , 

recom binación genética genera l)

( )G R 2

dem, OpmT, hsds(rB -m B -) gal, l.am bdñ(DE )

2. DATOS DEL O R G A N IS M O  D O N A N TE

D e nofn inac ión : Bacillus subtilis

G rupo de riesgo ’ : (x ) G Rl

Descripción del fragm en to  de ADN clonado;

{ )G R 2

C ontenido in fo rm a tivo : 

T am año (en par de base):

Riesgo potencia l deí ADN clonado:

(x ) sin riesgo potencial

Endocc'iülasa 

Í4 2 2  pares de base

( ) gcnom a com pleto 

( ) subgenóm ico 

( ) subgénico

( ) patógeno 

( ) toxigénico

) GR3

{ ) cDNA 

( X )  s i n l é l i c o

( ) tum origén ico 

( ) a lergénico

3. DA TOS DEL VECTOR  

D enom inación: pET-AT-Cel5A

D erivado de: p E T - l ld

Especificidad del hospedador: E. coli 

Resistencias: Ampiciliiua

Tam año deí plá.smiclo (en par de base):

Promotor e.s: P rom otor T7lac

Otros m arcos de lectura  d ispon ib les: LacI

Datos de la m ovilidad  y los sistem as propios de transferencia : /

Datos de la in fecd os idad  prop ia : /

Posibilidad de transferencia  m ediante  v irus auxilia res endógenos: /

sin in se rto : 7070 pares de base C(»it in s e r t o :  84;-^;; p a r e s  d e  base

4. DATOS DEL OMG^

Características especiales:

(p. ej, producción de...; uso com o vecí.or... e tc .) 

ADN ex traño :

Riesgo potencia l:

Uso com o b iocata lizñdor de células com plcíi^s 

( ) crom osom ai in teg rado  (x ) episom al 

( ) patógeno ( ) tum origén ico

( ) tox igén ico  ( ) alergénico

(x )  sin riesgo potencia l 

ju s tifica r:

CLASIFICACIÓN SEGÚN LA LEY ALEMANA DE INGENIERÍA GENÉTICA: (X )S J ( ) S2

Oe Bcueicfo con la Ley  alernana de ¡ngen ieria g ené tica , solo se puede e fec tu a r el depósito  de un oraanism o m odificado qené ticam ente  de. 

n iv e l de segu ridad  2 s i e l deposita rio  ha enviada a la DSMZ una copia de los resultados d c i con tro l de segundad a través de las 

au to ridades correspondientes.

’ La DSMZ solo acepta para el depósito  aquellos m icroorganism os que han sido dasifirado.s com o grupo de riesgo 1. y 2 en la DiCé.d.!M4 
sobre susta n cias b io lógicas (c f. TRBA: Guia técnica para agentes b io lóg icos): ’Cla.sificación de agentes biológicos en grupos de riesgo ' (TRBA 
.1§.§.) y  'C lasificación de iiongos en grupos de riesgo ' (TRBA 460). Los organism os m odificados genéticam ente deben poder c lasificarse 
den tro  de ios nive les de seguridad SJ o S2 corre.spondientes a la Ley alem ana de regulación de incienieri¿< oenética.

Marcar con una X en caso de que se fac ilite  m ás in form aciói^ en una hoja aparte.

SOLO PARA D E PÓ SITO S DE SE G U R ID A D  
(N o  p ara fin e s  de pa ten tes  o pub licac iones  c ie n tíf ic a s )

DEPOSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (Leícera pág ina) 0 1 /2 0 i2
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SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones científicas (p. ej. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

VJÍÍ. DESCRIPCION c ie n t íf ic a

Expresión de superfic ie  de una endoceluiasa en f.. coli

IX. INFORMACION ADICIONAL ( )•

X. DEPOSITARIO-

El m ic ro o rg an ism o  d es crito  ha s ido  e n v ia d o  p ara e l d e p ó s ito  de s eg u rid ad . Los cu ltivo s  de la cepa son p rop iedad  del 
d ep o s ita rio . La cepa no se e n u m e ra rá  en  los reg is tro s  púb licos d e  la DSM Z sino q u e  se procesorá de fo rm a  c s tr ic ta n te n te  
co n fid en c ia l. No se p ro p o rc io n a rá  la cepa a te rc e ro s  sin la au to rizac ió n  por e s c rito  deí d ep o s ita rio . El d ep ósito  de seg uridad  
no es ad e cu ad o  p ara  fines d e  p a te n te  y no. se ace p ta rá  con fines d e  pub licac ión  c ien tífic a . Un tipo  de cepa  fu tu ro  p ara la 
descripc ión  de un n u e vo  tipo  se ha d e  d e p o s ita r en  la colección púb lica d e  la DSM Z ( fo rn u ila i io de in scrip c ió n ).

In s tiu ir ió iV c tn p re s a : ZYRUS B e te iligungsgese lischafl m bti bj. Cu. 

Patente I KG i.L .

Nom bre dei f irm an te  (en le tras de im p re n ta ): 

B e c k e r  K o s tk a  [m anu.scrito ]

El firm a n te  deposita :

B erliner Str as.se 1 

12529 Schóneie ld

( ) en n o m b r e  d e  i n s l i L u d ó n / e m p r e s a  

( )  c o m o  d e [ ) O s i l :a r io  p r iv a d o

Firm a;

[ f i r m a  i l e g ib ie ]

Teléfono: 030 /633 1108 - 

Fñx: 0 30 /633 1108 -20

Correo e lectrón ico : Fecha; ..M /09/7013 ¡m an uscrito ]

■’ Me! ca r con una X en caso de que se fac ilite  m ás in form ación en una hoja aparte.

Este fo rm u ia rio  de depósito  es un con tra to  e n íie  el depo.sit.ante y ei lugar del depósito y por tan to  ha de .se¡ firm ado por el depositar.te . Se 
recom ienda la tirm a  de dos representantes. Si no se actie ida  lo con tra iio , el f iim a n te  es corresponsal de la DSMZ. ín troducie¡u lo  la 
d irección de correo e lectrón ico  se acelerará ia correspondencia.

SOLO PARA D E PO SITO S DE SE G U R ID A D  
(N o  p a ra  fin e s  d e  p a te n te s  o pub licaciones c ie n tíf ic a s )

DEPOSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (cuarta  y ú ilim a  pág ina) 0 i / 2 0 i2
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DSMZ
SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No Utilizar en publicaciones científicas (p . e j. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

LEIBNIZ-ÍMSTJTUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUUG VON I-11KR00RGANISMEN UND ZEU.KULTUREN GmbH 
(«Colección Alemana de M icroorganismos y C ultivos Celulares», DSMZ)

Inhoffenstr, 7 B 
D-38124 Brauníxhw eig 

ALEMANIA

FO R M U LA R IO  pata el A re llena r p o r la pa rte  depositaria :

D E P Ó S ITO  DE S81-2013 Número de entrada DSMZ; 27766 [m a n irsc riio !
[ív ianuscrilo ]

S E G U R ID A D  a re llena r p o r Fecha de enh-ada dei cu ltivo: fóSiTZ/Palenis
e l depositan te c ü lU iie  reccived [se llo j

1 9  s e p t .  2 0 1 3  íse ilo ]

B A C T E R IA S /A R Q U E A S /H O N G O S ’

I. IDcNTH-ICAClON DEL MiCROORGANlSMO

Referencia:
Bela-g lucosidasa

Denornit)ación taxonóm ica : 
Escherichia coii (cepa B)

Ei cu ltivo  a deposita r es: 

( X ) cu ltivo  p iiro  

{ ) cu ilivo  m ixto

(m áx. dos com ponentes)

I) .  CONDICIONES DE CULTIVO ( ) ‘

Medio:

LB, pH 7 con 100 pg/m ! de carbenicilina

pH antes de la esterilizac ión: 7

esterilización 20 m inu los  a 121

pH tras  ia esterilización: 7

C o m po itam ien to  fren te  al oxígeno;

{>:) aerobio
( ) m icroaeró filo
( ) anaerobio obligado

Condiciones especiales en la a tm ósfera:

Tem peratura de incubación: 37 °C

Periodo de incubación: estándar (pernoctac ión)

C onservación a: 4 ^C

In te rva lo  de inocu lación: de 2 a 3 semanas

’ La DSMZ solo acepta pai'a el depó.sito aquellos m icroorgan ism os que han sido clasificados com o grupo de riesgo .1 y 2 según la D irectiva 
sobre sus tancias b iológicas (cf. XBJ3A: Guia técnica para agentes b io lóg icos): 'C iasificación de agentes biológicos en grupos de riesgo ' 
( TRBA 4 5 6 ) y 'C lasiñcación de hongos en grupos de riesgo ' (TRBA 460), Los; organism os m odificados genéticam ente  deben poder 
c lasificarse den tro  de lo? nive les de seguridad SJ o S2 correspondientes a la Lev a lem ana de regu lación de tíia e nieria oenética o las clase.s 
1 o 2 co irespond ien tes a ia D irectiva  20 0 9 /4 1/CE dei P arlaniento Europeo y de! Consejo Europeo sobre la u tilizac ión  de micr oo igan isrnos 
m odificados genéticam ente  en sistem as cerrados.

•' Marcar con una X en caso de que se facilite  m ás in form ación en una hoja aparte.

SOLO PARA D E PO SITO S DE S E G U R ID A D  
(N o  p a ra  fines  d e  p a te n te s  o pub licaciones c ie n tíf ic a s )

DEPÓSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (p rim era  pág ina) 01/2012
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SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones científicas (p. ej. descripción de tipos de cepas)
o para fines de patentes.

I I I .  CONDICIONES DE CONSERVACION ( )■

C u ltivo  de g licerina a -80 ®C

C ultivo  activo  4 ®C

IV. CONDICIONES PARA LA COMPROBACION DE LA VIAB ILIDAD í )■'

C u ltivo  en LB con 100 pg /m l de carbenic ilina a 37 °C, pH 7

V. COMPONENTES DEL CULTIVO MIXTO (si corresponde) ( )■

Descripción de los com ponentes (m áx. dos com ponentes):

P roced im ientos que perm iten  la com probación de la v iab ilidad  de los com ponentes:

VI. CARACTERISTICAS PELIGROSAS PARA LA SALUD O EL MEDIO AMBIENTE ( )-

Grupo de riesgo deí m icroorgan ism o según TRBA (Guía técnica para agentes b io ícq icos): 'C iasificación de agentes bioiógicos en grupos de 

riesgo ' (TRBA 466 1 y 'C lasificación de hongos en grupos de riesgo ' (T RBA 46 0 ) ’

{ y ) G tüpo de riesgo 1 ( ) Grupo de riesgo 2

er> el caso de m icroo iq an isn ios  m odificados gencíicam enl.e: Ntvoíes de seguridad según la Ley a lem ana de reciuiación .de . inüenieria 

.aengíica;

( X ) S.1 ( } S2

El m ic roorgan ism o a deposita r ha de poder m anipularse bajo las s iguien tes m edidas de seauridad en el la bo ra to rio ’ :

( X ) L í ( ) L2

El m ici'oorgan ism o contiene las s iguien tes caracteristicas que son o pueden sci pe lig iosas pa ia  la sa liu l o el m edio am biente :

Especificar:

( X ) El f irm a n te  desconoce la existencia de características de dicho tipo,

’ La DSMZ solo acepta para el depósito aquellos m icroorgan ism os que han sido clasificados com o grupo de riesgo i y 2 según la D irgc iiva  
sobre sus tanc ias b iológ icas (c f. TRBA: Guia técnica para agentes b io lóg icos): 'C lasificación de agentes biológicos on grupos de riesgo ' { 'iR B A 
46Ó) y ‘O a s ifica d ó n  de hongos en grupos de riesgo ' (TRBA,46,0 ). lo s  organism os m odificados genéticam ente  debef? podei dc ís ifio irse  
denti'o  de los nive les de seguridad S I  o 52 correspondientes a la Ley alem ana de regulación de in aenieria genética.

•’ Marcar con una X en caso de que se fac ilite  más in fo rm ac ión  en una hoja apa tle .

SOLO PARA D E P O S ITO S  DE S E G U R ID A D  
(N o  p ara  fines de p a te n te s  o pub licac iones  c ie n tíf ic a s )

DEPÓSITO DE SEGURIDAD -  BACTERTA.S/ARQUEAS/HONGOS (segunda pág ina) 01 /2012



V II.  DATOS DL-L MICROORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE ( )••
DATOS DEL O R G A N IS M O  RECEPTOR

D enom inación: E. coi! F3L2l(DE3)

G rupo de riesgo’ : (x ) G R l ( ) GR2

S ensib ilidades:

Resistencias:

A u xó tio fo s :

C aracteristicas especiales; B; F-, ricm , opmT, iisd s (rB -m B -) gal, Lam bda(D F)

(p . ej. sistem a de res tricc ión /m o d ificad ón , 

recom b ina dón  gc iié tica  genera!)

2. 0 A 7 0 S  DEL O R G A N IS M O  D O N A N TE

D enom inación: Bacillus subtilis

Grupo ríe riesgo ’ : (x ) GRl

D escripción deí frag m en to  de ADN donado:

{ ) GR2 ) GR3

Contenido in fo rm a tivo ; 
Tam año (en pa r de base):

Riesgo potencia! del ADN clonado:

(x )  sin riesgo po tenda l

Betñ-gíücositíasa 
1353 pares de base.

( ) genoma com ple to

( ) subgenóm ico

( ) subgénico

{ ) patógeno 

( } toxigénico

( ) cONA 

(x ) s in tético

( ) tu rn o ilgén ico  

( ) a lergénico

3. DATOS DEL VECTOR  

D enom inación; pET-AT-BgiA

D erivado de: pE T-l Id

Especificidad de! hospedador: E. coii 

Resistencias: Am picilina

Tam airo del p lásm ido (en pa r de base):

P rom otores: P rom otor T71ac

O tros m arcos de lectura  d isponib les: LacI

D atos ríe la rnoviíidatí y los sistem as propios de transferencia : /

D atos de ia in fecd os idad  prop ia : /

Posibilidad de transfe rencia  m ediante  v irus  auxilia res endógenos: /

sin inserto : 7070 pares de base con inserto : 842.3 pares de base

4, DATOS DEL O M C '

C aracterísticas especiales:

(p . ej. producción de...; uso como vector... e tc .) 

ADN ex traño :

Riesgo potencia l:

Uso com o b iocata lizador de células com pletas

{ ) cromosoma! in teg rado 

{ ) patógeno 

{ ) toxigénico

( X )  s in  n e s g o  p o t e n d a l  

ju s tific a r:

CLASIFICACIÓN SEGÚN LA LPY ALFMANA DE INGENIERÍA GENÉTICA:

( x )  episcm al 

( ) tum origénico 

{ ) alergénico

De acuerdo con la Lev ale m ana de ingeniería genética, solo se puede e fec tu a r e l deposito de un organism o m odificado cieneticam ente de 

n iv e l de segundad  2 s i e l deposita rio  ha enviado a la DSMZ una copia de los resu ltados de l co n fio ! de scg u iid a d  a través de las 

a u to rida des correspondientes.

’  La DSMZ soio acepta para el depósito  aquellos m icroorganism os que hai'J sido cíasillcados co¡no grupo de lie.sgo 1 y 2 en la D irectiva 
sobre sust ancias b io lóg icas (cf. TRBA: Guía técnica para agentes b io lóg icos): 'C lasificación de agentes hiolóíjico.s en grupos ríe riesgo ' (TRBA 
46,6) y 'C lasificación de hongos en grupos de riesgo ' (TR8A 4 6 0 1. Los organismos m odificados uenéticam ente deben poder clasincarse 
den tro  de los n ive les de segundad S I o S2 correspond ientes a In Ley alem ana de reg íilac ión de Ingenien'a oené tica,

•' Marcar con una X c*n caso de que se fac ilite  más in form ación eíi una hoja aparte.

SOLO PARA D E PÓ SITO S DE S E G U R ID A D  
(N o  p ara  fines de p a ten tes  o pub licaciones c ie n tíf ic a s )

DEPOSITO DE SEGURIDAD -  BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (te rco ia  página) 0 1 /2 0 J2
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VIH . DESCRIPCION CIENTIFJCA- { )•

Expresión de supet-fide de una betñ-g lncosidasñ en E. coli

IX. INFORMACION ADIC IO NAL'

X. ESTADO DEL CULTIVO TR A N S C U R R ID O  El. PERIODO DE CONSERVACION DESCRITO'

a) El cu ilivo  ha de pasar a fo rn ia i' pa rte  de.l reg is tro  púbMco de la DSMZ

b) El cu ltivo  se ha de devo lve r al dep osita rio  a cam bio de pago

c) La DSMZ ha de d e s tru ire l cu ltivo

( ) si ( ) no 

( ) si f ) no 

( ) si ( ) no

XI. DEPO SnARrO*'’

Ins titu c ió n /e m p re sa : ZYRUS Beteitigunasgeseílschaft inbH & Co.

Patente J KG i.L.

Nom bre dei firm a n te  (en le tras de im p re n ta ):

BEC K ER  LU U K  | m anuscrito }

Ei f irm a n te  deposita :

D iie c c ó n : Berliner Strasse 1

12529 Schonefeld

( ) en ¡lom bre de in s titu n ó n /e m p re sa  

( ) como dc()üsitario  privado

F irm a:

[ f i r m a s  i íe g ih ie s ]

Telé fono : 030 /63.31108-0

Fax: 0 30 /633 1108 -20

Correo e lec trón ico : g a n 7 7 e I lk a t a i y s a t O ! C i ' 'p a t e n t e f o n d s  ( m a n u s c i iV o l Fecha;

'  M arcar con una X en caso de que se fac ilite  más in form ación en una hoja apa ite,

Se recom ienda in tro d u c ir  la descripción científica o la denom inación tayonóm ica propuesta (b a jo  I .)  dcT m icroorganism o.

' Si lo desea puede in tro d u c ir el nom bre y dirección del inventor.

“ Marcar con una X en caso de que se fac ilite  m ás in form ación (exceptuando la m encionada en la nota a pie de página 5) en una hoja 
aparte, com o por' e jem p lo  ei origen del m icroorgan ism o, el no fnbre  y dirección de o íros Jugare.s ele depóslio  e.n los que tiO haya 
depositado el m icroorgan ism o o el c r ite rio  aplicado para el estab lec im ien to  de la denom inación taxonóm ica propuesta. (E.stos datos son 
facu lta tivos),

" El periodo de con.servadon según ei T ia ta do  de Budai^est es de uí> m ínim o de cinco aiios desde lo entrada de la ú ltim a so lic itud  en caso de 
prueba de! o rgan ism o depositado; eti cua lqu ier caso, de un ¡ninim o de 30 años tras ei tnom en io  de! depósito (N onna 9.1 dei IR.ATAI>0 ÜL 
BUDAPEST). La norm ativa  aquí establecida es válida hasta que se establezca ju risd icctón  al re.sppcto.

Este fo rm u la rio  de depósito es un con tra to  enti'e el depositante  y ei lugar del depósito y por ta n to  ha de ser tlrm ado por el depositante.
Se recom ienda la firm a  de dos repre.sentantes. Si no se acuerda io con tra rio , el f ir fna n te  t s  corresponsal de la DSMZ. In lroduc icndc  la 
d irección de correo e lectrónico se acelerará la correspondencia.

DSM Z/Patents 
fíocum ent lece ived [.sello} 

30  OCL. 20J  3 [se llo ]

D epósito de pa ten te . Form ulario  D S M Z -B P /l-5ac te rias /a rq ueas /hongos  (cu a it- i y ú liin ia  pág ina) 01 /201?
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NUR FÜR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
B itte  n ic h t fü r  w is s en s c h a ftiic h e  P u b lik a tio n e n  fz e. Sesch.-zíaung von Typstámmer,) 
o d e r  P a te n tzw e c k e  ve rw en d en ! DSMZ \

LE IB N IZ -IN S T ITU T  D S M Z-D E U TS G H E  S A M M IU N G  VO N  M IK RO O RG AN ISM EN  UND ZELLKU LTUREN GmbH
Inhoffensir. 7 B 

D -38124 Bra'ürisc'weig 
G ER M A N Y

FORMBLATTfürdle

SICHERHEITSHINTERLEGUNG

vom Hinterleger auszufüllen

Ver, o s r Hinteríegungsstelle sus iu fO ner

CSM2-Aufnahmenummer: ~ TC ,(¿

Ernaanosdatum der Kultur:
i

19. üep. 2013

D S M Z  /  P a ie n ts  
c u ítu re  r e c e iv e t í

BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE’

K E N N Z E IC H N U N G  DES M IK R O O R G A N IS M U S

Bezugszeichen : 
beta-CilukosiíIase

Taxonomische Bezeichnung: 
Escherichia coli (B-Stamm)

Die zu hinterlegende Kuiíur isí. 

! i eine Reinkultur 

I } eine Mischkultur 

(max. zv/ei Komponeníenj

II. ZÜ C H TU N G S B E D IN G U N G E N ( ) '

Médium: pH

LB. pH 7 mit 100 ug/mi Carbenicillin

vorderSterilísation 7 

S1erilisation20 min bei 12! «c 

pH nach Sterilisaiion: 7 

Verfialíen gegenüber Sauerstoff:

) aerob 

( ) mikroaerophil 

{ ) oblioai anaerob

Besondere Ansprüche an die Gasatmosphare: 

Bebrütungstemperatur: 37 ■’ü

Bebrütungsdauer: Standard (ÜN)

Aufbewahrung bei: 4  “ C

Überimpfungsintervall: 2-3 Wochen

' Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschiíeftiich Mikroorganismen an, die aemaS Biostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln für Bi ologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen' 
fTRBA 4561 und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' ( TRBA460L Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufen S1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Reaeluna der Genlechnik bzw. den Massen 1 oder 2 entsprechend 
der Richtiinie 2009/41/EG des Europáischen Parlaments und des Rates über die Ariwendung genetisch veránderter 
Mikroorganismen In geschlossenen Systemen zugeordnet werden kónnen.

Ankreuzen, v/enn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

N U R  FÜR S IC H E R H E ITS H IN TE R LE G U N G E N !
-nicht für Patentzwecke oder wissenschaftiiche Publlkationen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG -  BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (erste Seite 01/2012)
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,R FÜR SiCHERHEITSHiNTERLEGUNGEN!
//fe  nicht für wissenschaftiiche Publikationen 

,z,B. Beschreibung von Typstámmen) oder Patentzwecke •/erv.ender.l

. A U FB E W A H R U N G S B E D IN G U N G E N

Glyccrinkiillur bei -íiü"C 

Aktivkultur 4°C

IV, B E D IN G U N G E N  FÜR  D IE LEBENSFÁHIG K EITSFRÜ FUN C

Kultivierung in LB mil 100 gg/ral Carbenicillin bei 3 'C . pH

V. BE STA ND TEILE  DER  M ISC H K U LTU R  (wenn zuírshenGj

Beschreibung der Bestandteile (max. zwei Komponenten):

Verfahren, die die Prüfung auf lebsnsfahigksii der Besta.ndteilí e.nT.óaicnen

VI, E IG E N S C H A FTE N , DIE FÜ R  DIE G E S U N D H E IT  O D ER  DIE U fvW ELT G EFAHRLICH SIND  í y

Risiicogruppe des Mikroorganismus oemálL TRBA (Technische Regeln fúr Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von BaKtenen in 
Risikogruppen' fTRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' fTRB.A 460)’

(X ) Risikogruppe 1 ( ) Risikogruppe 2

bei gentechnisch veránderten Mikroorganismen: Sicherheitsstufe nach dem Gesetz zur Reo-eluno der Gentechnik: 

ex) S i ( )S2

Osr zu hintertsgence Mikroorganismus dan unter folgenden Laborsicherheitsmaíinahmen' gehandhabt werden:

N i  Lt ( ) L2

Der Mikroc.'’ganlsmus hat folgende Eigenschaften, die für die Gesundheit oder die Umvreit gefáhriich sind oder sein kdnnen: 

Bitte angeben:

^  Dem Unterzeichneten sind derartige Eigenschaften nicht bekannt.

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschlleíSlich Mikroorganismen an, dieoemaG Biosioff-Verordnuno den Risikogruppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl, TRBA (Technische Regeln für Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen’ 
(TR SA 466) und 'Einstufung von Pilzehin Risikogruppen' ( TRBA460), Gentechnisch veránderte Organismen müssen den 
Sicherheitsstufen S1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik zugeordnet werden kdnnen,

Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

NUR  FÜ R S IC H E R H E ITS H IN TE R LE G U N G E N !
-nicht für Patentzwecke oder wissenschaftiiche Publikatlonen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG -  BAKTERIEN/ARCHAEEN/PILZE (zweite Seite) 01/2012



, A N G AB EN Z U M  G E N TE C H N IS C H  V ER A N D E R TE N  ?,'.iK.RCORG ANISM U S i f

1. A N G A B E N  Z U M  E M P F Á N G E R O R G A N IS M U S

Bezeichnung: E. coli B L 2 1 (D E 3 )

Risikogruppe': !x )R G i ! )RG2

Sensitivitáten:
Resistenzen:
Auxotrophien:

besondere Eigenschaften: B 'F -  dcm onm T, h s i 'í  
(z.B, Restriktions-fModifikationssystem, ' ' 
generelle genetische Rekombination)

gal, Larnbda(DE)

2, A N G A B EN  Z U M  S P E N D E R O R G A N IS M U S

Bezeichnung; Bacillu.s subtilis

Risikogruppe': (.x)RGi í )RG2 ! )RG3

Beschreibung des klonierten DNA-Fragments:

Informationsgehalt: beta-Glukosidasc

GroIJe ¡in bp); 1353 bp
( ) vollstándiges Genom 
¡ ) subgenomisch 
( ) subgenisch

( )CDNA 
( x) synthetisch

Gefahrenpotential der klonierten DNA: ( ) pathogen
í ) toxigen

IX ) kein Gefah.'-enpoíenáal

í ) tumorigen 
í ) ailergen

3, A N G A B EN  Z U M  V EK TO R

Bezeichnung: pET-.A T-B gLA

Abkdmmling (Derivat) von; p E T - l id

Wirtsspezifitát; E- coü

Resistenzen: A m p ic illin

Grdíie des Plasmids fin bp); ohne insert: 7070 bp mit insert: S423 bp

Promotoren: T^lac Promotor

weitere vorhandene Leserahmen: üacl

Angaben zu Mobilisierbarkeit und eigenen Transfer-Systemen:' 
Angaben zur eigenen Infektiosiíáí:  ̂
Mdgiichkeit des Transfers durch endogene Helferviren: /

4. A N G A B EN  Z U M  G V O ’'

besondere Eigenschaften:
(z.B. Produktion von ...; Einsaíz ais .,,-Vektor etc.) Einsatz ais Ganzze]lbiokatalysa,tor

Fremd-DNA: ( ) chromosomal integriert (x ) episomal

Gefahrenpotential: ( ) pathogen
( ) toxigen

(,\ )  kein Gefahrenpotential 
bitte begründen:

( ) tumorigen 
( ) ailergen

KLASSIFIZIERUNG NACH GENTG: ( X) S I ( ) S2

Die Hinterleauna eines aentechnisch veránderten Oraanismus der Sicherheitsstufe 2 kann aemáR dem Gesetz zar Reaeluna  
der Gentechnik nur in Krafí treten. wenn der D S M Z eine Kooie der Eraebnisse der Sicherheitsüberorüfuna durch die 
zustándige Behorde vom Hinterleger zugesandt wird.

Die DSMZ nlmml zur Hinterlegung ausscñlielJIIch Mikroorganismen an die oemáG Biostotf-Verordnung den Risikogruppen 1 und 
2 zuzuordnen sind (vgl, TRBA (Technische Regeln für Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen’ 
(TRBA 4 66) und 'Einstufung von Pilzen in Risikognjppen' ( TRBA 460). Gentechnisch veránderte Organismen mússen den 
Sicherheitsstufen S I oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der der Gentechnik zugeordnet werden konnen,

Ankreuzen, wenn auf einem besonderen Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

NUR FÜR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht für Patentzwecke oder wissenschaftiiche Publikatlonen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG- BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (dritte Seite) 01/2012



K WISSENSCHAFTIICHE BESCHREIBUNG'

Oberflachenexpression einer beta-Giukosidase auf E. coli

IX. W E IT E R E  A N G A B E N '

X. V ER B LEIB  D E R  K U L T U R  NACH ABLAU F D E R  V O R G E S C H R IE B E N E N  A U F B E W A H R Ü N G S D A U E R '

a) Die Kultur solí In den Bestand der offentiichen Sammiung der DSMZ überführt werden

b) Ole Kultur solí gegen Gebühr an den Hinterleger zurückgegeben werden

c) Ole Kultur solí durch die DSMZ vernichtet werden

) nein

nein

) nein

X I. H IN TE R LE G E R

Institutlon/Firma: ZYRUS Beteiligungsgeselischaft mbH & Co.

Patente I KG i.L.

Ñame der unterzeichnenden Pers<jn(en) (In Oruckbuchstaben):

Die unterzelchnende(n) Person(en) hinterlegt/hinterlegen: ( ) im Ñamen der institution/ Firma 
( ) ais Privathinterleger

Berliner StraBe 1 

12529 Schonefeld

Anschrift:

030/6331108-0Telefon:

Fax; 030/6331108-20

E-Mail Datum:

Ankreuzen, wenmauf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.
Es vrird empfohlen, die wissenschaftiiche Beschreibung und/oderdie vorgeschiagene taxonomische Bezeichnüng (unter l.)des 
Mikroorganismus anzugeben.
Wenn erwünscht, kbnnen hier Ñame und Adresse der/des Erfinder/s elngetragen werden.
Ankreuzen, wenn auf ehem gesonderten Blatt weitere Angaben (aulier den unter Fulinote 5 genanntenleingerelcht werden, z. B. 
Herkunft des Mikroorganismus, Ñame und An schrift anderer Hinterlegungsstellen, bel denen der Mikroorganismus hinterlegt 
worden Ist, oder das für die Festiegung der vorgeschlagenen taxonomischen Bezeichnung angewandte Kriterium. (Diese Angaben 
sind fakultativ).
Ole Dauer der Aufbewahrung betrSgt gemáIS Budapester Vertrag mindestens fOnf Jahre vom Eingang des letzten Antrags auf 
Abgabe einer Probe des hinferlegten Organismus in jedem Fall jedoch mindestens' 30 Jahre nach dem Zeitpunkt der Hinterlegung 
(Regel 9.1 desBUDAPESTER VERTRAGESl. De hier vereinbarte Regelunggiltsolange, bis es vebindiiche Rechtsprechungen 
zu dem Sachverhait gibt.
Dieses Hinterlegungsformblatt ist der Vertrag zv/ischen dem Hinterleger und der Hinteríegungsstelle und muss daher vom 
Hinterleger unterzeichnet werden. Bei Firmen wird empfohlen, dass zwei offizielle Firmenvertreter unterschreiben. Wenn nloht 
anders vereinbart, ist der ünterzeichner Korrespondenzpartner der DSfvIZ, Durch die Angabe der
Korrespondenz beschieunigt 

Patenthinterlegung, Formblatt DSMZ-BP/1-Bakterlen/Archaeen/Pllze (vierta und letzte Seite) 01/2012

J  Patents 
oocument rpicRivfirf

30,Oki
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BIOCATALIZADOR DE CELULA COMPLETA EN LA DEGRADACION DE
BTOMASA CELULOSICA

DESCRIPCION DE LA INVENCION
5 La invención se relaciona con una molécula de ácido

nucleico que comprende los siguientes componentes: (1) una

sección la cual codifica para un péptido señal, (2) una 

sección la cual codifica para una celulasa heteróloga,

(3) una sección opcional la cual codifica para un sitio de 

10 reconocimiento de proteasa, (4) una sección la cual codifica 

para uri enlazante transmembranal, y (5) una sección la cual 

codifica para un dominio transportador de un 

autotransportador o de una variante del mismo.

Los aspectos adicionales de la presente invención

15 se relacionan con polipéptidos los cuales son codificados por

una molécula ácido nucleico como se describe en lo anterior, 

microorganismos los cuales presentan los polipéptidos , 

correspondientes en su superficie y fracciones de membrana

que se pueden obtener de estos microorganismos. La presente 

20 invención también se relaciona con un método para la

producción de productos de reacción, en particular de 

productos de reacción de celulosa utilizando microorganismos 

o fracciones de membrana y también el uso de microorganismos 

y/o preparaciones de membrana para producir productos a partir 

25 de una reacción la cual es catalizada por una celulasa.

No. de R e f .:247342
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Las celulasas son enzimas las cuales pueden 

degradar celulosa en su unidad básica, beta-glucosa.

Las celulasas se forman únicamente a partir de una parte 

pequeña de los organismos que degradan plantas tales como por 

5 ejemplo, bacterias especiales y flagelados y partir de

microorganismos que degradan madera tales como hongos. Con la 

ayuda de estas enzimas los microorganismos correspondientes 

son capaces de dividir y reciclar metabólicamente celulosa, 

la cual normalmente también consiste de 3000 a 15,000 

10 moléculas de glucosa, en productos de degradación y

finalmente en glucosa. Las celulasas incluyen, en particular, 

tres tipos de enzimas cuyos efectos combinados permiten una 

digestión racional de las moléculas de celulosa:

1. Endocelulasas (clase de enzima, EC 3.2.1.4):

15 Estas enzimas dividen celulosa en secciones más grandes y, a

diferencia de otras celulasas, también funcionan dentro de 

cadenas de celulosa. En particular, las endocelulasas se 

pueden volver activas en "regiones amorfas" en las cuales las 

moléculas de celulosa están desordenadas unas en relación con 

20 otras. Como un resultado de esto, las enzimas generan un

número más grande de extremos de cadena.

2. Exocelulasas (EC 3.2.1.91): estas enzimas

únicamente dividen celulosa de sus extremos mientras 

continuamente acortan las cadenas de celulosa. La reacción de las

25 exocelulasas típicamente provocan unidades celobiosa (disacáridos).
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pero también glucosa, celotriosa o celultetraosa para separar 

por división a partir de la cadena de celulosa.

3. Celobiosa o beta-glucosidasa (EC 3.2.1.21): Este

grupo de enzimas divide el enlace beta-glucosídico entre dos moléculas 

5 de glucosa de la celobiosa y de esta manera vuelve disponible

la glucosa para procesos metabólicos adicionales.

Cada una de las tres enzimas mencionadas es capaz 

de atacar la biomasa celulósica por si misma. No obstante, se 

supone que una combinación de los tipos de enzima se comporta 

10 sinergísticamente en un alto grado dado que atacan diferentes

unidades estructurales naturales de la biomasa celulósica. 

En particular, cuando se utiliza celobioasa se puede esperar 

que la degradación de las celobiosas, celotriosas y otros 

celooligosacáridos superiores proporcionados por las endocelulasas y 

15 exocelulasas en glucosa genera un desplazamiento del equilibrio de las

reacciones catalizadas enzimáticamente y de esta manera alienta una 

conversión más eficaz.

La celulosa y hemicelulosa son componentes principales de 

la madera y muchas plantas y de esta manera representan una materia 

2 0 prima disponible libremente. Un problema con la conversión del

material, no obstente, se encuentra en la dificultad de

separarlo, por ejemplo en glucosa, el cual representa un

obstáculo para su uso extenso en la obtención de bioetanol. 

En el estado dé la técnica, actualmente están presentes 

25 algunas enzimas purificadas que se utilizan para descomponer



u r

-  4  -

celulosa en glucosa las cuales generalmente deben ser

aisladas de cultivos micóticos tales como Trichoderma reesei 

o C. acetobulytícum (cf. Shah et al., A p p . Biochem. Biotech.

(1991), vol. 18/29, 99 - 106). La purificación de las enzimas

5 individuales y el mezclado de una combinación de enzimas

eficaz antes del uso en la descomposición de biomasa 

celulósica representa un factor de costo significativo en el 

^  estado de la técnica actual. También es imposible en el

estado de la técnica recuperar las enzimas libres 

10 correspondientes del producto obtenido. Por lo tanto, existe 

; la necesidad de una forma de elaboración fácil de celulasas

la cual, en primer lugar, permita una manufactura y procesos de

mezclado siirplifloados y en segundo lugar permita que las enzimas sean 

recuperadas conforme son utilizadas, de una manera sencilla.

15 Un problema de la presente invención por lo tanto

se encuentra en suministrar un agente con una actividad de

celulasa, por lo que el agente no es accesible fácilmente 

para moléculas de sustrato pero también puede ser 

amplificada, reciclada y regenerada de una manera sencilla.

20 Esto habilitaría varias etapas de catalizador sin la 

necesidad de fabricar repetidamente agente nuevo. Un problema 

adicional de la presente invención se encuentra en 

proporcionar un agente que presente propiedades favorables 

I respecto a su genética, termoestabilidad, susceptibilidad a

; 25 almacenamiento y estabilidad.
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Los inventores han descubierto, sorprendentemente, 

que mediante el uso de un sistema autotransportador, las 

celulasas se pueden expresar en la superficie de 

microorganismos y son suficientemente estables con respecto a 

5 las condiciones de reacción para la división de celulosa y la 

separación posterior de los productos obtenidos. 

Sorprendentemente también se ha encontrado que los 

microorganismos los. cuales transportan las celulasas 

correspondientes en su superficie pueden ser incubadas y 

10 permanecer estables en diversas soluciones y amortiguadores 

bajo condiciones variables durante un periodo prolongado.

La autopresentación representa una herramienta 

elegante para presentar proteínas recombinantes sobre la

superficie de las bacterias. Este sistema de expresión se

15 basa en el mecanismo de secreción de la familia de proteínas 

de los autotransportadores, los cuales pertenecen al sistema 

de secreción tipo V.

En bacterias gramnegativas, la vía

autotransportadora se conforma tanto del transporte de 

20 proteínas a la superficie celular así como la secreción de

proteínas en el espacio extracelular (José y Meyer, 2007). 

Las proteínas autotransportadoras son sintetizadas como 

proteínas ' precursoras, las cuales satisfacen todos los 

requerimientos estructurales para el transporte a la 

25 superficie celular (José, 2006). Son sintetizadas con un
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péptido señal N-terminal, el cual es tipleo para la via Sec, 

la cual habilita el cruce de la membrana interna. Una vez en

el periplasma, la parte C-terminal del precursor, después de

dividir el péptido señal, se pliega a sí misma en la membrana 

5 exterior como una estructura similar a poro conocida como un 

beta-barril. El dominio pasajero unido N-terminal es 

trasladado a través de este poro a la superficie (José et

ai., 2002) . Aqui se puede separar por división -ya sea 

autoproteolíticamente o por una proteasa adicional- o 

10 permanecer anclado a la envoltura de la célula por medio del 

dominio transportador.

La sustitución del pasajero natural por una 

proteína recombinante genera la translocación a la superficie 

de la misma. Para hacer esto, se deben utilizar procesos de 

15 ingeniería genética para construir un precursor artificial 

que consiste de un péptido señal, el pasajero recombinante, 

el beta-barril y una región enlazante entre las mismas, la

cual es necesaria para acceso irrestricto a la superficie. 

El autotransportador AIDA-I ya se ha utilizado con éxito de

20 esta manera para una presentación eficiente en superficie de

diversos dominios pasajeros (Hehderson et al., 2004). En el

sistema de autopresentación, se ha observado una 

autoasociación de subunidades sobre una enzima activa, 

por ejemplo, en la enzima dimérica sorbitol-deshidrogenasa 

25 (José, 2002; José and von Schwichow, 2004).
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En particular, la tecnología de autopresentación es 

un método de expresión para proteínas especificas en la 

superficie de la membrana exterior de E. coli y otras 

bacterias gramnegativas con un sistema de autopresentación 

5 que se basa en el mecanismo de secreción natural de las

proteínas autotransportadoras (A. Banerjee et al. (2002)). 

En este caso, el transporte de la proteina pasajera 

recombinante se puede llevar a cabo simplemente al insertar 

su secuencia codificante en el marco de lectura, o su 

10 secuencia codificante entre el péptido señal y el dominio de

translocación del vector de autopresentación utilizando 

técnicas de ingeniería genética comunes. El péptido señal se 

puede obtener de una subunidad de la toxina del cólera y se 

puede combinar con un promotor artificial. En consecuencia, 

15 la proteína pasajera destinada para translocación a través de

la membrana exterior se expresa como proteína de fusión 

recombinante con otra proteína, conocida como un 

autotransportador, sobre la membrana exterior de E. coli 

(AIDA-I) (José, 2006). La porción C-terminal de la proteina 

20 autotransportadora forma una estructura similar a poro

(P-barril) dentro de la membrana exterior de la membrana de 

E. coli (José, 1995, 2006, 2007) .

El concepto del sistema de autopresentación, 

descrito por primera vez por José et al. (1995), se ha 

25 conocido durante más de 15 años. Mientras tanto, se ha
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demostrado que se puede utilizar para producir células con 

nitrilasas inmovilizadas en el mismo (véase WO 2011/057820) y 

enzimas activas redox las que a su vez generan factores 

redox, en particular NAD/NADH y NADP/NADPH (véase WO 

5 2012/025628), los cuales muestran ,1a actividad deseada.

No obstante, la transferencia del sistema de autopresentación 

a una clase de enzima nueva aún representa retos 

considerables para las personas expertas en el ámbito, 

especialmente puesto que no se garantiza una naturalización 

10 correcta de las proteínas, en ausencia de los chaperones, los

cuales algunas veces son necesarios. Hasta ahora, el estado 

de la técnica no ha descrito ni sugerido el uso del sistema 

autotransportador para la inmovilización de celulasas.

El problema de la presente invención se resuelve 

15 por la materia objeto de las reivindicaciones independientes.

Se pueden derivar modalidades preferidas a partir de las

reivindicaciones dependientes.

El problema de la presente invención se resuelve de 

acuerdo con un primer aspecto por una molécula de ácido 

20 nucleico que comprende:

(1) una sección que codifica para un péptido señal,

(2) una sección que codifica para una celulasa

eteróloga o una variante de la misma,

(3) una sección opcional que codifica para un

25 sitio de reconocimiento de proteasa.
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(4) una sección que codifica para un enlazante

transmembranal, y

(5) una sección que codifica para un dominio

transportador de un autotransportador o una variante del

5 mismo.

Los aspectos adicionales de la presente invención 

se relacionan con proteínas y polipéptidos, obtenibles por

transcripción de las moléculas de ácido nucleico

correspondientes y microorganismos que contienen las 

10 proteínas correspondientes y preparaciones de membrana

asequibles a partir de estos microorganismos. Un aspecto 

adicional de la presente invención se relaciona con un método 

para producir un producto de reacción utilizando por lo menos

una celulasa, que comprende las siguientes etapas:

15 (i) preparación de por lo menos un microorganismo,

el cual presenta una célula en su superficie y/o una 

preparación de membrana de este microorganismo, y

(ii) poner en contacto por lo menos un

microorganismo y/o una preparación de membrana con uno o más

20 sustratos de celulasa bajo condiciones compatibles con la

actividad de celulasa.

Finalmente, la presente invención también se

relaciona con el uso de microorganismos o preparaciones de 

membrana descritas para fabricar productos de reacción los

25 cuales se pueden producir a partir de catálisis de celulasa y
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también métodos para la producción de microorganismos y

preparaciones de membrana correspondientes.

En una modalidad preferida de la presente 

invención, la molécula de ácido nucleico se enlaza

5 funcionalmente con una secuencia para regulación de

expresión. En una modalidad preferida, el término "secuencia 

para regulación de expresión", como se utiliza en la 

presente, se refiere a una secuencia de ácido nucleico la 

cual puede regular el nivel de expresión de una molécula de 

10 ácido nucleico, preferiblemente corriente abajo de la

secuencia para regulación de expresión. La secuencia para 

regulación de expresión puede ser, por ejemplo, un promotor. 

Las personas expertas en el ámbito están familiarizadas con 

secuencias adecuadas para regulación de expresión y métodos 

15 para el enlace funcional de estas secuencias con una molécula

de ácido nucleico. En relación con la presente invención, las 

secuencias de regulación de expresión se prefieren especialmente las- 

cuales codifican para reguladores de expresión los cuales pueden ser 

activados con la ayuda de los inductores isopropiltioglucopiranósido 

20 (IPTG) o arabinosa, en particular L-arabinosa.

En una modalidad preferida de la presente

invención, la molécula de ácido nucleico es parte de un

plásmido recombinante.

En una modalidad preferida de la presente

25 invención, el término "heterólogo", como se utiliza en la



5>f

- 11 -

presente, se refiere a una molécula de ácido nucleico la cual 

se ha construido utilizando métodos de ingeniería genética, 

por ejemplo, mediante empalme de una secuencia para 

regulación de expresión y una secuencia que se va a expresar, 

5 la cual normalmente no se encuentra bajo el control de esta 

secuencia para regulación de expresión o mediante el uso de 

una secuencia la cual tiene una mutación puntual a partir de 

la secuencia original. De esta manera, incluso si solo una 

sección de una construcción se describe como heteróloga, por 

10 lo tanto implica que la construcción completa es heteróloga. 

Las personas expertas en el ámbito están familiarizadas con 

los métodos de ingeniería genética. En una modalidad 

preferida adicional, el término "heterólogo" como se utiliza 

en la presente se refiere a una molécula de ácido nucleico 

15 que codifica para un polipéptido la cual está empalmada a una 

secuencia para regulación de expresión y/o una secuencia 

fusionada, la cual se deriva de un organismo diferente de la 

secuencia para regulación de expresión que se va a expresar. 

En una modalidad preferida adicional, el término 

20 "heterólogo", como se utiliza en la presente en relación con 

un polipéptido de celulasa significa que la sección de la 

molécula de ácido nucleico la cual codifica para la celulasa, 

se ha obtenido o se ha tomado de un organismo diferente que 

por lo menos una sección adicional, de manera que el dominio 

25 a transportador o la secuencia para regulación de expresión o
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el enlazante transmembranal. Por ejemplo, la celulasa es 

heteróloga si se ha obtenido de Bacillus suhtilis, pero todas 

las demás secuencias se han obtenido de E. coli. En una 

modalidad preferida adicional, el término "heterólogo", como 

5 se utiliza en la presente, significa que la secuencia de

ácido nucleico descrita como heteróloga se ha derivado de un 

. organismo el cual es diferente del hospedador u hospedador 

destinado o utilizado para expresar o amplificar esta 

secuencia de ácido nucleico.

10 En una modalidad preferida especialmente, la

molécula de ácido nucleico comprende las secuencias SEC ID 

NO: 1, SEC ID NO: 3 o SEC ID NO: 5 o variantes de las mismas.

En una modalidad de la presente invención, el

término "péptido señal", como se utiliza en la presente, se 

15 refiere a una secuencia de aminoácidos, preferiblemente en la

parte N-terminal de un polipéptido, con el efecto de que el 

polipéptido, cuando se expresa en el citosol de una célula 

hospedadora, es sometido a translocación a un compartimiento 

específico de la célula, preferiblemente un compartimiento

20 diferente del citosol. En una modalidad preferida,

especialmente, la célula hospedadora es una bacteria

gramnegativa y el péptido señal provoca que el polipéptido 

naciente o completado sea sometido a translocación en el 

periplasma de la membrana exterior de la célula de la

25 bacteria gramnegativa.
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En una modalidad preferida adicional de la presente 

invención, el término "sitio de reconocimiento de proteasa", 

como se utiliza en la presente, se refiere a un patrón de 

secuencia de aminoácidos específico en un polipéptido, en donde este 

5 patrón de secuencia se reconoce específicamente por la proteasa de 

manera que se une y escinde al polipéptido.

Dentro del alcance de la presente invención,

también se prefiere si el término "enlazante transmembranal", 

como se utiliza en la presente, se refiere a una sección de 

10 polipéptido flexible la cual se utiliza para enlazar el

dominio autotransportador con el polipéptido regenerador de 

factor redox, pero es suficientemente flexible para habilitar 

una naturalización independiente y/o transporte del 

polipéptido de regeneración de factor redox.

15 En una modalidad preferida de la presente

invención, el término "dominio transportador de un 

autotransportador" se refiere a un dominio el cual puede ser 

utilizado para obtener el producto de expresión de una 

molécula de ácido nucleico, si se sintetiza ribosómicamente

20 dentro de la célula, preferiblemente en el citoplasma

bacteriano y es sometido a translocación a la membrana 

exterior de la célula, preferiblemente al lado de la membrana 

exterior que está expuesto al ambiente extracelular. En una 

modalidad especialmente preferida, el dominio transportador 

25 tiene el efecto de que el producto de expresión se localiza
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sobre la superficie externa de la membrana exterior. En una 

modalidad preferida de la presente invención, el dominio 

transportador de un autotransportador es una proteina que se 

localiza sobre la membrana exterior de la célula y la sección 

5 que codifica para una celulasa es parte de un dominio, bucle

o alguna otra parte del dominio transportador o se fusiona al 

mismo de manera que la celulasa se presenta sobre la superficie de la 

célula. En una modalidad preferida adicional de la presente invención, 

el dominio transportador de un autotransportador es una proteina de un 

10 sistema el cual puede ser utilizado para presentar

polipéptidos sobre la superficie de una célula.

En una modalidad preferida, las variantes de 

aminoácidos o secuencias de ácido nucleico a las que se hace 

referencia en la presente solicitud de manera explícita, por 

15 ejemplo por el nombre o el número de deposición o incluso por 

el término "variante de" o, de manera implícita, por ejemplo 

por una descripción de su función en el ■ contexto de la 

presente invención. En una modalidad preferida, el término 

"variante" como se utiliza en la presente comprende un 

20 aminoácido o secuencias de ácido nucleico que son 60, 70, 75,

80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 ó 99% idénticas al

aminoácido que sirve como referencia y, bajo condiciones 

comparables, muestra actividad de celulasa similar. En una 

modalidad preferida, el término "variante" comprende, con 

25 respecto a una secuencia de aminoácidos, aquellas secuencias
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de aminoácidos que tienen uno o más cambios de aminoácidos 

conservadores en relación a la secuencia de referencia. 

En una modalidad preferida, los términos "variantes" de una 

secuencia de aminoácidos o secuencia de ácido nucleico 

5 comprenden secciones activas y/o fragmentos de la secuencia

de aminoácidos o la secuencia de ácido nucleico. En una 

modalidad, preferida, el término "sección activa", como se 

utiliza en la presente, se refiere a una secuencia de 

aminoácidos o una secuencia de ácido nucleico que es más 

10 corta que la secuencia de aminoácidos o de ácido nucleico de 

longitud completa pero que aún retiene por lo menos parte de 

su actividad biológica esencial, por ejemplo, como una 

celulasa. En una modalidad preferida, el término "variante" 

de un ácido nucleico comprende los ácidos nucleicos de la 

15 cadena complementaria los cuales - preferiblemente bajo

condiciones rigurosas - hibridizan con el ácido nucleico de 

referencia. La rigurosidad de las reacciones de hibridación 

se puede determinar fácilmente por una persona experta en el 

ámbito y habitualmente es un cálculo empírico, como una 

20 función de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado

y la concentración de sal. En general, sondas más largas 

requieren mayores temperaturas para una asociación perfecta 

mientras que sondas más cortas requieren temperaturas más 

bajas. La hibridación generalmente depende de la capacidad 

25 del ADN desnaturalizado para renaturalización, cuando las
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cadenas complementarias están en un ambiente que tiene una 

temperatura por debajo del punto de fusión de las cadenas. 

Cuanto mayor es el grado de homología deseado entre la sonda 

y una secuencia hibridizable mayor es la temperatura relativa 

5 que se puede aplicar. Por lo tanto, se deduce que

temperaturas relativas superiores tienden a volver las 

condiciones de reación más rigurosas, mientras que 

^  temperaturas más bajas reducen esta rigurosidad. Los detalles

adicionales de una explicación de la rigurosidad de las 

10 reacciones de hibridación se puede encontrar en Ausubel et

: al. (1995). En otra modalidad preferida el término "variante"

de un ácido nucleico o aminoácido se refiere a un ácido 

nucleico o aminoácido que tiene, por lo menos hasta cierto 

grado, la misma actividad biológica y/o función que el ácido 

15 nucleico o aminoácido de referencia. En una modalidad

preferida, el término "variante" de una secuencia de ácido 

nucleico, como se utiliza en la presente, se refiere a otra 

secuencia de ácido nucleico la cual codifica para una 

secuencia de aminoácidos que es similar a la secuencia de 

20 aminoácidos de referencia.

En una modalidad preferida, el término "celulasa" 

se refiere a una enzima de la clase EC 3.2.1.4, EC 3.2.1.91 o 

EC 3.2.1.21. En una modalidad preferida adicional la celulasa 

es una celulasa de Bacillus subtilis o Clostridium 

25 thermocellum. La celulasa puede ser una endo-, exo- o
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exocelulasa o una beta-glucosidasa. Dentro del alcance de la 

presente invención, no obstante, es preferible si es una

endocelulasa de Bacillus subtilis, una exocelulasa de 

Clostridium thermocellum o una beta-glucosidasa de 

5 Clostridium thermocellum. Es especialmente preferible si es 

una enzima con una secuencia de acuerdo con la SEC ID NO: 2, 

SEC ID NO: 4 o SEC ID NO: 6 o  una variante de la misma.

Preferiblemente, la celulasa se fusiona con un

dominio transportador de un autotransportador.

10 El dominio transportador del autotransportador de

acuerdo con la invención puede ser cualquier dominio

transportador de un autotransportador y preferiblemente es 

capaz de formar una estructura de p-barril. Una descripción 

extensa de las estructuras de p-barril y los ejmplos

15 preferidos para autotransportadores de p-barril se describen

en WO 97/35022 y forman parte de la presente descripción como 

referencia. Henderson et al. (2004) describe proteinas 

autotransportadoras con dominios autotransportadores 

adecuados (un resumen se puede encontrar en la Tabla 1 en 

20 Henderson et al., 2004) . La descripción de Henderson et al.

(2004) forma parte de la presente descripción como 

referencia. Por ejemplo, el dominio transportador del 

autotransportador se puede seleccionar de: Ssp (P09489, S.

marcescens), Ssp-hl (BAA33455, S. marcescens), Ssp-H 2 

25 (BAA11383, S. marcescens), PspA (BAA36466, P. fluorescens),
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PspB (BAA36467, P. fluorescens), Ssal (AAA80490. 

P. haemolytica), SphBl (CAC44081, B. pertussis), AspA/NalP 

(AAN71715, N. meningitídis), VacA (Q48247, H. pylori), AIDA-I 

(Q03155, E. coli), IcsA (AAA26547, 5. flexneri), MisL (AAD16954, S.

5 entérica), TibA (AAD41751, £. coli), Ag43 (P39180. E. coli), ShdA

(AAD25110. S. entérica), AutA (CAB89117, N. meningitidis), Tsh (154632, 

E. coli), SepA (CAC05786, S. flexneri), EspC (AAC44731, E. coli), EspP 

m  (CAA66144, E. coli), Pet (AAC26634, E. coli). Pie (AAD23953, E. coli),

SigA (AAF67320, S. flexneri), Sat (AAG30168, E. coli), Vat (AAO21903, 

10 E. coli), EpeA (AAL18821, E. coli), EatA (AA017297, E. coli), EspI

(CAC39286, E. coli), EaaA (AAF63237, E. coli), EaaC (AAF63038, E.

coli), Pertactina (P14283, B. pertussis) , BrkA (AAA51646, B. 

pertussis) , Tef (AAQ82668, B. Pertussis) , Vag8 (AAC31247, B.

pertussis) , PmpD (084818, C. trachomatis) , Pmp20 (Q9Z812, C. 

15 pneumoniae) , Pmp21 (Q9Z5U5, C. pneumoniae) , proteasa IgAl

(NP_283693, N. meningitidis) , App (CAC14670. N. 

^  meningitidis) , proteasa IgAl (P45386, H. influenzae) , Hap

(P45387, H. influenzae) , rOmpA (P15921, R. rickettsii) , rOmpB 

(Q53047, R. rickettsii) , ApeE (AAC38796, S. entérica), EstA 

20 (AAB61574, P. aeruginosa) , Lip-1 (P40601, X. luminiscens),

McaP (AAP97134, M. catarrhalis) , BabA (AAC38081, H. pylori), 

SabA (AAD06240. H. pylori), AlpA (CAB05386, H. pylori), Aae 

(AAP21063, A. actinomycetem-comitans), NanB (AAG35309, P. 

haemolytica) y variantes de estos autotransportadores. Para 

25 cada uno de los ejemplos de proteinas autotransportadoras.



los ejemplos, de los números de acceso y especies adecuados 

de GenBank, para los cuales se pueden obtener 

autotransportadores se proporcionan entre paréntesis. Dentro 

del ámbito de la presente invención, el dominio transportador 

5 en el autotransportador preferiblemente se selecciona del

grupo que comprende Ssp, Ssp-hl, Ssp-h2, PspA, PspB, Ssal, 

SphBl, AspA/NalP, VacA, AIDA-I, IcsA, MisL, TibA, Ag43, ShdA, 

AutA, Tsh, SepA, EspC, EspP, Pet, Pie, SigA, Sat, Vat, EpeA, 

EatA, EspI, EaaA, EaaC, Pertactina, BrkA, Tef, Vag8, PmpD, 

10 Pmp20, Pmp21, proteasa AgAl, App, Hap, rOmpA, rOmpB, ApeE,

EstA, Lip-1, McaP, BabA, SabA, AlpA, Aae, NanB y variantes de 

los mismos. En una modalidad preferida especialmente, el 

dominio transportador es un dominio transportador del sistema 

de autopresentación, también denominado como una via 

15 autotransportadora del tipo AIDA-I de células bacterias

gramnegativas, en particular de E. coli o una variante del 

mismo, por ejemplo, los descritos por Niewert et al. (2001).

Las variantes de las secuencias autotransportadoras 

mencionadas en lo anterior se pueden obtener, por ejemplo, al 

20 alterar la secuencia de aminoácidos en las estructuras de

bucle del (3-barril que no pertenezcan a las secciones 

transmembranales. Opcionalmente, los ácidos nucleicos que 

codifican para los bucles de superficie se pueden suprimir 

por completo. Además, se pueden realizar intercambios de 

25 aminoácidos conservadores dentro de las estructuras de lámina
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plegada (3 antipáticas, es decir, intercambio de un aminoácido 

hidrofílico por otro aminoácido hidrofílico y/o intercambio 

de un aminoácido hidrofóbico por otro aminoácido hidrofóbico. 

Preferiblemente, a nivel de aminoácidos una variante tiene 

5 una identidad de secuencia de por lo menos 70%, por lo menos 

80%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o por lo menos 98% 

con la secuencia correspondiente que se encuentre de modo 

natural del dominio autotransportador, especialmente en la

región de estructuras de láminas plegadas p.

10 Como se describe en lo anterior, el problema de la

presente invención se resuelve, en un aspecto, por un 

microorganismo el cual expresa un polipéptido en su

superficie, como se describe en lo anterior o que ha sido 

transformado utilizando una molécula de ácido nucleico como

15 se describe en lo anterior.

En una modalidad preferida, el término 

"microorganismo", el cual se utiliza de manera intercambiable 

con el término "célula hospedadora", como se utiliza en la 

presente, se refiere a un microorganismo el cual es capaz de 

20 expresar un polipéptido. Este microorganismo también se puede 

denominar como un "catalizador de célula completa" o 

"biocatalizador de célula completa". En otra modalidad

preferida, la célula o célula hospedadora es una célula 

procariótica, preferiblemente una célula bacteriana

25 gramnegativa, de manera muy especial preferiblemente una
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célula de E. coli. En otra modalidad preferida, la célula es 

una célula eucariótica. En otra modalidad preferida la célula 

o célula hospedadora es una espora de una procariota.

Una célula bacteriana comprende un número de 

5 compartimientos los cuales están separados entre sí por

membranas hidrofóbicas. Una célula bacteriana grampositiva 

tiene una membrana plasmática la cual delimita el citosol, el 

interior de la célula. La membrana plasmática está rodeada 

por una capa de péptidoglucano. En contraste, la bacteria 

10 gramnegativa posee, además de la membrana plasmática, otra

membrana conocida como la membrana exterior. El término 

"superficie", como se utiliza en la presente, prefriblemente 

se refiere a una capa del microorganismo que está expuesto al 

ambiente, en donde el ambiente es, por ejemplo, el medio de 

15 cultivo liquido utilizado como un cultivo para la célula de

interés. En una modalidad preferida muy especialmente, un 

polipéptido de acuerdo con la presente invención se expresa 

en el exterior de la membrana exterior y una célula 

bacteriana gramnegativa. En una modalidad preferida, un 

20 polipéptido de acuerdo con la presente invención se expresa

en el interior de la membrana exterior de una célula 

bacteriana gramnegativa. En otra modalidad preferida, el 

polipéptido de acuerdo con la invención se expresa en el 

exterior de Un esferoplasto, el cual es una célula bacteriana 

25 gramnegativa a partir de la cual se ha separado la membrana
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exterior. La persona experta en el ámbito estará 

familiarizada con métodos que se pueden utilizara producir 

esferoplastos. En otra modalidad preferida, el polipéptido de 

acuerdo con la invención se expresa en el exterior de una 

5 célula bacteriana grampositiva. De esta manera, como se 

utilizan en la presente, los términos "presentado en la 

superficie" y "expresado en la superficie" son sinónimos.

De acuerdo con un aspecto adicional, el problema de 

la presente invención se resuelve por una fracción de 

10 membrana la cual se puede obtener a partir de la célula de

acuerdo con el aspecto previo de la presente invención.

En una modalidad preferida de la presente 

invención, la fracción de membrana o la preparación de 

membrana, los dos términos se utilizan de manera 

15 intercambiable, comprende una celulasa de acuerdo con el

primer aspecto de la invención, preferiblemente en un estado 

catalíticamente activo. Los términos "fracción de membrana" y 

"preparación de membrana", como se utilizan en la presente, 

de manera, preferible se refieren a un producto que está 

20 enriquecido en constituyentes de membrana, preferiblemente

constituyentes de la membrana exterior de una bacteria 

gramnegativa. Una persona experta en el ámbito está 

familiarizada con protocolos y métodos que se pueden utilizar 

para producir preparaciones de membrana. Por ejemplo, las 

25 células bacterianas se pueden recolectar a partir de un
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cultivo y se pueden enviar a lisis, por ejemplo, por ciclos 

de congelamiento y recalentamiento, irradiación acústica, 

suspensión en amortiguador de lisis o similar, seguido por 

centrifugación diferencial, con el fin de aislar fracciones 

5 de membrana de las células. En una modalidad preferida de la

presente invención, la preparación de membrana es una

preparación de la membrana exterior, es decir, una

preparación en la cual existe enriquecimiento de los

constituyentes de la membrana exterior en relación a los

10 constituyentes de otras membranas y compartimientos, tales

como el citosol, la membrana interior y el periplasma.

Las personas expertas en el ámbito están familiarizadas con 

protocolos y métodos que se pueden utilizar para aislar o

enriquecer la membrana exterior o constituyentes de la misma, 

15 por ejemplo un tratamiento de lisozima de células

bacterianas, seguido por etapas de centrifugación. En una

modalidad preferida, la fracción de membrana puede ser

tratada como una fracción de membrana, es decir, el contenido 

o las propiedades de la fracción de membrana se han

20 modificado, por ejemplo al purificar un constituyentes proteínico 

de la fracción de membrana o al solubilizar las fracciones de membrana 

y/o al tomar constituyentes de la fracción de membrana en vesículas. En 

una modalidad preferida de la presente invención, la fracción de 

membrana se puede inmovilizar - por ejemplo en la superficie 

25 de un vaso o una columna.
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De acuerdo con un aspecto adicional, el problema de 

la presente invención se resuelve por un método para producir 

un producto de reacción utilizando o por lo menos una 

celulasa, que comprende las siguientes etapas:

5 (i) preparación de por lo menos un microorganismo

el cual presenta una celulasa en su superficie, y/o una

preparación de membrana de este microorganismo, y (ii) poner 

en contacto por lo menos un microorganismo y/o preparación de 

membrana con uno o más sustratos de celulasa bajo condiciones 

10 compatibles con actividad de celulasa. La expresión 

"presentada" se debe entender, en relación con la presente 

invención, que significa que la celulasa se proyecta al medio 

circundante del microorganismo o los microorganismos.

El método de acuerdo con la invención puede ser

15 aplicado ventajosamente de manera especial si el producto de

la reacción catalizada por la celulasa es un mono-, di- u 

oligosacárido y si por lo menos un sustrato de celulasa es 

una fuente de polisacárido, especialmente de manera preferible una 

fuente de celulosa. Los términos "fuente de polisacárido" y "fuente de 

20 celulosa" debe entenderse que significa que los materiales que

contienen polisacáridos o celulosa, preferiblemente como componente 

principal, no necesariamente consisten únicamente de los mismos. Si la 

fuente de celulosa es celulosa, dependiendo de la celulasa utilizada, 

se pueden obtener los productos resultantes de glucosa, 

25 celulosa y oligosacáridos basados en glucosa.
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Además, el método de acuerdo con la invención 

ventajosamente se puede aplicar adicionalmente si se incluye 

una etapa (iii) de recuperación del microorganismo utilizado 

en la etapa (ii) . La recuperación se puede realizar, por 

5 ejemplo, por separación mediante centrifugación de las

células de la mezcla de reacción.

Dentro del alcance de la presente invención ha 

surgido que la etapa (11) preferiblemente se puede llevar a 

cabo en un intervalo de pH de 4.5 a 6.5, de manera 

10 especialmente preferible en un intervalo de 5.5 a 6.5.

Las celulasas presentan su actividad más alta para los 

valores de pH correspondientes. Además, también se ha 

demostrado útil seleccionar la temperatura durante la etapa 

(ii) en el intervalo de 30 a 80°C, preferiblemente en el 

15 intervalo de 50 a 65°C, puesto que las celulasas presentan el

nivel más alto de actividad en este intervalo de temperatura.

En los métodos descritos en lo anterior, si se han 

utilizado celulasas las cuales no producen glucosa como 

producto final, puede ser útil convertir los productos 

20 producidos a glucosa puesto que en presencia de volúmenes más

grandes de celobiosa, la actividad de las enzimas se puede 

deteriorar. Dentro del alcance de la presente invención, la 

adición de glucosidasas en la etapa (ii) del método descrito 

en lo anterior por lo tanto es lo que se prefiere. Estas 

25 glucosidasas ventajosamente no son enzimas unidas a
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microorganismos, de manera especialmente preferible estas son • 

beta-glucosidasa de almendras.

Cualquiera de los polisacáridos se puede utilizar 

como una fuente de polisacáridos los cuales son el producto 

5 de descomposición de celulasa. Dentro del alcance de la

presente invención, no obstante, se ha vuelto evidente que es 

es especialmente ventajoso si una fuente de celulosa se 

utiliza como una fuente de polisacáridos. La fuente de 

celulosa puede ser ya sea celulosa purificada con solo 

10 porciones pequeñas de sustancias extrañas (preferiblemente en

el intervalo de menos de 80% en peso, en particular en el 

intervalo de menos de 90% en peso) . En particular, puede ser 

agua de desperdicio comunal, la cual se puede utilizar 

directamente o a partir de la cual se puede recuperar 

15 celulosa utilizando métodos conocidos y después se puede

convertir con uno o varios microorganismos. De igual manera, 

el agua de desperdicio que contiene celulosa de trabajos de 

pulpa de madera o molinos de papel se puede utilizar como la 

fuente de celulosa. No obstante, también es posible utilizar 

20 una fuente de celulosa la cual contenga contaminantes tales

como, por ejemplo, madera la cual pueda haber sido 

pretratada. La madera ventajosamente puede ser madera que se 

selecciona de pino, alerce, picea, haya, eucalipto, abeto, 

álamo, pino, haya, roble, fresno, castaño, abedul, cerezo,

25 arce o nogal. Una madera preferida dentro del alcance de la
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invención es madera de álamo. De manera alternativa, 

no obstante, los restos de plantas anuales que contengan 

celulosa, por ejemplo, paja se pueden utilizar en el método 

de acuerdo con la invención como una fuente de polisacáridos.

5 La madera o restos de planta correspondientes pueden ser

pretratados, por ejemplo, para eliminar cualquier 

hemicelulosa que puedan contener. No obstante, la fuente de 

polisacáridos puede contener cantidades significativas de 

lignina, también es posible utilizar madera o residuos de 

10 planta los cuales contengan hemicelulosa.

En el método de acuerdo con la invención, un tipo 

de microorganismos los cuales presentan una clase específica 

de celulasas en su superficie se puede utilizar, pero también 

es posible utilizar una mezcla de microorganismos la cual 

15 presenta diversas clases de celulasas en su superficie.

Es preferible si se utiliza, en el método, por lo menos una 

mezcla de por lo menos una endo- y por lo menos una 

exocelulasa, de manera especialmente preferible una mezcla de 

por lo menos una endo- y por lo menos una exocelulasa y por 

20 lo menos una beta-glucosidasa. En una modalidad preferida

especialmente, la relación de microorganismos modificados en 

endo- respecto a exocelulasa es 25:75 a 75:25 y de manera más 

especial preferiblemente 25:75 a 40:60, la mezcla está libre 

de microorganismos modificados por beta-glucosidasa. En otra 

25 modalidad preferida, el método utiliza una mezcla de endo- y
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exocelulasa y microorganismos modificados en beta- 

glucosidasa, la cual de manera preferible especialmente está 

presente en una relación de aproximadamente 1:2:1. La

endocelulasa preferiblemente incluye una secuencia peptídica

5 SEC ID NO: 2. La exocelulasa, independientemente de esto,

preferiblemente incluye una secuencia peptidica SEC ID NO: 4. La 

beta-glucosidasa, independientemente de esto, preferiblemente incluye 

una secuencia peptidica de la SEC ID NO: 6.

Un aspecto adicional de la presente invención se relaciona 

10 con el uso de microorganismos, como se describe en lo anterior o

fracciones de membrana, como también se describe en lo anterior,

para elaborar un producto de una 'reacción la cual es

catalizada por una celulasa. En una modalidad preferida 

especialmente, el producto es un producto de degradación de 

15 celulosa, en particular glucosa y/o celobiosa.

En otra modalidad preferida, el problema de la

presente invención se resuelve por un método para producir un

microorganismo el cual presenta una celulasa en su

superficie, y que comprende las etapas de:

20 (a) insertar una molécula de ácido nucleico como

se describe en lo anterior que contiene una secuencia de

control de expresión unida operativamente a la molécula de 

ácido nucleico, en un microorganismo, y opcionalmente

(b) poner en contacto al microorganismo con una

25 sustancia que activa la secuencia de control de expresión.
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Igualmente, el problema de la presente invención se 

resuelve por un método para producir una preparación de 

membrana la cual incluye, además de las etapas (a) y (b) 

descritas en lo anterior, una etapa subsecuente de obtención 

5 de la preparación de membrana partir del microorganismo.

Las medidas necesarias para esta etapa son las mismas que las 

descritas previamente.

En otra modalidad preferida, el problema de la 

presente invención se resuelve por una composición la cual 

10 contiene uno o más de los microorganismos descritos en lo

anterior los cuales presentan celulasas en su superficie y/o 

una preparción de membrana correspondiente.

La presente invención también se ilutra por las 

siguientes figuras, los ejemplos, los cuales no deben 

15 considerarse como limitantes, los rasgos adicionales,-

modalidades y puntos principales y ventajas de los cuales se 

pueden derivar de la invención.

La figura 1 muestra una estructura esquemática de 

un cásete de autopresentación. El péptido señal (SP, por sus 

20 siglas en inglés) sirve como transporte a través de la

membrana interior. El (3-barril se pliega a sí mismo en la 

membrana exterior y se ancla a la construcción en ese lugar. 

El enlazante es necesario para garantizar translocación 

completa del pasajero, en este caso, CipA, sobre la 

25 superficie de la célula.
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La figura 2 muestra una tarjeta de restricción del 

plásmido para expresión de CelSA en el sistema T7 inducidle 

(izquierda) y en el sistema constitutivo (derecha). 

El plásmido a la izquierda es un derivado de pET-lld 

5 (Novagen) y ha sido transformado en E. coli cepa BL21 (DE3), 

el plásmido de la derecha es un derecha de pJM007 (Maurer et 

al., 1997) y ha sido transformado en E. coli BL21.

La figura 3 es una tarjeta de restricción del

plásmido para la expresión de la proteina de fusión CelK en 

10 el sistema de pBAD inducidle (izquierda) y en el sistema

constitutivo (derecha). El plásmido a la izquierda es un

derivado (pBAD/glII A (Invitrogen) y se ha transformado en 

E. coli BL21, mientras el plásmido de la derecha es un

derivado pJM007 (Maurer et al., 1997) y ha sido transformado 

15 en E. coli BL21.

La figura 4 es una tarjeta de restricción del

plásmido para la expresión de la proteína de fusión BglA en 

el sistema T7 inducidle (izquierda) y el sistema constitutivo 

(derecha) . El plásmido a la izquierda es un derivado de

20 pET-lld (Novagen) y ha sido transformado en E. coli cepa

BL21(DE3), mientras que el plásmido de ' la derecha es un

derivado de pJM007 (Maurer et al., 1997) y ha sido 

transformado en E. coli BL21.

La figura 5 es una comparación de la expresión de

25 la proteína de fusión Cel5A y la proteína de fusión de un
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control sin sentido (NC, por sus siglas en inglés) en la 

superficie de E. coli BL21(DE3). Las proteinas de la membrana 

exterior se han aislado por medio de fraccionamiento de 

célula diferencial, se han separado utilizando SDS-PAGE 

5 (acrilamida 10%) y se han teñido con azul brillante de

Coomassie. M: estándar de tramaño de proteína, -/+ IPTG: no

inducida o inducida; WT: cepa hospedadora.

^1^ La figura 6 es una prueba de la presentación de

superficie de la proteína de fusión CelSA en E. coli 

10 BL21(DE3). Las proteínas de la membrana exterior se han

aislado por medio de fraccionamiento de célula diferencial, 

se han separado SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se han teñido 

utilizando azul brillante de Coomassie. M: estándar de tamaño 

de proteina; WT: cepa hospedadora, PK: proteinasa K.

15 La digestión de células completas con PK se llevó a cabo

antes del aislamiento de la proteina de membrana exterior.

1 ^  ■ La figura 7 es un espectro de p-nitrofenolato bajo

condiciones de CelK. Se determina fotométricamente 

p-nitrofenol 5 mM en amortiguador de Na-citrato (pH 6)

: 20 después de 10 minutos de incubación a 60°C y alcalinización

( subsecuente.

La figura 8 es la actividad de CelK inducible 

(pBAD) versus constitutiva (pJM) . Las células se incuban con 

p-nitrofenol-celobiósido durante 3 min a 60°C y pH 6. Después 

; 25 de la incubación se lleva a cabo la alcalinización utilizando
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carbonato de sodio. El p-nitrofenolato resultante se detecta 

a 400 nm. Blanco: amortiguador + sustrato (sin células). W T : 

cepa hospedadora (sin plásmido).

La figura 9 es un control sin sentido (NC) para la 

5 actividad de CelK. Las células se mezclan con p-nitrofenol- 

celobiósido y se incuban a 60°C y pH 6. El p-nitrof enolato 

que se forma se detecta a 400 nm después de 1, 2, 3 y 4 min. La

alcalinización se llevó a cabo de antemano utilizando carbonato de

sodio. WT: cepa hospedadora. La figura muestra ¡MW ± SD; n = 2.

10 La figura 10 es una conparación de la expresión de la

proteína de fusión CelK y de la proteína de fusión de un control sin

sentido (NC) en E. coli BL21. Las proteínas de la membrana exterior se

aíslan utilizando fraccionamiento celular diferencial, se 

separan utilizando SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se tiñen 

15 utilizando azul brillante de Coomassie. M: estándar de tamaño 

de proteína; WT: cepa hospedadora.

La figura 11 muestra la estabilidad al 

almacenamiento de la cepa CelK. Las células se almacenan 

durante 8 días a 4°C y la actividad de CelK se determina a 

20 60°C y pH por medio de un incremento en el p-nitrof enolato

producido a 400 nm. W T : cepa hospedadora; NC: control sin

sentido. La figura muestra MW ± SD; n = 3.

La figura 12 es una prueba de la presentación de

superficie de la proteína de fusión CelK en E. coli BL21. Las

25 proteínas de la membrana exterior se han aislado utilizando
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fraccionamiento de célula diferencial, se han separado 

utilizando SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se han teñido 

utilizando azul brillante de Coomassie. M: Estándar de tamaño 

de proteína; W T : cepa hospedadora; PK: proteinasa K.

5 La digestión de células completas con PK se llevó a cabo

antes del aislamiento de la proteína de membrana exterior.

La figura 13 es la expresión de la proteína de 

fusión BglA en el sistema pET inducidle y el sistema pJM 

constitutivo en la superficie de E. coli BL21(DE3) y E. coli 

10 BL21. Las proteínas de membrana exterior se aislaron

utilizando fraccionamiento de célula diferencial, se 

separaron utilizando SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se tiñen 

utilizando azul brillante de Coomassie. W T : cepa hospedadora; 

n. ind e ind.: -/+ IPTG; M: estándar de tamaño de proteína.

15 La figura 14 muestra la actividad de BglA inducidle

(pET) versus constitutiva (pJM). Las células se incuban 

utilizando p-nitrofenol-glucopiranósido durante 1 h a 60°C y 

pH 6. Después de la incubación la alcalinización se llevó a 

cabo con carbonato de sodio. El p-nitrofenolato resultante se 

20 detectó a 400 nm. Blanco: amortiguador + sustrato

(sin células). W T : cepa hospedadora (sin plásmido).. La figura 

muestra MW ± SD; n = 3.

La figura 15 muestra la actividad de BglA y el 

control sin sentido (CelK). Las células se mezclan con 

25 p-nitrof enol-glucopiranósido y se incuban a 60°C y pH 6.
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El p-nitrofenolato resultante se detecta después de 15, 30,

45 y 60 min a 400 nm. La alcalinización se llevó a cabo de 

antemano con carbonato de sodio. La cepa hospedadora E. coli 

BL21(DE3) se utilizó como control. Blanco: amortiguador +

5 sustrato (sin células). La figura muestra MW + SD; n = 3.

La figura 16 es una prueba de la presentación en 

superficie de la proteina de fusión BglA en E. coli 

BL21(DE3). Las proteínas de membrana exterior se aíslan

utilizando fraccionamiento de célula diferencial, se separan 

10 utilizando SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se tiñen utilizando

azul brillante de Coomassie. M: estándar de tamaño de

proteina; WT: cepa hospedadora; PK: Proteinasa K.

La digestión de células completas con PK se llevó a cabo

antes del aislamiento de proteina de membrana exterior.

15 La figura 17 muestra la actividad de CelK a pH 5 y

pH 6. La actividad de CelK se determinó a 60°C y pH 5 y pH 6 

por medio de incremento de p-nitrof enolato a 400 nm. Se 

utilizó p-nitrofenol-celobiósido como sustrato y se utilizó 

como control la cepa hospedadora E. coli BL21. La figura 17 

20 muestra MW ± SD; n = 3.

La figura 18 muestra la actividad de CMCasa en la 

cepa Cel5A. La cepa Cel5A y la cepa hospedadora E. coli

BL21(DE3) se mezclan con CMC 1% y se incuban a 6Q°C y pH 6. 

Después de periodos de incubación variables los azúcares 

25 reductores formados se detectan por medio de análisis DNS a
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540 nm. Células blanco (BZ): células únicamente (sin CMC);

sustrato en blanco (BS) : CMC + amortiguador únicamente (sin

células). La figura 18 muestra MW ± SD; n = 3.

Las figuras 19A-19B muestran la actividad _ de 

5 avicelasa de la cepa CelK en presencia y ausencia de una

beta-glucosidasa. La cepa CelK se mezcla, en presencia y

ausencia de beta-glucosidasa (t/-) elaborada de almendras con 

Avicel 1% y se incuba a 60°C y pH 6. Después de intervalos 

variables, los azúcares reductores que se forman se detectan 

10 por análisis de DNS a 540 nm. La cepa hospedadora E. coli

BL21 se utiliza como control. Fig. 19A; valores de absorción 

a 540 nm. Células blanco (BZ): células únicamente (sin

A vicel); sustrato en blanco (BS, por sus siglas en inglés): 

Avicel + amortiguador únicamente (sin células). Fig. 

15 19B: azúcares reductores formados por la cepa CelK, en mg

glucosa/ml. Las figuras 19A-19B muestran MW ± SD; n = 3.

Las figuras 20A-20B muestran la actividad en papel 

filtro (FP, por sus siglas en inglés) de las celulasas de

autopresentación a escala de placa de microtitulación. Las 

20 celulasas se incuban en diversas relaciones con una placa FP 

(2.4 mg) a 60°C. Las mezclas sin BglA contienen 0.5 U/ml de 

beta-glucosidasa de almendras. Después de periodo de 

incubación variables los azúcares reductores formados se 

detectan por medio del análisis DNS a 540 nm. Fig. 20A: 

25 Valores de absorción a 540 nm. W T : cepa hospedadora; sustrato
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en blanco (BS) : FP + amortiguador (sin células). Fig. 20B:

Azúcares reductores formados por celulasas, en mg de 

glucosa/ml. Las figuras 20A-20B muestran MW ± SD; n = 2.

Las figuras 21A-21B son la actividad en papel

5 filtro (FP) de las celulasas de autopresentación. Escala de 

microtitulación versus estándar. Las celulasas se mezclan en 

partes iguales y se incuban ya sea a 2.4 mg de placa de papel 

filtro (micro) o con 50 mg de una tira de papel filtro 

(estándar) durante 3 dias a 60°C. Los azúcares reductores

10 formados se detectan por medio de un análisis DNS a^ 540 nm. 

Fig. 21A: valores de absorción a 540 nm. W T : cepa

hospedadora; sustrato en blanco (BS) : FP + amortiguador (sin 

células). Fig. 21B: azúcares reductores formados por las 

celulasas, en mg de glucosa/ml. Las figuras 21A-21B muestra 

15 MW + SD; n = 2.

La figura 22 muestra la degradación de álamo por 

celulasas de autopresentación. Las celulasas se mezclan en

partes iguales y se incuban con álamo 4% durante 88 h a 60°C. 

Los azúcares reductores formados se detectaron por medio del 

20 análisis DMS a 540 nm. La figura 22 muestra MW ± SD; n = 2.

EJEMPLOS 

GENERALIDADES 

Las celulasas se ligan como "pasajeros" en el

casete de autopresentación, de manera que la proteina se

25 expresa como proteina de fusión. La figura 1 muestra la
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estructura esquemática de esta construcción. El casete de 

autopresentación se encuentra en diversos sistemas de 

expresión de manera que para la clonación de los pasajeros de 

celulasa, en primer lugar se utilizan dos sistemas de 

5 autopresentación inducibles - IPTG (derivado de pET) y

arabinosa (derivado de pBAD) - y uno constitutivo (derivado 

de p J M ) .

Las secuencias de genes de las tres celulasas se 

adaptan al "uso de codón" de E. coli y se sintetizan por Life 

10 Technologies (síntesis de genes GeneArt” )̂ . Las secuencias de

gen optimizadas y las secuencias de aminoácidos derivadas de 

los mismos están en el protocolo de secuencia. Los genes se 

insertan en los vectores de autopresentación utilizando las 

interfases unidas Xho I y Kpn I. Para cada celulasa, se 

15 utiliza un sistema de autopresentación tanto inducidle como

constitutivo. En el caso del sistema inducidle, el vector pET 

autopresentación se utiliza para la endocelulasa Cel5A y la 

P-glucosidasa BglA. Puesto que CelK, a 2.4 kb es muy grande, 

el vector de autopresentación pBAD se utiliza para CelK 

20 puesto que es más pequeño en comparación con el vector de 

autopresentación p E T . Los plásmidos de celulasa de 

autopresentación generados son todos por lo tanto < 10 kb y 

se resumen en la Tabla 1. Las tarjetas .de plásmido 

respectivas se muestran en la figura 2 a la figura 4.

25
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TABLA 1

Celulasa Gen (pb) Plásmido Fp (kDa) Cepa de £  coli
Cel5A 1422 pET-AT-Cel5A

pJM -AT-Cel5A

102 £  co//B L21(D E3)pE T-A T-C el5A  
£ c o /;B L 2 1 p J M -A T -C e l5 A

Cel5K 2382 pBAD-AT-CelK
pJM -AT-CelK

139 £  co //8L21pB A D -A T-C elK  
£  co //BL21pJM -AT-CelK

BglA 1353 pET-AT-BglA

pJM-AT-BglA

101 £  co//BL21(DE3)pET-AT-B lgA  
£  co//BL21pJM -AT-BglA

Los plásmidos inducibles por IPTG (derivados de

pET) se transforman en E. coli BL21(DE3)(B, F-, dcm, ompT,

Ion, hsdS (rB- mB-) gal, A (DE3)). Para los plásmidos

10 inducibles por arabinosa (derivados de pBAD) y constitutivos 

(derivados de pJM) se utiliza E. coli BL21 (B, F-, dcm, ompT, 

Ion, hsdS (rB- mB-) gal) . Las cepas de E. coli generadas

también se enumeran en la Tabla 1.

CONDICIONES DE EXPRESION PARA CELULASAS 
15 La expresión de las proteínas de fusión de celulasas

inducen ya sea al agregar IPTG o con L-arabinosa. En el caso de 

expresión constitutiva, no necesita agregarse inductor. Las condiciones 

de expresión de las cepas de celulasa generadas (véase Tabla 1) se 

enumeran en la Tabla 2. Se agrega IPTG o L-arabinosa tan pronto como el 

2 O cultivo principal alcanza una 1X 1578 de 0.5 - 0.6.

TABLA 2
Cepa Expresión de la proteina de fusión de celulasa
Derivados de £  ca lí BL21(DE3)pET-AT Inducción con IPG T 1 mM durante 1 ti a 30°C
Derivados de £  coli BL21pBAD-AT Inducción con L-arabInosa 0,2%  durante 4 ti a 37°C
Derivados de £  coli BL21pJM-AT Cultivo durante 24 ti a 37°C  (expresión constitutiva)

25 Con el fin de excluir cualquier influencia de
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puente disulfuro periplásmicos en el transporte de celulasa, 

las células se cultivan con p-mercaptoetanol (ME) 10 mM. 

Las células se cultivan si ME son las que se utilizan como 

comparación.

5 EJEMPLO 1: ENDOCELULASA Cel5A
Las cepas CelSA {E. coli BL21(DE3)pET-AT-Cel5A y E. 

coli (BL21pJM-AT-Cel5A) se hacen crecer de acuerdo con la 

Tabla 2 sin y con ME y se preparan para ya sea prueba de 

actividad o para aislamiento de las proteínas de membrana 

10 exterior.

Actividad de CelSA: inducible versus constitutiva

La actividad de la endocelulasa se detecta 

utilizando el análisis de placa CMC. Esto involucra producir 

placas de agar que consisten de amortiguador de análisis y 

15 sustrato (carboximetilcelulosa). Se gotean 10 pl de células

(DOs7 8 2 0 ) sobre cada una de las placas y después se incuban a 

50°C. Las placas CMC se tiñen utilizando rojo Congo, el cual 

tiñe las cadenas de polisacárido con n > 6 monómeros. Para 

finalizar las placas se decoloran utilizando NaCl. Si se 

20 descompone CMC, se forma un halo ligero alrededor de las 

células mientras que las moléculas de CMC no hidrolizadas 

continúan proporcionando una tinción rojo oscuro.

Con el fin de determinar el periodo de incubación 

óptimo a 50°C, se selecciona una serie de 0.5 - 2 h. Además 

25 de las cepas de celulasa, el hospedador también se prueba
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para degradación de CMC. Los resultados muestran que la cepa 

CelSA inducible provoca degradación de CMC dependiente del 

tiempo (los halos se vuelven más grandes conforme se 

incrementa el periodo de incubación). Contrario a esto, no se 

5 detecta degradación de CMC con la cepa CelSA constitutiva.

Como se anticipaba, el hospedador no muestra degradación de 

CMC. La adición de ME durante el crecimiento no tiene efecto.

El experimento muestra que la degradación de CMC es

posible con la cepa CelSA inducible. El crecimiento de las células

10 puede producirse sin agregar mercaptoetanol. Es suficiente un período

de incubación de 30 min para las placas de CMC.

Actividad de CelSA: Control sin sentido

Con el fin de excluir cualquier influencia del p-

barril en la actividad de CelSA, el análisis de placa de CMC

15 también se lleva a cabo con células las cuales presentan un

pasajero diferente en la superficie el cual no es capaz de 

degradar CMC. Esta cepa en lo siguiente se denominará como

control sin sentido. También se realiza una prueba de manera 

que el promotor sea "holgado". Esto significa que la proteina 

20 de fusión CelSA se debe expresar incluso sin la adición del

inductor. Para hacerlo así, la cepa CelSA no se induce y la

actividad se compara con células inducidas. La prueba

demuestra que la cepa CelSA no inducida presenta ligera

degradación de CMC. Esto muestra que, sin el inductor, se 

25 produce cierta cantidad de expresión de la proteína de fusión



-  41 -

CelSA. La degradación de CMC de la cepa CelSA inducida, no 

obstante, es marcada de manera más fuerte. El control sin

sentido no muestra degradación de CMC, exactamente como lo 

realiza la cepa hospedadora sin el plásmido. Este halo 

5 marcado muy ligeramente en el control sin sentido y el hospedador

es comparable con la muestra de amortiguador. Así, esta es una reacción 

no especifica del amortiguador a la placa de agar.

Con el fin de garantizar el número de moléculas de

P-barril de la cepa CelSA y el control sin sentido son

10 comparables, las proteínas de membrana exterior se aislaron

de las células probadas y se separaron utilizando SDS-PAGE. 

Las proteínas de membrana exterior de E. coli Ompf (37 kDa) y 

OmpA (35 kDa) se utilizan como proteínas marcadores para la 

fracción de membrana exterior. El resultado se muestra en la 

15 figura 5. Después de inducción con IPTG, se detectaron bandas

comparablemente fuertes para la proteina de fusión Cel5A y la 

proteína de fusión del control sin sentido, las cuales

corresponden bien con el MW calculado de aproximadamente 

102 kDa y 96 kDa. Con la cepa Cel5A no inducida, no se 

20 detectaron bandas para la proteina de fusión CelSA. De igual

manera, como se anticipaba, el hospedador no mostró bandas 

para la proteína de fusión CelSA y el control sin sentido.

Por lo tanto se demostró que la degradación de CMC 

causada por la cepa CelSA involucra una reacción de celulasa 

25 especifica.



42 -

I Estabilidad de almacenamiento de la cepa CelSAI ---------------------------------------------------------------------------------------------------

I Con el fin de probar si la cepa CelSA puede ser

almacenada a 4°C, se determinó la actividad de las células a

I partir de la prueba 3.2 después de 10 dias de almacenamiento.

5 Fue evidente de la prueba que la cepa CelSA almacenada no

muestra pérdida de actividad en este período. La degradación 

I de CMC es comparable con células frescas. El hospedador y el

control sin sentido no mostraron degradación de CMC.

La prueba muestra que es posible almacenar la cepa CelSA 

 ̂ 10 durante por lo menos 10 días a 4°C sin pérdida de actividad.

Presentación en superficie de la cepa CelSA 

! La expresión exitosa de la proteina de fusión CelSA

se ha demostrado en lo anterior. La detección de la proteína 

de fusión en la membrana exterior, no obstante, aún no
I  '

15 proporciona conclusión alguna respecto a su orientación. Como

se desea las enzimas pueden estar orientadas hacia el espacio 

lip extracelular o hacia el periplasma. Al incubar células de

bacteria intactas con proteinasa K seguido por preparación de 

las proteínas de membrana exterior bacteriana, es posible

20 detectar la presentación en superficie de un pasajero de
I

autopresentación. Puesto que las moléculas de proteinasa K 

son incapaces, debido a su tamaño, de pasar a través de la 

membrana exterior de E. coli, la incubación de células

completas con estas proteasas simplemente resulta en la 

25 digestión de proteínas localizadas sobre la superficie de la
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membrana exterior. Las proteínas de membrana exterior OmpF y 

OmpA están protegidas de la digestión por proteasas dado que

son proteínas de membrana integral. Por lo tanto, su

detección después de tratamiento con proteasa se puede

5 considerar como un índice de la integridad de las células.

Con el fin de detectar la presentación en

superficie, la cepa CelSA se incuba con proteinasa K,

posterior a inducción de la expresión CelSA. Las células

inducidas se utilizan como comparación la cual no ha sido

10 tratada con la proteasa. La cepa hospedadora E. coli y la

cepa CelSA no inducida se utilizan como controles. En la

figura 6 se puede observar la fuerte expresión, ya

demostrada, de la proteína de fusión CelSA después de

inducción de IPTG a aproximadamente 102 kDa (véase la figura 

15 4) . Como se anticipaba, ni la cepa hospedadora E. coli ni la

cepa CelSA no inducida se detectó la expresión en

aproximadamente 102 kDa. Debido a la fuerte expresión de

CelSA, es difícil una degradación proteolitica completa de la 

proteina de fusión CelSA. La reducción en las bandas CelSA 

20 con el mantenimiento simultáneo de las bandas OmpF y OmpA

posterior al tratamiento con proteasa indica con claridad a 

favor de una orientación hacia fuera de CelSA.

EJEMPLO 2: EXOCELUIASA CelK 
( Las cepas CelK {E. coli BL21pBAD-AT-CelK y E. coli

;25 BL21pJM-AT- CelSK) se cultivan de acuerdo con la Tabla 2 sin



44

y con mercaptoetanol y se preparan para ya sea una prueba de 

actividad o para aislamiento de las proteínas de membrana 

exterior.

Actividad de CelSA: Análisis de p-nitrofenolato 

5 La actividad de la exocelulasa se determina

fotométricamente por medio de un incremento en 

p-nitrofenolato. Se utiliza como sustrato el celobiósido 

p-nitrofenol. En la literatura se ha descrito para el 

p-nitrofenolato un máximo de absorción de 380-420 nm. Con el 

10 fin de determinar la longitud de onda óptima para la medición 

de p-nitrofenolato, en primer lugar se registra un espectro 

bajo condiciones de análisis de CelK. Para hacer esto, se 

agrega p-nitrofenol a amortiguador de citrato de sodio a pH 6 

y se incuba a 60°C. Puesto que la coloración amarillo del 

15 p-nitrofenolato es notoria de manera más fuerte cuando es

alcalina, la muestra se alcaliniza adicionalmente con 

carbonato de sodio y después se mide fotométricamente en la 

placa de microtitulación. La figura 7 muestra que bajo 

condiciones de CelK, es posible una medición de 

20 p-nitrofenolato en aproximadamente 360 a 450 nm. En base en

la literatura se define una medición de absorción a 400 nm

para el siguiente análisis de CelK.

Con el fin de determinar la actividad de la cepa 

CelK, se realiza una curva estándar con p-nitrofenolato (O mM

25 a l  mM) . Las muestras de p-nitrofenolato se tratan de la
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misma manera que las muestras de CelK y se miden no diluidas 

y diluidas 1:2, respectivamente.

Actividad de CelK: Constitutiva versus inducible

Las pruebas preliminares de CelK han demostrado que 

5 la cepa CelK inducible presenta mayor actividad en

comparación con la cepa CelK constitutiva. Con el fin de 

determinar una relación precisa, las actividades se 

determinan en una comparación directa. Los resultados se 

muestran en la figura 8. Para la cepa CelK inducible, 

10 utilizando una curva estándar, se determina la actividad de

210 mU/DOsvsl/ml. Para la cepa CelK constitutiva, después de 

3 min a 60°C, no se observa conversión en la DOsvbI utilizada. 

Por lo tanto, la cepa CelK constitutiva (DOsvsl) se incuba 

durante 30 min a 60°C. Ahora se determina la absorción a 

15 400 nm de 0.25, la cual corresponde a una actividad de

2.2 mU/D 0 5 7 8l/iFil. La cepa CelK inducible por lo tanto es 

aproximadamente 100 veces más activa por comparación con la 

cepa CelK constitutiva. Las otras pruebas por lo tanto 

continúan con la cepa CelK inducible (cultivo sin 

20 mercaptoetanol) .

Actividad de CelK: Control sin sentido

De la misma manera que la endocelulasa, un control 

sin sentido para actividad también se prueba para la 

exocelulasa. La figura 12 muestra que la D0s7g de la cepa CelK 

25 en la mezcla debe ser < 1. En la siguiente prueba, se
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determina DOsvgO.S. Puesto que la formación de p-nitrofenolato 

es de antemano muy marcada después de aproximadamente 3 min 

(véase la figura 8), se selecciona para esta prueba una serie

en tiempo de O a 4 min. Para realizar esto, la cepa CelK, el

5 control sin sentido y la cepa hospedadora se mezclan con

celobiósido p-nitrofenol y después de cada minuto, el

p-nitrofenolato formado se mide a 400 nm. Las muestras se

diluyen 1:2 antes de alcalinización. El resultado se muestra 

en la figura 9. Surge que la DOsvgO.S es suficiente para la

10 medición de actividad. Para la cepa CelK, utilizando la curva

estándar (diluida 1:2), se calcula una actividad de

aproximadamente 300 mU/DOsvsl/ml. Se observan los primeros 

3 min. Después de esto, la reacción ya no es lineal. El

control sin sentido mostró, como lo hizo la cepa hospedadora, 

15 que no hay conversión del sustrato.

Con el fin de verificar si la expresión . de la

proteina de fusión CelK y de la proteina de fusión del

control sin sentido son las mismas, además de la prueba de 

actividad, las proteínas de la membrana exterior se aislaron 

20 y se separaron utilizando SDS-PAGE. Las proteínas de membrana

exterior de E. coli OmpF (37 kDa) y OmpA (35 kDa) se

utilizaron como proteínas marcadoras para la fracción de

membrana exterior. Los resultados se muestran en la

figura 10. Después de inducción con arabinosa, se detectaron 

25 bandas comparablemente fuertes para la proteína de fusión
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CelK y la proteina de fusión del control sin sentido, lo cual 

corresponde bien al MW calculado de aproximadamente 139 kDa y 

103 kDa. No se observaron en la cepa hospedadora bandas de 

las dos proteínas de fusión.

5 Esta prueba demostró que la conversión de

p-nitrofenolato es una reacción especifica de CelK.

Estabilidad al almacenamiento de la cepa CelK

Con el fin de probar si la cepa CelK puede ser 

almacenada a 4°C, la actividad de las células de la prueba 

1 0  anterior se determinó después de 8 dias de almacenamiento.

La figura 11 muestra que la cepa CelK almacenada no muestra 

pérdida de actividad en este periodo. La formación de 

p-nitrofenolato es comparable con células frescas (figura 9). 

Aqui, también, se obtiene una actividad de aproximadamente 

15 300 mU/DOsTsl/ml. El hospedador y el control sin sentido no

mostraron conversión del sustrato.

La prueba demostró que es posible almacenar la cepa 

CelK por al menos 8 dias a 4°C sin pérdida de actividad. 

Presentación en superficie de la cepa CelK 

20 La expresión exitosa de la proteina de fusión CelK

ya se ha demostrado en la figura 10. Con el fin de confirmar 

las orientaciones afuera de la enzima, la cepa CelK se trata 

con proteinasa K y después se aíslan las proteínas de membrana 

exterior. QmpF y QrrpA se consideran como prueba de la integridad de las 

25 células después del tratamiento de proteasa.
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La cepa CelK se incuba con proteinasa K después de 

inducción de la expresión de CelK.

Las células inducidas las cuales no han sido 

tratadas con proteasa se utilizan como comparación. La cepa

5 hospedadora E. coli y la cepa CelK no inducida se utilizan

como controles. En la figura 12, la fuerte expresión de la 

proteina de fusión CelK se muestra de antemano, posterior a 

inducción con arabinosa en aproximadamente 139 kDa, como se 

puede observar. Como se anticipó, ni la cepa hospedadora

10 E. coli ni la cepa CelK no inducida detectaron expresión en 

aproximadamente 130 kDa. Debido a la fuerte expresión de CelK 

es difícil una degradación proteolitica completa de la 

proteína de fusión CelK. La banda CelK pudo haber 

desaparecido completamente, pero la banda OmpA es en cierta 

15 medida más débil en comparación con la cepa hospedadora. No

obstante, esto indica claramente a favor de una orientación 

hacia fuera de la enzima.

EJEMPLO 3: BETA-GLUCOSIDASA BglA 
Expresión y actividad de BglA: Inducible versus constitutiva 

20 La expresión de la proteina de fusión, en el caso

del sistema constitutivo, se llevó a cabo durante 24 h a 

37°C. La inducción de la expresión en el sistema pET se 

obtiene por medio de incubación durante 1 hora de las células 

con IPTG 1 mM a 3 0 °C, una vez que se ha obtenido una DO 578 de 

25 0.6. No hay necesidad de agregar p-mercaptoetanol 10 mM
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durante el cultivo, dado que la secuencia de aminoácidos de 

BglA contiene únicamente una cisteina y de esta manera no se 

pueden formar puentes disulfuro en el periplasma lo cual 

puede afectar el transporte.

5 Una vez que se han generado dos cepas BglA

(inducida y constitutiva) la expresión de la proteína de

fusión BglA en la membrana exterior de E. coli debe

verificarse. Para hacer esto, las proteínas de membrana 

exterior de ambas cepas se aíslan y separan utilizando

10 SDS-PAGE. Las proteínas de membrana exterior de E. coli, OmpF

(37 kDa) y OmpA (35 kDa) se utilizan como proteínas

marcadores para la fracción de membrana exterior. Los

resultados se muestran en la figura 13. En el caso del

sistema de expresión inducible, posterior a inducción con

15 IPTG se detecta una banda fuerte de la proteina de fusión

BglA, lo cual corresponde bien al MW calculado de

aproximadamente 101 kDa. Para la cepa BglA no inducida y para 

la cepa hospedadora, como se anticipó no se pudo detectar una 

banda para la proteina de fusión BglA. En el sistema

20 constitutivo, no se detectó expresión de la proteina de

fusión BglA. La experiencia ha demostrado que la detección de 

un pasajero expresado constitutivamente por medio de tinción 

de Coomassie no es suficientemente sensible.

Una vez que la expresión de la proteina de fusión 

25 BglA se ha verificado, la actividad de BglA de la cepa
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constitutiva e inducible se determinó por medio de

p-nitrofenol-glucopiranósido como sustrato. La actividad de 

la cepa BglA se determina fotométricamente por medio de la 

formación de p-nitrofenolato a 400 nm. Contrario a la 

5 exocelulasa CelK, se utiliza como sustrato p-nitrofenol-

glucopiranósido . Con el fin de establecer el análisis, la 

prueba se lleva a cabo en primer lugar utilizando una 

P-glucosidasa adquirida (de almendra). Para hacerlo de esta 

manera, se selecciona las condiciones óptimas para esta 

10 enzima (pH 5 y 35 ° C ) . Se utilizan dos concentraciones

diferentes. Se detecta una actividad dependiente de

concentración de la p-glucosidasa. Como se anticipó, el 

blanco no muestra incremento en p-nitrofenolato.

La actividad de BglA se determinó por medio de 

15 medición de absorción del p-nitrofenolato producido a 400 nm

(cambio de color a amarillo). La reacción se lleva a cabo, en 

base en lo publicado,' en condiciones óptimas para BglA a un 

valor de pH de 6.0 y una temperatura de incubación de 60°C. 

Puesto que el periodo de incubación de la cepa BglA con el 

20 sustrato no se conoce, las mezclas de reacción se incuban

hasta que se puede observar una coloración amarillo claro 

(p-nitrofenolato). En el caso de la cepa BglA inducible, esto 

se registra después de 1 h a 50°C. Antes de la medición 

fotométrica, las células se separan y el sobrenadante se

25 transfiere a una placa de microtitulación de 96 pozos.
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Después de alcalinización al agregar carbonato de sodio, la 

medición de absorción se llevó a cabo a 400 nm. En la figura 

14, se puede ver que la cepa BglA inducible es capaz de 

convertir p-nitrofenol-glucopiranósido (incremento de 

5 p-nitrofenolato a 400 nm) . Contrario a esto, la cepa BglA

constitutiva no muestra formación de p-nitrofenolato dentro 

de 1 h a 60°C. No se ha intentado un periodo de incubación 

más prolongado. Tanto el blanco como la cepa hospedadora no 

mostraron conversión del sustrato. Al igual que con otras dos 

10 celulasas, se obtiene mejor actividad con el sistema de

expresión inducible.

Actividad de BglA: control sin sentido

Una vez que se ha demostrado que la cepa BglA 

inducible es activa, se registra una serie en tiempo con el

15 fin de poder determinar mejor la actividad. Al mismo tiempo,

correspondiente a otras dos celulasas, también se prueba un 

"control sin sentido". Esta es una cepa E. coli, la cual

presenta un pasajero diferente en la superficie el cual no 

puede convertir el sustrato. Se selecciona la cepa CelK. 

20 Aunque esta es una celulasa, CelK no puede convertir

p nitrofenol glucopiranósido. Con el fin de determinar la 

actividad de BglA, en primer lugar, se registra una curva

estándar para p-nitrofenol. Después, la cepa BglA, el control 

sin sentido (cepa CelK) y la cepa hospedadora se rnezcla con 

25 p-nitrofenol glucopiranósido y después de hacer variar los
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períodos de incubación a 60°C, el p-nitrofenolato formado se 

mide a 400 nm. En la figura 15, se puede observar que la cepa 

BglA muestra un incremento continuo en p-nitrofenolato con 

respecto al tiempo. Utilizando la curva estándar, se calcula 

5 la actividad de BglA de aproximadamente 1 mU/ml/DOl.

El control sin sentido, al igual que la cepa hospedadora E. 

coli BL21(DE3) no muestra conversión del sustrato.

Presentación de superficie de BglA en E. coli (BL21(DE3)

La actividad exitosa BglA de la cepa inducible se 

10 muestra en la figura 14, mientras que la expresión de las

proteínas de fusión BglA se ilustra en la figura 13. Con el 

fin de detectar la presentación de superficie, la cepa BglA 

se incuba con proteinasa K después de inducción de expresión 

de BglA. La proteasa, debido a su tamaño, es incapaz de 

15 obtenerse en la célula de E. coli y por lo tanto únicamente

degrada proteínas las cuales están en la superficie de la 

célula. Como comparación, se utilizaron células inducidas las 

cuales no han sido tratadas con proteasa. La cepa hospedadora 

de E. coli y la cepa BglA no inducida se utilizan como 

20 controles. OmpA y OmpF son proteínas de membrana integrales

las cuales están protegidas contra digestión por proteasas. 

Por lo tanto, estas sirven como un índice para la integridad 

de las células. En la figura 13, la expresión fuerte mostrada 

de antemano de la proteina de fusión BglA posterior a la 

'25 inducción por IPTG en aproximadamente 101 kDa se puede
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; observar. Como se anticipó, la expresión de aproximadamente

101 kDa no se detectó ni en la cepa hospedadora de E. coli ni 

I en la cepa de BglA no inducida (figura 16) . Debido a la

fuerte expresión de BglA, es difícil la degradación 

: 5 proteolitica completa de la proteína de fusión BglA.

La reducción de bandas BglA mientras las bandas OmpF y OmpA

se mantienen después del tratamiento de proteasa, de acuerdo 

con nuestra experiencia, indica claramente a favor de una 

orientación hacia fuera de BglA.

10 EJEMPLO 4
Con la ayuda de la tecnología de autopresentación,

; es posible presentar tres celulasas activas en la superficie

■ de E. coli. En todos los casos, un sistema de expresión

inducible es lo mejor. Las cepas de celulasa y su cultivo se 

15 resumen en la Tabla 2.

Con el fin de utilizar las celulasas de

0  autopresentación juntas para una degradación sinergística de

 ̂ celulosa, se deben definir parámetros comunes tales como

valor de pH y temperatura. La exocelulasa y p-glucosidasa

' 20 tienen un pH óptimo de 6.0. La temperatura óptima es 60°C.

No obstante, la endocelulasa tiene un pH óptimo de 5.0 y una 

temperatura óptima de 50°C.

Determinación de la temperatura común 

; Puesto que dos de las tres celulasas (CelK y BglA)

1 25 tienen una temperatura óptima de 60°C, es necesario probar si



-  5 4  -

la endocelulasa Cel5A también es activa a 60°C. En la 

literatura, se describe una ligera reducción en la actividad 

de Cel5A (aproximadamente 5 a 10%) a 60°C, en comparación con 

la actividad a 50°C (Lin L et ai., 2009) . La actividad de 

5 CelSA se determina utilizando las pruebas en placa de CMC a 

pH 5. Esto se realiza al gotear células CelSA sobre la placa 

de CMC y después incubar durante 30 min a 50°C, 55°C y 60°C. 

La cepa hospedadora E. coli BL21(DE3) y el amortiguador se 

utilizaron como control. Las placas de CMC se tiñieron 

10 utilizando rojo Congo. Finalmente, las placas se decoloraron 

con NaCl. Se encontró que la célula CelSA se degradan 

igualmente bien a cada temperatura de CMC utilizada (halo 

ligero) mientras que la cepa hospedadora y el amortiguador

fueron negativos. Las células CelSA por lo tanto también se 

15 pueden utilizar a 60°C. En el pasaje siguiente por lo tanto, 

la investigación con la totalidad de las tres celulasas se 

llevó a cabo a 60°C.

Determinación del valor de pH común

La exocelulasa (CelK) y p-glucosidasa (BglA) tienen 

20 un pH óptimo de 6. No obstante, la endocelulasa (CelSA) tiene

un pH óptimo de 5. La literatura describe una reducción en la

actividad de CelSA a pH 6 en comparación con pH 5 (Lin L et 

al, 2009) . Por lo tanto, fue necesario probar si es posible 

utilizar CelK a pH 5. Para hacer esto, la cepa CelK, después

25 de inducción de la expresión de proteína, se recolectó
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primero en amortiguador de citrato de sodio pH 6 y en segundo 

lugar el amortiguador de acetato de sodio pH 5. La actividad 

de CelK se ' determinó a partir del incremento en 

p-nitrofenolato 400 nm por degradación de p-nitrofenol 

5 celobiósido (pNPC) a 60°C. La cepa hospedadora E. coli BL21

se utilizó como control. La figura 17 muestra que bajo ambas 

condiciones de pH se puede observar un incremento en 

p-nitrofenolato mientras que la cepa hospedadora permanece 

sin alteración. También se puede observar que a pH 6, en comparación 

10 con pH 5, se produce más p-nitrofenolato. A pH 6, la actividad de CelK

en promedio de 270 mU/ml/EXOl se obtiene. No obstante, a pH 5, es 

únicamente aproximadamente 110 mü/ml/DOl. De manera que una disminución 

en el pH en el análisis, de pH 6 a pH 5, genera una disminución de 

60% en la actividad de CelK.

15 Una pérdida de actividad también se describe para

la endocelulasa Cel5A, cuando el pH se incrementa de 5 a 6. 

Pero puesto que la p-glucosidasa BglA también tiene un óptimo 

a pH de 6, los análisis subsecuentes se llevaron a cabo a pH 

6 de manera que únicamente una enzima debe ser utilizada bajo 

20 condiciones de pH no óptimas.

Detección de los azúcares reductores: Establecimiento del

análisis DNS 
\

La actividad de celulasa común de las celulasas de 

autopresentación se prueba después en sustratos de celulosa. 

25 Esto se realiza, por ejemplo, utilizando colorimetría al
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medir los azúcares reductores liberados de acuerdo con el 

método de ácido dinitrosalicílico (Miller GL 1959) . El método 

relaciona la oxidación de un compuesto carbonilo con la 

reducción de un grupo nitro en ácido 3,5-dinitrosalicilico bajo 

5 condiciones alcalinas. Esto involucra reducir ácido 

3,5-dinitrosalicilico a ácido 3-amino-5-nitrosalicilico, el cual tiene 

un máximo de absorción a 540 nm. En esta reacción, el color de la

solución de DNS cambia de naranja-amarillo a rojo.

Actividad de CMCasa de la endocelulasa Cel5A 

10 Hasta ahora, la actividad de Cel5A se ha medido

indirectamente utilizando la prueba de placa CMC. Al utilizar el método 

de DNS, los extremos reductores de la carboximetilcelulosa formados se 

pueden determinar cuantitativamente por la reacción de Cel5A. Para 

hacer esto, la cepa Cel5A se mezcla con CMC 1% y se incuba a 60°C.

15 Después de periodos de incubación variables las células se

separan y el sobrenadante se mezcla con reactivo DNS. Después 

de la incubación a 95°C y 4°C, se determina la absorción a 

540 nm utilizando fotometría. La cepa hospedadora E. coli 

BL21 (DE3) se utiliza como control. Como controles, se 

20 utilizan únicamente células (BZ) o únicamente CMC (BS). En la 

figura 18 se puede observar que la cepa Cel5A forma extremos 

reductores los cuales se pueden detectar utilizando reactivo 

DNS. Debido a las sustituciones carboximetilo, la degradación 

CMC no es una reacción lineal, dado' que la endocelulasa es 

25 afectada por el grado de sustitución. Por lo tanto, no debe
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excederse una tasa de conversión de aproximadamente 5%. 

Después de 30 min a 60°C, la cepa CelSA convierte aproximadamente 8% 

de la CMC. Con el fin de obtener una mejor estimación de la actividad 

de CelSA, la incubación a 60°C debe ser < 30 min. La cepa hospedadora y 

5 los otros dos controles utilizados, como se anticipaba, no muestran

actividad de endocelulasa.

EJEMPLO 5: ACTIVIDAD DE AVICELASA DE LA EXOCELULASA CelK
La actividad de exocelulasa hasta ahora ha sido 

determinada con p-nitrofenol-celobiósido. Este es un sustrato 

10 soluble y por lo tanto fácilmente convertible. Con el fin de

probar la actividad de CelK sobre regiones de celulosa

cristalinas, se utilizó como sustrato Avicel (celulosa 

microcristalina). Esto se realizó al incubar la cepa CelK con 

Avicel 1% a 60°C después de periodos de incubación variables, 

15 los azúcares reductores liberados se determinaron por medio

del análisis DNS a 540 nm. La concentración de los azúcares 

reductores se determinó utilizando una curva estándar para 

glucosa en mg de glucosa/ml. Dado que la exocelulasa libera 

celobiosa, una p-glucosidasa se agregó durante la conversión 

20 de Avicel, la cual degrada la celulosa en dos unidades de

azúcares reductores en forma de glucosa. Esto habilita una 

determinación más precisa de la cantidad de azúcares

reductores formados, puesto que esto se calcula en base en la 

curva estándar en glucosa. Al mismo tiempo, la celobiosa

25 actúa como un inhibidor de la exopelulasa, la cual es
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removida utilizando la p-glucosidasa. La conversión de Avicel 

se analiza en presencia y ausencia de p-glucosidasa de 

almendras, disponible comercialmente, purificada. La cepa 

hospedadora E. coli BL21 se utiliza como comparación. Como controles 

5 únicamente se utilizan células (BZ) o únicamente sustrato (BS). Se 

puede observar de la figura 19A que la cepa CelK es capaz de degradar 

celulosa microcristalina. La cepa hospedadora, asi como los controles 

utilizados no mostraron incremento en los azúcares reductores. La 

concentración de azúcares reductores liberados se muestra en la figura 

10 19B. Como se esperaba, existe una mayor concentración en presencia

de p-glucosidasa a partir de almendras, por comparación con 

la conversión sin p-glucosidasa. 

p-glucosidasa BglA: Actividad de pNPGasa

La mezcla de celulasa disponible comercialmente 

15 Celluclast^^ (Novozymes) contiene celulasas de los hongos

Trichoderma reseei ATCC 26921. Esta mezcla cataliza la 

degradación de celulosa en glucosa, celobiosa y polimeros de 

glucosa superiores. Para la mejor conversión de celulosa 

posible, se recomienda el uso adicional de una p-glucosidasa 

20 de Aspergillus niger (Novozym^*^ 188) . La dosis escrita es

Novozyme Celluclast 1% y Novozym 188 0.2%. Las condiciones

óptimas para Cellulcast son una temperatura de 50 a 60°C y un

valor de pH de 4.5 a 6.0. Por lo tanto, para comparación, las 

condiciones de reacción de las celulasas de autopresentación 

25 de 60°C y pH 6 son las que se adoptan.
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La actividad de p-glucosidasa se determinó 

fotométricamente (actividad de pNPGasa) con p-nitrofenol- 

glucopiranósido (pNPG) por medio de un incremento en 

p-nitrofenol-glucopiranósido a 400 nm. Esto se realiza al 

5 incubar la cepa BglA (DO5 7 8 2O) con pNPG durante 15 min a 60°C. 

La cepa hospedadora E. coli BL21 (DE3) y el amortiguador 

(blanco) se utilizan como control. Para comparación, se 

incuban Celluclast 1% y Novozyml88 0.2% con pNPG a 60°C. 

Puesto que después de solo 3 minutos se observa un cambio de 

10 coloración amarillo fuerte, el contenido de p-nitrofenolato se 

mide después de 3 min, en vez de después de 15 min, lo que corresponde 

a BglA. Celluclast 1% y N0V0I88 0.2%, en comparación con la cepa BglA, 

la cual se utiliza en una concentración de DO5782O, muestra un 

incremento más fuerte en p-nitrofenolato. Los controles, como 

15 se esperaba, no muestran actividad de pNPGasa.

Con la ayuda del estándar de p-nitrofenolato, 

se calculó’ la actividad de p-glucosidasa en U/I (véase la 

Tabla 3). Novozym 188 mostró una actividad 14 veces mejor en 

comparación con la cepa BglA. Celluclast mostró una actividad 

20 12 veces más fuerte.

TABLA 3

Celulasa U/I
BglA 22

Novozym 188 312
Celluclast 264

25
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IV?

10

15

Exocelulasa CelK: Actividad de pNPCasa

La actividad de la exocelulasa se determinó 

fotométricamente, por razones prácticas, con p-nitrofenol- 

celobiósido (pNPC) por medio de un incremento en 

p-nitrofenolato a 400 nm (actividad de pNPCasa) . Esto se 

realizó al incubar la cepa CelK (DOsvaO.ó) y Celluclast (1%) 

con pNPC durante 4 minutos a 60°C. La cepa hospedadora 

E. coli BL21 y el amortiguador (blanco) se utilizaron como 

controles. La cepa CelK con una DOsvsO.ó mostró un incremento 

más fuerte en p-nitrofenolato en comparación con Celluclast 

1%. Ambos controles utilizados mostraron, como se esperaba, 

nula actividad de pNPCasa. Con la ayuda del estándar de 

p-nitrofenolato, se calculó la actividad de CelK en U/I 

(véase Tabla 4). La cepa CelK muestra el doble de la 

actividad de pNPCasa en comparación con Celluclast.

TABLA 4

Celulasa U/I
CelK 108

Celluclast 52

20 Endocelulasa Cel5A: Actividad de CMCasa

La actividad de endocelulasa se calcula con CMC al 

determinar los azúcares reductores por medio del análisis DNS

(actividad de CMCasa). Esto se realiza al incubar la cepa

Cel5A (DOsvsCO) y Celluclast 1% con CMC durante 15 min a 60°C. 

25 La cepa hospedadora E. coli BL21(DE3) y el amortiguador
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(blanco) se utilizan como controles.' Con Celluclast se 

observa una liberación más fuerte de azúcares reductores en 

comparación con la cepa CelSA. Con la ayuda de la curva 

estándar de glucosa, la actividad de CMCasa se calculó en U/I 

5 (véase Tabla 5) . Celluclast muestra una actividad de CMCasa 

2.4 veces mejor en comparación con la cepa CelSA. 

No obstante, CMC no es especifico para endocelulasas. 

Las exocelulasas y p-glucosidasas también liberan cantidades pequeñas 

de azúcares reductores a partir de CMC. Puesto que Celluclast es una 

10 mezcla de celulasas de Trichoderma, CMC, por si mismo, se convierte 

mejor por comparación con la cepa CelSA, la cual presenta únicamente, 

una endocelulasa en la superficie. La actividad de CMCasa 2.4 veces 

mejor de Celluclast por lo tanto no iguala a 2.4 veces mejor en la 

actividad de endocelulasa.

15 TABLA 5
■ Celulasa U/I

Cel5A 227
Celluclast 535

EJEMPLO 6: RECICLADO DE CELULASAS DE AUTOPRESENTACION
20 Una ventaja de las celulasas de autopresentación en

comparación con las enzimas solubles es que es simple 

recuperar el catalizador de célula completa de la mezcla de 

reacción. Las células se sedimentan, resuspenden en un 

sistema amortiguador apropiado y después están disponibles 

25 para conversión adicional. Con el fin de probar si el proceso
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de reciclado tiene efecto alguno sobre la actividad de las 

celulasas, después de determinar la actividad básica (ciclo 0) las 

cepas de celulasa se recuperan un total de dos veces y se mezclan con 

sustrato fresco (ciclo 1 y 2). El porcentaje de actividad de las cepas 

5 de celulasa recicladas se determina por comparación con la 

actividad básica respectiva.

Reciclado de p-glucosidasa BglA: Actividad de pNPGasa

L a ■ actividad de p-glucosidasa se determinó 

fotométricamente con p-nitrofenol-glucopiranósido (pNPG) por 

10 medio de un incremento en p-nitrofenolato 400 nm (actividad

de pNPGasa) . Esto se realizó al incubar la cepa BglA (DO5 7 8 2O) 

con pNPG durante 15 minutos a pH 6 y 60°C. Después las

células se sedimentaron y se midió la actividad nuevamente 

después de la suspensión (ciclo 1 y 2). La actividad se 

15 determinó por medio de un incremento en p-nitrofenolato a

400 nm y representa un valor promedio de tres mediciones

individuales. El resultado de las pruebas de reciclado muestra que la 

actividad de la enzima se mueve, en el ámbito de la desviación 

estándar, al mismo nivel para todos los ciclos. Por lo tanto, el 

20 reciclado no tiene efecto sobre la actividad BglA. La cepa de BglA por

lo tanto puede reutilizarse por lo menos dos veces después de 

ser recuperada de la mezcla de reacción.

Reciclado de Exocelulasa CelK: Actividad de pNPCasa

La actividad de la exocelulasa se determina

25 fotométricamente con p-nitrofenol-celobiósido (pNPC) por
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medio del incremento en p-nitrofenolato 400 nm (actividad de 

pNPCasa). Esto se realiza al incubar la cepa CelK (DOstsO.S) 

con pNPC durante durante 4 minutos a pH 6 y 60°C. Después las 

células se sedimentan y se mide la actividad nuevamente 

5 después de resuspensión (ciclo 1 y 2). La actividad se 

determinó por medio de un incremento en p-nitrofenolato 

400 nm y representa un valor promedio de tres mediciones 

individuales. El resultado de las pruebas de reciclado 

muestra que la actividad de la enzima se desplaza, en el 

10 ámbito de la desviación estándar, al mismo nivel para todos

los ciclos. El reciclado por lo tanto no tiene efecto sobre 

la actividad de CelK. Al igual que con la cepa BglA, la cepa 

CelK de esta manera puede ser reutilizada por lo menos dos 

veces.

15 Reciclado de l a .endocelulasa Cel5A: Actividad de CMCasa

La actividad de endocelulasa se calculó al

determinar los azúcares reductores por medio del análisis DNS

(actividad de CMCasa) . Esto se realizó al incubar la cepa

Cel5A (DO57820) con CMC durante 15 minutos a pH 6 y 60°C.

20 Después las células se sedimentaron y la actividad se midió 

nuevamente después de la resuspensión (ciclo 1 y 2) . 

Los azúcares reductores liberados se detectaron por medio del 

análisis DNS a 540 nm. Los valores determinados son valores 

promedio de tres mediciones individuales. La actividad de

25 Cel5A mostró una disminución después de la primera
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recuperación de aproximadamente 14% (ciclo 1) . Después de 

otro reciclado (ciclo 2) se registró una caída en la 

actividad de aproximadamente 63%, por comparación con la 

actividad básica (ciclo 0) . Contrario a la cepa BglA y CelK, 

5 el reciclado de la cepa CelSA se asocia con una reducción en

¡ la actividad. Debido a la caída en la actividad después de

este primer ciclo es moderada, no obstante, la cepa CelSA 

puede ser reutilizada por lo menos una vez.

EJEMPLO 7: ANALISIS DE PAPEL FILTRO (FPA)
10 El FPA es un método estándar para el análisis de

actividad de celulasa en su totalidad (exo-, endocelulasa y 

p-glucosidasa) y fue desarrollado por Mandéis et al en 1976. 

De acuerdo con la lUPAC (siglas para Unión Internacional De 

Química Pura y Aplicada) la FPA se lleva a cabo utilizando 

15 una tira de papel filtro de 1 x 6 cm (Whatman No. 1) como
I¡

sustrato estándar (aproximadamente 50 mg) y 1.5 mi de volumen 

total. La unidad internacional para actividad de papel filtro 

I (FPU, por sus siglas en inglés) se define como micromol de

equivalente de glucosa (azúcares reductores) liberados por 

20 minuto. Con la FPA, no más de 2 mg de glucosa deben ser

liberados a partir de 50 mg de papel filtro (4% de
!

conversión) en 60 min. Debido a la estructura de la celulosa, 

la degradación no es lineal. Por lo tanto, únicamente una 

I conversión de hasta 4% se describe como'lineal. Los azúcares

25 reductores formados se determinan utilizando el método de
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DNS. Puesto que la actividad ahora puede ser detectada para 

cada celulasa de autopresentación, ahora debe investigarse la 

actividad sinergistica. Esto se realiza al producir una

mezcla de la totalidad de las tres celulasas y determinar la

5 actividad FP.

Análisis FP a escala de placa de microtitulación

Debido al volumen total de 1.5 mi y las altas 

cantidades de reactivo DNS (3 mi por mezcla) que se van a

utilizar, la FPA de acuerdo con la lUPAC está muy involucrada 

10 si uno decide investigar varias mezclas de celulasa para

actividad FP. En la literatura, el análisis FP se describe a

escala de placa de microtitulación con un volumen total de 

71 pl (Xiao Z et al, 2004). Para hacer esto, se producen 

placas FP con la ayuda de un punzón. La relación de volumen 

15 de reacción de papel filtro se calcula por medio del área de

papel filtro (placa FP versus tira FP) . Esto garantiza que

incluso a escala de placa de microtitulación, la mezcla se 

realiza de acuerdo con la lUPAC. Puesto que no se conoce cuál 

es la mejor relación de mezcla de las celulasas de

20 autopresentación individuales, se prueban diversas mezclas

para .determinar actividad FP. Mezclas sin la cepa BglA se

mezclan con p-glucosidasa a partir de almendras. La cepa 

hospedadora (BZ) y la placa FP con amortiguador (BS) se 

utilizan como controles. La actividad de Fpasa se determina 

25 después de períodos de incubación variables a 60°C por medio
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de los azúcares reductores liberados por medio del análisis 

DNS. Antes de la medición todas las mezclas se combinan 

durante 10 min con p-glucosidasa para asegurar que la 

celobiosa aún no convertida se degrada en glucosa, lo que 

5 resulta en una determinación más precisa de los azúcares

reductores. Después de separar las células, los azúcares 

reductores en el sobrenadante se determinan a 540 nm. 

El resultado se muestra en las figuras 20A-20B. Tanto la 

mezcla de celulasa con p-glucosidasa disponible 

10 comercialmente asi como la mezcla con la totalidad de las 

tres celulasas autopresentadas mostraron una conversión del 

papel filtro. Después de 5 dias de incubación a 60°C, la 

mezcla 50:50 (CelK:CeI5A) demostró ser la mejor. Los 

controles utilizados son negativos y no muestran conversión 

15 del papel filtro (figura 20A) . La cantidad de los azúcares

reductores liberados se determina en mg de glucosa/ml 

utilizando la curva estándar de glucosa (véase la figura 

2 0 B ) . Después de 5 dias se obtienen aproximadamente 0.2 

mg/ml. Debido a la estructura amorfa y cristalina de la 

20 celulosa, la degradación no es una reacción lineal. Con el

fin de determinar la actividad de FPasa en FPU/I, por lo 

tanto, como se establece de acuerdo con la lUPAC, se 

consultan los valores de medición de 1 h. Los resultados se 

resumen en la Tabla 6.

25
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TABLA 6

CelK;Cel5A:BglA FPU/I
30:70:0 2 . 01
50:50:0 1. 91
70:30:0 2. 45
50:25:25 0.90

Estándar del análisis FP

Debido al volumen total bajo (71 pl) utilizado para 

la conversión de la placa FP, se demostró que es difícil 

separar las células después de 3 dias, dado que la placa FP 

10 ha absorbido casi la totalidad del fluido. Por lo tanto, el

análisis FP estándar de acuerdo con la lUPAC se lleva a cabo

con un volumen total de 1.5 mi. Se utiliza una escala de placa de 

microtitulación como control. Para hacerlo de esta manera, la totalidad 

de las tres celulasas de autopresentación se mezclan en la misma 

15 relación y se incuban, primero con 1 x 6 cm de tira de papel filtro

(estándar) y en segundo lugar con una placa de papel filtro (micro) 

durante 3 dias a 60°C. La cepa hospedadora y el papel filtro sin 

células (BS) se utilizan como controles. El resultado se 

muestra en las figuras 21A-21B. Se puede observar que se 

20 forman más azúcares reductores en la mezcla estándar después 

de 3 dias a 60°C, en comparación con la mezcla micro. En la 

mezcla estándar la combinación es mejor, dado que las células 

están en contacto en todo momento con la tira de papel 

filtro. En la mezcla micro, la mayor parte de las células 

25 están por encima de la placa de papel filtro de manera que no
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todas las células están en contacto con el FP en todo 

momento. Los dos controles utilizados mostraron, como se 

esperaba, actividad nula de FPasa (figura 21A) . La cantidad 

de azúcares reductores liberados se determina con ayuda de la 

5 curva estándar de glucosa, en mg de glucosa/ml (véase la figura

21B). En la mezcla micro, después de 3 dias a 60°C, se determinan 0.06 

mg/ml de azúcares reductores. En contraste, en la mezcla estándar se 

obtienen 0.38 mg/ml. Debido a un mejor mezclado, por lo tanto, se 

obtiene un mejor rendimiento de 6.3 veces.

10 EJEMPLO 8: CONVERSION DE MADERA DE ALAMO
Se ha demostrado que las celulasas de 

autopresentación pueden degradar papel filtro (véase las 

figuras 20A-20B). Puesto que el papel filtro no contiene 

lignina y únicamente una proporción muy pequeña de 

15 hemicelulosa, ahora necesita utilizarse un sustrato más

complejo. Para esto, se utiliza álamo tratado con presión de 

vapor. La h e m i c e l u l o s a ■se remueve por el tratamiento previo, 

aunque la lignina aún está presente. En primer lugar, la 

lignina forma una barrera física puesto que cubre las 

20 superficies de las celulasas y en segundo lugar una barrera 

química, puesto que las celulasas.se pueden unir por lignina 

y de esta manera, de nuevo, ya no tienen acceso a la 

celulosa. Con el fin de investigar la degradación de álamo 

por las celulasas, se mezclan las celulasas de 

25 autopresentación en partes iguales y se incuban con álamo 4%
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durante 88 h a 60°C. La cepa hospedadora y el álamo en el 

amortiguador sin células (BS) se utiliza como controles. 

Después de la incubación, el álamo y las células se 

sedimentan por centrifugación. El sobrenadante se utiliza 

5 adicionalmente para determinar los azúcares reductores

formados por medio del análisis DNS. El resultado se muestra 

en la figura 22. Los sobrenadantes muestran un color 

amarillento incluso antes de la medición, similar a la del 

reactivo DNS. Por lo tanto, después de incubación con el 

10 reactivo DNS, los valores de absorción a 540 nm son mayores,

en comparación con los del análisis FP, en el cual los 

sobrenadantes son transparentes (véase las figuras 20A-20B). 

No es posible determinar la concentración, en mg de 

glucosa/ml, puesto que no existen estándares de glucosa 

15 adecuados disponibles. No obstante, una absorción mayor

después de 88 h a 60°C se observa con las celulasas en 

comparación con los dos controles u s a d o s . Las celulasas de 

autopresentación de esta manera son capaces de convertir 

sustratos incluso más complejos.
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Se hace constar que con relación a esta fecha, el 

mejor método conocido por la solicitante para llevar a la 

20 práctica la citada invención, es el que resulta claro de la 

presente descripción de la invención.
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REIVINDICACIONES
Habiéndose descrito la invención como antecede, se 

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes

reivindicaciones:

5 1. Una molécula de ácido nucleico, caracterizada

porque comprende los siguientes componentes:

(1) una sección que codifica para un péptido señal,

(2) una sección que codifica para una celulasa eteróloga,

(3) una sección opcional que codifica para un sitio de 

10 reconocimiento de proteasa,

(4) una sección que codifica para un enlazante 

transmembranal, y

(5) una sección que codifica para un dominio 

transportador de un autotransportador o una variante del mismo.

15 2. La molécula de ácido nucleico de conformidad

con la reivindicación 1, caracterizada porque la celulasa es 

una beta-glucosidasa o una endo- o exocelulasa, que 

preferiblemente se selecciona del grupo que consiste de 

endocelulasa de Bacillus subtilis, exocelulasa de Clostridium 

20 thermocellum y beta-glucosidasa de Clostridium thermocellum.

3. La molécula de ácido nucleico de conformidad 

con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, caracterizada 

porque el dominio transportador de un autotransportador se 

selecciona del grupo que comprende Ssp, Ssp-hl, Ssp-h2, PspA, 

25 PspB, Ssal, SphBl, AspA/NalP, VacA, AIDA-I, IcsA, MisL, TibA,
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Ag43, ShdA, AutA, Tsh, SepA, EspC, EspP, Pet, Pie, SigA, Sat, 

Vat, EpeA, EatA, EspI, EaaA, EaaC, Pertactina, BrkA, Tef, 

Vag8, PmpD, Pmp20, Pmp21, proteasa IgAl, App, Hap, rOmpA,

rOmpB, ApeE, EstA, Lip-1, McaP, BabA, SabA, AlpA, Aae, NanB y

5 variantes de los mismos.

4. La molécula de ácido nucleico de conformidad 

con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada 

porque contiene una secuencia de control de expresión unida 

operativamente a la molécula de ácido nucleico, la cual de

10 manera preferible puede ser activada al agregar

isopropiltioglucopiranósido (IPTG) o arabinosa.

5. Un polipéptido, caracterizado porque es 

codificado por una molécula de ácido nucleico de conformidad 

con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

15 6. Un microorganismo caracterizado porque expresa

en su superficie un polipéptido de conformidad con la 

reivindicación 5, o ha sido transformado utilizando una 

molécula de ácido nucleico de conformidad con cualquiera de 

las reivindicaciones 1 a 4.

2 0 7. El microorganismo de conformidad con la

reivindicación 6, caracterizado porque se basa en un microorganismo 

gramnegativo, preferiblemente Escheríchia coli.

8 . Una fracción de membrana, caracterizada porque

se puede obtener a partir de la célula de conformidad con la

25 reivindicación 6 o la reivindicación 7.
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9. Un método para producir un producto de 

reacción utilizando por lo menos una celulasa, caracterizado 

porque comprende las siguientes etapas:

(i) preparación de un microorganismo de 

5 conformidad con la reivindicación 6 ó 7, o una preparación de

membrana de conformidad con la reivindicación 8, y

(ii) poner en contacto el microorganismo y/o la 

preparación de membrana con uno o más sustratos de celulasa 

bajo condiciones compatibles con la actividad celulasa.

10 10. El método de conformidad con la

reivindicación 9, caracterizado porque el producto de la 

reacción catalizada ■ por la celulasa es un mono- o di- u 

oligosacárido y en donde por lo menos un sustrato de celulasa es una 

fuente de polisacárido, preferiblemente una fuente de celulosa.

15 11. El método de conformidad con la

reivindicación 9 ó 10, caracterizado porque la etapa (ii) se 

lleva a cabo a un pH en el intervalo de 4.5 a 6.5, 

preferiblemente en el intervalo de 5.5 a 6.5.

12. El método de conformidad con cualquiera de las

20 reivindicaciones 9 a 11, caracterizado porque la etapa (ii)

se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 30 a 

80°C, preferiblemente en el intervalo de 50 a 65°C.

13. El método de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 9 a 12, caracterizado porque en la etapa

25 (ii) se agrega una glucosidasa.
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14. El método de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 9 a 13, caracterizado porque incluye una 

etapa adicional (iii) de recuperar el microorganismo

utilizado en la etapa (ii).

5 15. Un método para producir un microorganismo, el

cual presenta una celulasa recombinante en su superficie, 

caracterizado porque incluye:

a) la inserción de una secuencia de ácido 

nucleico de conformidad con cualquiera de las

10 reivindicaciones 1 a 4, en el microorganismo, y

b) opcionalmente, el tratamiento del

microorganismo con una sustancia la cual activa la expresión 

de la secuencia de control.
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invención se relaciona con 

microorganismos los cuales presentan celulasas en su 

superficie. Los microorganismos correspondientes se producen 

5 con la ayuda de los plásmidos correspondientes los cuales

codifican una sección que comprende un péptido señal, una 

celulasa heteróloga, un sitio de reconocimiento de proteasa 

opcional, un enlazante transmembranal y un dominio 

transportador de un autotransportador o una variante del

10 mismo. Los microorganismos ventajosamente se utilizan en la 

conversión de celulosa en celobiosa y/o glucosa. También es 

posible recuperar los microorganismos de la mezcla de 

reacción después de la conversión a través de sustratos

sencillos. Además, una combinación de varios microorganismos, 

15 los cuales están poblados con exocelulasas, endocelulasas y

beta-glucosidasas se utilizan para producir glucosa a partir 

de celulosa o madera.


