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RINZON

SUPERINTENDENCIA DE INDUST R‘IK ? C MERCIO
Division de Nuevas Creaciones

E. S.

Asunto
Tramite
Evento
Actuacion
Titulo

Solicitante: |

D.

NUMERO DE RADICACION 14-49610
PATENTE DE INVENCION -

SOLICITUD

CONTESTACION REQUERIMIENTO DE FORMA
BIOCATALIZADORES DE CELULAS ENTERAS EN.LA
DEGRADACION DE LA BIOMASA CELULOSICA
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT MBH &

CO.PATENTE I KG.

MAURICIO PINZON PINZON, actuando en calidad de apoderado de la sociedad
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT MBH & CO.PATENTE | 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
prorroga para su. contestamon el dia 16 de Julio de 2014.

Con base enlo anterlor, anexamos la siguiente documentacion:

1. Poder debidamente otorgado a mi favor.

2. Documento mediante el cual se acredita la existencia y representacion legal
del solicitante con su respectiva traduccion a idioma espariol.

3. Tres (3) contratos de cesidon en los cuales consta la firma de los 4
inventores.

4. Tres (3) copias de certificado de los materiales biolégicos utlllzados con sus
respectivas traducciones a idioma espafiol.

5. Traduccién a idioma espafiol del texto de la patente con su correspondiente
- capitulo reivindicatorio.

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

Cordialmente,

Mal/ricio Pinzon Pinzon
c.a. 79.145.527 de Usaquén

Calle 99 No 12-39 Piso 4 Tel. PBX:

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

e

Fecha: 2014-09 24 16 17 51 Dep 2020 DIR NUEVASCR
Tra.2 PATENTES Eve: 1 REGODEPOSITO
Act. 444 RESPUESTAREQUE  Folios: 118

(57-1) 621-9721 Fax: (57-1) 621-9671

pinzonpinzon@pinzonpinzon.com www.pinzonpinzon.com
Bogota D.C. Colombia Sur América
NIT. 830.005.919-7
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POWER OF ATTORNEY

Be it known that:

Miirs_ \Kesikaj / (Buntonbroich)

Legally representing and acting on behalf
of

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

a corporation addressed in:

. 12529  Schénefeld /  Waltersdorf,
- Germany

. does hereby grant POWER OF
. ATTORNEY to:

MAURICIO PINZON PINZON
SILVIA GARCIA CHACON
JULIANA ORDUZ BELTRAN

.Lawyers in practice, of legal age, residing
.in Bogota D.C., Republic of Colombia, so
‘that they may act in his own name and
.representation in order to carry out all the
.necessary steps and processes before the
judicial,  administrative = and  other
authorities of the Republic of Colombia in
order to:

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 mandate the
proxy will be able to receive, withdraw,

PODER
Comparecio:

Mr/Mrs

Representante legal de

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH
& Co.Patente IKGi.L.,

Sociedad domiciliada en:

v 12529 Schonefeld / Waltersdorf.
© Germany ‘

otorgo PODER a:

MAURICIO PINZON PINZON
SILVIA GARCIA CHACON
JULIANA ORDUZ BELTRAN

Abogados en ejercicio, mayores de
edad, vecinos de Bogota D.C,
Republica de Colombia, para que en su
nombre y representacion adelanten ante
las autoridades judiciales,
administrativas o de policia de la
Republica de Colombia y ante terceras
personas, todas las acciones ©
gestiones segun sea el caso
encaminadas a:

1)Obtener el registro y/o proteccion de
los Derechos de propiedad Intelectual
de la patente de invencién titulada:

BIOCATALIZADORES DE CELULAS
ENTERAS EN LA DEGRADACION DE LA
BIOMASA CELULOSICA.

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

The proxy also is expressly authorized to
to carry out for our bill the payments to
third of rates, payments of services given
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
mandate. g

Y o

apoderados podran recibir, desistir,
transigir, conciliar, sustituir, reasumir y
en general realizar todo tipo de actos
que contribuyan a la obtencién 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
bancarias, portes, gastos notariales y
en general todos los demas gastos que
se requieran para los efectos del cabal
cumplimiento de este mandato.

SIGNATURE - FIRMADO P,é/

/ (Kostka) (Signature) ?gumenbmich)



TO WHOM IT MAY CONCERN

*  ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co.
Patente | KG i. L. was established on 5 July
2006 and registered in the commercial register
of Potsdam on 8 September 2006.

®  The purpose of 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 fegal 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 Beteiligungsgesellschaft mbH & Co.
Patente | KG i. L. wurde am 5. Juli 2006 gegriindet
und am 8. September 2006 ins Handelsregister
Potsdam eingetragen.

Gesellschaftszweck der Fondsgesellschaft ist der
Ankauf von gewerblichen Schutzrechten, insheson-
dere Patenten, oder der Abschluss von Exklusivli-
zenzen an diesen, um diese zu verwalten, zu entwi-
ckeln und vor allem durch Lizenzierung zu verwer-
ten. Die Fondsgesellschaft ist berechtigt, selbst o-
der durch Beauftragung Dritter alle Rechtsgeschaf-
te und Rechtshandlungen vorzunehmen, die geeig-
net sind, den Gesellschaftszweck zu férdern 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 Fondsgesellschaft befindet
sich somit seit 1. Januar 2013 in der Liquidations-
phase. Die Eintragung der Liquidation im Handels-
register erfolgte am 22. Februar 2013.

Diisseldorf, den/this /r? 0L 20/
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Pudre Bintondroich
Michael’ Hastka



URNr. 2226 fir 2014 Op

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

~ vor mir vollzogen von

Herrn Michael Kostka,

geboren am 06.10.1961,

Konigsallee 106, 40212 Dusseldorf,
ausgewiesen durch Bundespersonal-
ausweis,

- vor mir vollzogen von

Herrn Andre Buntenbroich

geboren am 02.10.1971,

Konigsallee 106, 40212 Disseldorf,
ausgewiesen durch Bundespersonal-
auswels.

Ich bescheinige:

~ Die ZYRUS Beteiligungsgesell-
schaft mbH mit Sitz in Schonefeld
({die "GmbH") ist eine Gesell-
schaft mit beschrankter Haftung
nach dem Recht der Bundesrepublik
Deutschland und als solche im
Handelsregister des Amtsgerichts
Cottbus unter HRB 10073 CB einge-
tragen.

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

~ Die ZYRUS Beteiligungsgesell-

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

File~No. 2226/2014 Op

I, the undersigned Dr. Rainer
Oppermann, German Notary, duly admit-
ted and sworn with official residence
at Disseldorf, herewith authenticate
the signature

- given before me by

Michael Kostka,

born October 6, 1961,

Kébnigsallee 106, 40215 Diisseldorf,
identified by German Identity Card,

Mr.

- given acknowledged before me by

Mr. Andre Bundenbroich,
born on October 2, 1971,
Kénigsallee 106, 40215 Disseldorf,
identified by German Identity Card

I certify and confirm:

- ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH
with registered office at Schoénefeld
(the "GmbH") is a "Gesellschaft mit
beschrankter 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.

- ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH &
Co. Patente I KG i. L. with regis-
tered office at Schonefeld (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.

- The ZYRUS Beteiligungsgesellschaft
mbH as "persénlich haftender Gesell-
schafter" (general partner) and Li-
guidator 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 sec 181 German Civil
Code -.



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

Disseldorf,
Me/BE

den/this 12. August 2014

my seal of office.

- 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 German 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 German 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

i

Dr. Oppermann, Notar/Notary

1. Land: Bundesrepublik Deutschland

Diese offentliche Urkunde
2. ist unterschrieben von Notar Dr. Oppermann
3. in seiner Eigenschaft als Notar in Disseldorf

4. sie ist versehen mit dem Siegel/Stempel  des Notars
|
Bestitigt '
5.in Dusseldorf 6. am 13 AUG. 20%
7. durch den Prasidenten des Landgerichts
8. unter Nr. 9101 Ea- €83 1401y
9. Stempel: 10. Unterschrift:
In Vertretung
//\ A
(Seifert)

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Vorsitzender Richter
am Landgericht
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TO WHOM IT MAY CONCERN

Die ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente | KG wurde am 5. Juli 2006
gegrindet und am 8. September 2006 ins Handelsregister eingetragen.

Gesellschaftszweck der Fondsgesellschaft ist der Ankauf von gewerblichen
Schutzrechten, insbesondere Patenten, oder der Abschluss von Exklusivlizenzen an
diesen, um diese zu verwalten, zu entwickeln und vor allem durch Lizenzierung zu
verwerten. Die Fondsgeselischaft ist berechtigt, selbst oder durch Beauftragung
Dritter alle Rechtsgeschifte und Rechtshandlungen vorzunehmen, die geeignet sind,
den Gesellschaftszweck zu férdern und mit ihm im Zusammenhang stehen.

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

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

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente | 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 liguidation since 1 January 2013. The liquidation was registered in
the commercial register on 22 February 2013.

Konigs Wusterhausen, der 09 JuL 2014

a4



CERTIFICACION NOTARIAL ~SOCIEDAD

(Notary certificate — Corporation or Company!

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH
Corno Notario Publico certifico que: & Co. Patente T KG i.L.

. . - ) Berliner Strafe 1
The undersigned Notary Public, certifies that: 12529 Schénefeld / Waltersdorf / Germany

Que la Compariia otorgante de este poder/
The above mentioned Company I

existe y se encuentra organizada de acuerdo con las leyes de este pais /
estado/

exists and is organized in accordance with the Laws of this Country I State /

y la persona que en su representacion suscribe el presente mandato
cuenta con las debidas facultades para representarla en este acto.
land the person who executed the forgoing document is the authorized representative of

said Corporation I Company and_is empowered to execute this document on its behalf.

Konigs Wusterhausen, der 0 9. JULI 2014

Notario Public:(U
Notary Public



Hiermit beglaubige ich die vor mir vollzogenen Unterschriften

1. des Herrn Dietmar Beckerr,
geboren am 6. November 1959,
wohnhaft in 10707 Berlin, Dusseldorfer Straflie 60 A,
Herr Becker ist mir von Person bekannt,

2. des Herrn Michael Schink,
geboren am 29. Januar 1971,
wohnhaft in 12157 Berlin, Begasstralle 6,
Herr Schink ist mir von Person bekannt.

Herr Becker und Herr Schink hier handelnd nicht im eigenen Namen, sondern
ausschliefllich als Geschéaftsflihrer bzw. Prokurist der

ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH

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

diese wiederum handelnd als personlich haftende Gesellschafterin der
ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente | KG i.L.

mit Sitz in Schonefeld, eingetragen im Handelsregister des Amtsgerichts Cott-
bus, HRA-Nr. 2502 CB, mit der Geschéftsanschrift: Berliner StralRe 1, 12529
Schonefeld.

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

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

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

Kdnigs Wusterhausen, den 09. Juli 2014

Urkundenrolle Nr. 1168/2014




Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Land: Bundesrepublik Deutschland
Diese éffentliche Urkunde
2. ist unterschrieben von Herrn Hans-Ulrich Tegge
3. in seiner Eigenschaft als Notar

4. versehen mit Siegel Hans-Ulrich Tegge, Notar in Kénigs
Wusterhausen.

Bestitigt

5. in Cottbus 6. am 15.07.2014
7. durch den Préasidenten des Landgerichts

8. unter Nr. 910E-1.277/14

(]

. Stempel/Siegel 10. Unterschrift

Ol

(Klaus-Christoph Clavée)
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A QUIEN CORRESPONDA

e 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.

o El objeto social de la compaiiia de inversiones es la adquisicion de derechos de
propiedad industrial, en particular patentes, y la venta de licencias exclusivas para
dichos derechos de propiedad industrial para la administracién, desarrollo y explotacion
de las mismas, esto ultimo en particular por medio de licencias. La compafiia de
inversiones tiene derecho de llevar a efecto todas las transacciones y acciones legales
adecuadas relacionadas con la promocion del objeto social de la compafiia misma, o de
encargar a terceros que lleven a efecto dichas transacciones.

e El término previsto de la participacion es de cerca de 6 afios (hasta el 31 de diciembre
de 2012).

e El periodo de existencia de la compaiiia de inversiones finalizé el 31 de diciembre de
2012. Por tal razén, ha estado en liquidacion desde el 1 de enero de 2013. La
liquidacion fue consignada en el registro mercantil el 22 de febrero de 2013.

Dado en Kénigs Wusterhausen, el 9 de julio de 2014

(Hay dos firmas)

Notas del Traductor:

1) El presente documento porta una autenticacion notarial bilingiie (espafiol-inglés y
una Apostilla conforme a la Convencion 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 traduccion se realizé en Bogota, D.C., Colombia, el 19 de septiembre de 2014.

J% .;za F

Traductor e Intérfrete Oficial
Res. Minjusticia 1025 de 1995




A QUIEN CORRESPONDA

e 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.

o El objeto social es la adquisicion de derechos de propiedad industrial, en particular
patentes, y la venta de licencias exclusivas para dichos derechos de propiedad industrial
para la administracion, desarrollo y explotacion de las mismas, esto iltimo en particular
por medio de licencias. La compafiia de inversiones tiene derecho de llevar a efecto
todas las transacciones y acciones legales adecuadas relacionadas con la promocion del
objeto social de la compaiiia misma, o de encargar a terceros que lleven a efecto dichas
transacciones.

o El término previsto de la participacion es de cerca de 6 afios (hasta el 31 de diciembre
de 2012).

o El periodo de existencia de la compaiiia de inversiones finalizé el 31 de diciembre de
2012. Por tal razon, ha estado en liquidacion desde el 1 de enero de 2013. La
liquidacion fue consignada en el registro mercantil el 22 de febrero de 2013.

Dado en Diisseldorf, el 12 de agosto de 2014

(Hay dos firmas)
Michael Kostka Andre Biinterbroich

W/ -
1o€te L Pedfata F

Traductor e Intérdrete Oficial
Res. Minjusticia 1025 de 1995



Expediente No. 2226/2014 Op

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

- suscrita en mi presencia por el Sr. Michael Kostka, nacido el 6 de octubre de 1961,
Konigsallee 106, 40125 Diisseldorf, identificado con Cédula de Ciudadania de
Alemania.

- suscrita y reconocida por mi por el Sr. Andre Bundenbroich, nacido el 2 de octubre
de 1971, Konigsallee 106, 40125 Diisseldorf, identificado con Cédula de
Ciudadania de Alemania.

Por medio de la presente certifico y confirmo:

- ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH, con domicilio registrado en Schonefeld (la
“GmbH”) es una compafiia de responsabilidad limitada (“Gesellschaft mit
beschréintkter Haftung) debidamente constituida y existente bajo las leyes de la
Republica 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 Schonefeld (la “KG™), es una sociedad en comandita
(“Kommanditgesellschaft”) debidamente constituida y existente bajo las leyes de la

Republica Federal de Alemania, matriculada en el Registro Mercantil de Cottbus
bajo el No. HRA 2502 CB.

- ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH, en su calidad de socia generalmente
responsable (“personlich haftender Gesellschafter”) y Liquidadora esta debidamente
autorizada para representar y actuar legalmente para y a nombre de ZYRUS
Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG i. L. con autoridad unica,
exenta de la prohibicion de actuar en su propio interés segun lo previsto en la
seccion 181 del Cédigo Civil Aleman.

- EI 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 prohibicién de actuar en su propio interés segun lo previsto en la
seccion 181 del Codigo Civil Aleman 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 prohibicion de actuar en su
propio interés segtin lo previsto en la seccidon 181 del Cédigo Civil Aleman, cuentan
con la debida autorizacion para obrar conjuntamente en la representacion y accion
Jegal para y a nombre de la “GmbH” y por tal razon también para y a nombre de la
“KG”.

En testimonio de lo cual he estampado en la presente mi f%d}o de mi despacho.
SENE T PeC ala F

Traductor e Intérprete Oficial
Res. Minjusticia 1025 de 1995
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Diisseldorf, 12 de agosto de 2014

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

Notas del Traductor: :
1) El presente documento porta una Apostilla conforme a la Convencion de La Haya
del 5 de octubre de 1961 dada en Diisseldorf, Alemania, el 13 de agosto de 2014
con el No. 9101Ea-3888/2014
2) Esta traduccion se realizé en Bogota, D.C., Colombia, el 19 de septiembre de 2014.

pddraza F
rprete Oficial
1025 de 1995

-t

Traductor & €
Res. Minjusticia



CONTRATO DE CESION DE DERECHOS
SOBRE PATENTE DE INVENCION

Andreas Rohardt, con numero de
identificacion 129754305 de Alemania,
Michael Jirgens con numero de
identificacion 149348365 de Alemania, Ruth
Maas con numero de identificacion
149348365 de Alemania and Tatjana
Brossette con numero de identificacion
5837058105D, mayores de edad,
domiciliados todos ellos en Alemania, en
adelante LOS CEDENTES, por medio de la
presente cesion, cedemos en forma
voluntaria el cien por ciento (100%) de
nuestros derechos, titulo e intereses en
COLOMBIA sobre |a invencién titulada:

“Biocatallzadores de células enteras en
la degradacion de la biomasa
celuldsica”

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

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

De igual manera los CEDENTES declaran
que comunicaran al CESIONARIO, todos
los hechos que conozcan con respecto a
esta invencibn y que testificaran en
cualquier proceso legal, firmaran todos los
documentos legales y solicitudes
divisionales de continuacién y sustitucién y
reexpedicién, prestaran todos los
juramentos legales y en general haran todo

ASSINGMENT OF RIGHTS

Andreas Rohardt, adult, with Number of
Identity 129754305 of Germany, Michael
Jurgens, adult, with Number of lIdentity
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 cellulosic biomass”

We assign the one hundred percent
(100%) of our rights titles and interests to
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT
MBH & CO. PATENTE | KG i.L., with
domicile 12529 Schoénefeld / 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 nor 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
documents and divisional applications,
continuation, suspension and re-expedition,
will provide all legal oaths and in general,
will do every effort to enforce the proper
protection of patent rights.

It



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

El presente documento se firma en
[city] a los ( ) dias [days]
del mes de Abril de 2014.

Los cedentes,

Andreas Rohardt,
No. identificacién 129754305 de Alemania.

Michael Jiirgens
No. identificacion149348365 de Alemania,

Ruth Maas
No. |dentificacion 149348365 de Alemania

Tatjana Brossette
No. identificacion
Alemania

5837058105D de

El cesionario,

Al

[name:
‘ %US BETEILIGUNGSGESELL-
SCHAFT MBH & CO.PATENTE | KG i.L.

The assignors,

Andreas Rohardt,
Identification No. 129754305 of Germany,

Michael Jiirgens
Identification No. 149348365 of Germany,

Qs

Ruth Maaé
Identification No, 149348365 of Germany

Tatjana Brossette
Identification  No.
Germany

5837058105D  of

The Assignee,

/// o/

V Bqn {c.\ b/pfc(
[name:]

ZYRUS BETEILIGUNGSGESELL-
SCHAFT MBH & CO.PATENTE | KG i.L.




CONTRATO DE CESION DE DERECHOS
SOBRE PATENTE DE INVENCION

Andreas Rohardt, con numero de
identificacion 129754305 de Alemania,
Michael Jurgens con numero de
identificacion 149348365 de Alemania, Ruth
Maas con numero de identificacion
149348365 de Alemania and Tatjana
Brossette con numero de identificacion
5837058105D, mayores de  edad,
domiciliados todos ellos en Alemania, en
adelante LOS CEDENTES, por medio de la
presente cesion, cedemos en forma
voluntaria el cien por ciento (100%) de
nuestros derechos, titulo e intereses en
COLOMBIA sobre la invencion titulada:

“Biocatalizadores de células enteras en
la degradacion de la biomasa
celulésica”

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

Los CEDENTES declaran tener pleno
derecho para efectuar el presente traspaso,
que no han celebrado ni celebraran ningdn
acuerdo que esté en conflicto con Ila
presente cesion.

De igual manera los CEDENTES declaran
que comunicaran al CESIONARIO, todos
los hechos que conozcan con respecto a
esta invencibn y que testificaran en
cualquier proceso legal, firmaran todos los
documentos legales y  solicitudes
divisionales de continuacién y sustitucion y
reexpedicion, prestaran todos los
juramentos legales y en general haran todo

ASSINGMENT OF RIGHTS

Andreas Rohardt, adult, with Number of
Identity 129754305 of Germany, Michael
Jurgens, 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 cellulosic biomass”

We assign the one hundred percent
(100%) of our rights titles and interests to
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT
MBH & CO. PATENTE | KG i.L., with
domicile 12529 Schoénefeld / 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 nor 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
documents and divisional applications,
continuation, suspension 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
proteccion de los derechos de la patente.

El presente documento se firma en

Bes g [city] @ los _3Q, () dias [days]
del mes de Abril de 2014.

Los cedew

Andreas Rohardt,
No. identificacion 129754305 de Alemania.

Michael Jiirgens
No. identificacion149348365 de Alemania,

Ruth Maas
No. Identificacion 149348365 de Alemania

Tatjana Brossette
No. identificacion
Alemania

5837058105D de

El cesionario,

f”‘// gpaw

[narhe:]
5RUS BETEILIGUNGSGESELL-
CHAFT MBH & CO.PATENTE | KG i.L.

The present document is signed in [city]

Hequeamsugn April 3o 2014.

The assignors,

‘s

Andreas Rohardt,
Identification No. 129754305 of Germany,

Michael Jiirgens
Identification No. 149348365 of Germany,

Ruth Maas
Identification No, 149348365 of Germany

Tatjana Brossette

Identification @ No. 5837058105D  of

Germany

The Assignee,

e fpeo ;)/4
ng%g lBu/l{fﬂ L/{);c4

ZYRUS BETEILIGUNGSGESELL-

SCHAFT MBH & CO.PATENTE | KG i.L.

[



CONTRATO DE CESION DE DERECHOS
SOBRE PATENTE DE INVENCION

Rohardt, con ndmero de
identificacion 129754305 de Alemania,
Michael Jirgens con numero de
identificacion 149348365 de Alemania, Ruth
Maas con nimero de identificacion
149348365 de Alemania and Tatjana
Brossette con numero de identificacion
5837058105D, mayores de edad,

Andreas

domiciliados todos ellos en Alemania, en.

adelante LOS CEDENTES, por medio de la
presente cesiébn, cedemos en forma
voluntaria el cien por ciento (100%) de
nuestros derechos, titulo e intereses en
COLOMBIA sobre la invencién titulada:

“Biocatalizadores de células enteras en
la degradacion de la biomasa celulésica”

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

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

De igual manera los CEDENTES declaran
que comunicaran al CESIONARIO, todos
los hechos que conozcan con respecto a
esta invenciébn y que testificaran en
cualquier proceso legal, firmaran todos los
documentos legales y solicitudes
divisionales de continuacién y sustitucion y
reexpedicion, prestaran todos los
juramentos legales y en general haran todo
lo posible por hacer valer la debida

ASSINGMENT OF RIGHTS

Andreas Rohardt, adult, with Number of
Identity 129754305 of Germany, Michael
Jurgens, 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 cellulosic biomass”

We assign the one hundred percent (100%)
of our rights titles and interests to ZYRUS
BETEILIGUNGSGESELLSCHAFT MBH &
CO. PATENTE | KG i.L., with domicile
12529 Schonefeld / 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 nor 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
documents and divisional applications,
continuation, suspension and re-expedition,
will provide all legal oaths and in general,
will do every effort to enforce the proper
protection of patent rights.
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proteccién de los derechos de la patente.

El presente documento se firma en
cityla los 2} ( ) dias [days]

del mes de Abril de 2014.

Los cedentes,

Andreas Rohardft,
No. identificacion 129754305 de Alemania.

(N

Michael Jiirgens
No. identificacion149348365 de Alemania,

Ruth Maas
No. Identificacion 149348365 de Alemania

Tatjana Brossette
No. identificacion
Alemania

5837058105D de

El cesionario,

7 ’“// wpﬂ ’

[na ’e:]
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELL-
CHAFT MBH & CO.PATENTE | KG i.L.

The present document is signed in [city]
U cemnaveon April 2ed 2014.

The assignors,

Andreas Rohardt,
Identification No. 129754305 of Germany,

Quk \\\

Michael Jurgens
Identification No. 149348365 of Germany,

Ruth Maas
Identification No, 149348365 of Germany

Tatjana Brossette
Identification  No.
Germany

5837058105D  of

The Assignee,

" ppe. 7//

Bun‘i‘t'\b/a (J\

ostka
[name:]
ZYRUS BETEILIGUNGSGESELL-

SCHAFT MBH & CO.PATENTE I KG i.L.



KUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!

T
RBitte nichi fiir wissenschaftliche Publikationen {z.B. Beschreibung von Typstimmen) D S M Z
oder Patentzwecke verwenden!
L L2
o

LEIBNIZ-INSTITUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH
Inhoffenstr. 7 B

D-38124 Braunschweig
GERMANY
FORMBLATT fiir die Von der Hinferlegungsstelle auszufillen:
SICHERHEITSHINTERLEGUNG DSMZ-Auinahmenummer:

vom Hinterleger auszufiillen
Eingangsdatum der Kultur:

BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE'

. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Bezugszeichen Die zu hinterlegende Kuitur ist:
Exocellulase ' ‘
() eine Reinkultur

Taxonomische Bezeichnung: ( ) eine Mischkultur
Escherichia coli (B-Stamum)
{max. 2wei Komponenten)

1t. ZUCHTUNGSBEDINGUNGEN ()

Medium: pH vor der Sterilisation 7
Sterilisation20 minbei 121 °C
. ) . . pH nach Steritisation: 7
LB. pH 7 mit 100 pg/ml Carbenicillin
Verhalten gegeniiber Saverstoff:
1 )aeroh
{ ) mikroaerophil
{ }obligat anaerob
Besondere Anspriiche an die Gasatmosphare:
Bebritungstemperatur: 37 °C
Bebrittungsdaver: Standard (UN)
Aufbewahrung bei: 4 <°C

Uberimptungsintervall: 2-3 wochen

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschlie®ich Mikroorganismen an, die gema®l_Eiostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind {vgl. TRBA (Technische Regeln fiir Biologische Arbeifsstofie): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen’
(TRBA 466) und ‘Einstufung von Pilzen in Risikogruppen’ { TRBA 460). Gentechnisch veranderte Organismen missen den
Sicherheitsstufen $1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik bzw. den Kassen 1oder 2 entsprechend
der Richtlinie 2009/41/EG  des Furopdischen Parlaments und des Rates Uber die Anwendung genetisch  verdnderter
Mikroorganismer in geschiossenen Systernen zugeordnel werden kénnen.

Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blall weilere Angaben eingereicht werden.

NUR FUR SICHERMOTSHINTERLEGUNGEM
-nicht tir Patentzwecke oder wissenschaftiiche Publikationen-.

SICHERHEITSHINTERLEGUNG ~ BAKTERIENIARCHAEAPILZE (erste Seiig 01/2012)



NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
Bitte nicht fir wissenschaftliche Publikationen
{z.B. Beschreibung von Typstimmen) ocder Patentzwecke verwenden!

fil. AUFBEWAHRUNGSBEDINGUNGEN %

Glycerinkultur bei -80°C

Aktivkultur 4°C

IV. BEDINGUNGEN FUR DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG (y

Kultivierung in 1B mit 100 ug/mi Carbenicillin bei 37°C, pH 7

V. BESTANDTEILE DER MISCHKULTUR (wenn zufretfend) (7

Beschreibung der Bestandteile {max. 2wei Komponenten):

Verfahren, die die Prifung auf Lebensfahigkeit der Restandteile ermaglichen:

VI. EIGENSCHAFTEN, DIE FUR DIE GESUNDHEIT ODER DIE UMWELT GEFAHRLICH SIND (Y

Risikogruppe des Mikroorganismus gema TRBA (Technische Regeln fur Biologische Arbeitsstoffe): ‘Einstufung von Bakterien in
Risikogruppen’ (FREBA 466) und "Einstufung von Plizen in Risikogruppen’ (TRBA 460)
(x ¥ Ristkogruppe 1 ( ) Risikogruppe 2

bei gentechnisch veranderten Mikroorganismen: Sicherheitssiufe nach dem Gesetz 2ur Regelung der Gentechnik:
x)$1 ()82

Der zu hinterlegende Mikroorganismus darf unter folgenden Laborsicherheitsmanahmen’ gehandhabt werden:

&y 1 () L2

Der Mikroorganismus hat folgende Eigenschaften, die fir die Gesundheit oder die Limwelt gefahrich sind ader sein kénnen:

Bitte angcben:

Q{ Dem Unterzeichneten sind derartige Eigenschafien nicht bekannt.

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschliefilich Mikroorganismen an, die gem3R_Bipsiofl-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind {vgl. TRBA (Technische Regeln {ir Biologische Arbeitssioffe}: ‘Einstufung von Bakiernen i Kisikogruppen'
{TRBA 466) und ‘Einstufung von Pilzen in Ristkogruppen' { TRBA 460). Gentechnisch veranderte Organismen miissen den
Sicherheitsstufen 51 oder S 2 entsprechend dern Gesetz zur Regelung der Gentechnik zugeordnet werden kénnen.

Ankreuzen, wenn auf einem gesonderien Blatt weitere Angaber: eingereicht werden.

RUR FUR RICHERHEITSMINTERL ECUNGEM
-nicht {iir Patentzwecke oder wissenischaftliche Publikationen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG ~ BAKTERIEN/ARCHAEEN/PILZE (cweille Seile) 01/2012




Vil. ANGABEN ZUM GENTECHNISCH VERANDERTEN MIKROORGANISMUS { Y

1. ANGABEN ZUM EMPFANGERORGANISMUS

Bezeichnung:  E. coli BL2]

Risikogruppe: (x)} RG1 { YRG2
Sensitivitaten:

Resistenzen:
Auxotrophien:

hesondare Figenschaften: B; I, dem, opmT, hsds(ri2-mB-) gal
{2.B. Restriktions-/Modifikationssystem,

generelle genetische Rekombination)

2. ANCABEN ZUM SPENDERORGANISMUS
Beceihnung:  Clostridium thermocetium
Risikogruppe " (x) RG1 ( YRG2 ( 1RG3

Beschreibung des kionlenen DNA-Fragments:

Informationsgehait: Exocellulase
Gréfe {in bp): 2382 bp
{ ) volistiandiges Genom { ) cDNA
{ ) subgenomisch (x } synthetisch
( ) subgenisch
Gefahrenpotential der klonierten DNA: { )pathogen { )tumorigen
{ }tloxigen ( )allergen

(x) kein Gefahrenpotential

3. ANGABEN ZUM VEKTOR

Bezeichnung: pBAD-AT-CelK

Abkominling {Derivat) von: pBAD/gtlIA

Wit lssprezifital £. coii

Resislenzen: Ampicillin

Grofe des Plasmids (in bp): ohine Insert: 5439 Lp mitinsert: 7421 bp
Promotoren: araBAD-Promiotor

weitere vorhandene Leserahmen: araC

Angahen zu Mohilisierbarkeit und eigenen Trans!er»Systemen:i,

Angaben zur eigenen Intektiositat:
Moglichkeit des Transfers durch endogene Helferviren: /

4. ANGABEN ZUM GVO"

besondere Eigenschaften: N .
(2.B. Produkiion von ... Einsatz als ..-Vektor etc.)  Einsatz als Ganzzellbiokatalysator

Fremd-DNA: () chromosomal integriert  {x) episomal
Gefahrenpotentiai: { )pathogen { )tumorigen
{ )toxigen { )allergen
{x) kein Gefahrenpolential
bitte begriinden:
KLASSIFIZIERUNG NACH GENTG: { X} S1 { )S2

Die Hinterlegung eines gentechnisch verdnderten Organismus der Sicherheitsstufe 2 kann gemal dem Geselz zur Regelung
der Gentechnik nur in Kraft treten wenn der DSMZ eine Kopie der Ergebnisse der Sichemeltsaberprifuag durch dig
zustandige Behdrde vom Hinterleger zugesandt wird,

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschliellich Mikroorganismen an die gemaf Biostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind {vgl. TRBA (Technische Regeln fir Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikagruppen’
(IRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' { TRBA 480). Gentechnisch verénderie Crganismen missen den
Sicherheitsstufen §1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regefung der der Gentechiik zugeordnet werden kdnnen.

[N)

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

MUR FUR SICHERHBITSHINTER EGURNGEN!
-nicht fiir Patentzwacke oder wissenschaltiche Publikationsn-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG - BAKTERIENARCHAEA/PILZE (drite Seltey 012612

YA



NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
8itte nicht fiir wissenschaftliche Publikationen
(2.B. Beschreibung von Typstimmen) oder Patentzwecke verwenden!

VIl WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG ¢y

Oberflichenexpression einer Exocellulase auf E. coli

IX. WEITERE ANGABEN (¥

X. HINTERLEGER?

Der oben beschriebenc Mikroorganismus wird zur Sicherheitshinterlegung eingeschickt. Kulturen des Stammes
bleiben Eigentum des Hinterlegers. Der Stamm: wird nichtim &ffentlichen Bestand der DSMZ gelistet sondern streng
vertraulich bearbeitet. Ohne die schriftliche Aufforderung durch den Hinterleger wird der Stamm nicht an Drilte
abgegeben. Ble Sicherheitshinterlequng ist nicht fir Patentzwecke geeignet und wird nicht fiir die Zwecke
wissenschaftlicher Publikationen akzeptiert. Ein zukiinftiger Typstamm zur Beschreibung einer neuen Art muss in
der 6ffentlichen Sammiung der DSMZ hinterlegt werden (Aufnahmeformular).

Institulion/Firma: - ZYRUS Beteiligungsgeselischaft mbh & Co.
Patente | KG 1.1,

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

f\ Iy ;A
YU AN [ U
Die unterzeichnende(n) Person(en) hinterdegi/hinterlegen: (.-) im Namen der Institutior/ Firma
({ ) als Privathinterleger
Anschrift: Berliner Strafle | Unterschrift{en):
N
12529 Schonefeld / \ q
‘ . i }
‘ 7o .
JIN ]
AR A .o f-"‘v
RS
P ’
/
7
Telefon: 030/6331108-
Fax' 03046331 108-20
Yi,o o000 )
E-Mail atum: o4 LT L AN

Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Biatt weitere Angaben eingeresicht werden.

Diescs Hinterlegungsformblatt ist der Vertrag zwischen Hinterleger und Hintertegungsstelle und muss daher vom Hinterleger
unterzeichnet werden. Bei Firmenw ird empfohlen, dass zwei offizielle Firmenvertreter unterschreiben. Wenn nicht anders
verginban, ist der Unterzeichner Komrespondenzpanner der DSMZ. Durch die Angabe derE-zil-Adresse wird die Karespondenz
beschieunigt.

Mu® FOR SICHERHITT SHITERLECUHGER
-nicht fir Patentzwecke oder wissenschatiliche Publikationen-

SICHERHE TSHINTERLEGUNG — BAKTERIEN/ARCHAEAPILZE (vierle und fetzte Sefte) 01/2012



SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones cientificas (p. ej. descripcién de tipos de cepas)
o para fines de patentes. DS M Z
LEIBNIZ-TNSTITUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN @G
GmbH

MCoIcccnon Alemana de Microorganismos y Cultives Celulares», DSMZ)
Inhoffenstr. 7 B
D-38124 Braunschweig
ALEMANIA

A rellenar por la parte depositaria:

FORMULARIO para el
DEPOSITO DE
SEGURIDAD 3 reflenar por Nmero de entrada DSMZ:

el depositante
Ffecha de entrada del cuilivo:

BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS!

T, IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
£t cultivo & depositar es:

Referencia:
Exoceluiasa
{ x ) cuitivo puro

() cuitivo mixto

Denominacion taxondmica:
Escherichia coli {cepa B) {max. dos componentes)
oy

1. CONDICIONES DE CULTIVO
pH antes de la esteriiizacion 7

Medio:
Esterilizacion 20 minutos a 121 °C

LB, pit 7 con 100 pg/mi de carbenicitina
pH tras la esterilizacion: 7
Comportamientoe frente al oxigeno:

(x} aerobio

( ) microaerofilo

( ) anaerobio obligado

Condiciones especiales en la atmosfera:

Temperatura de incubacién: 37 °C

Periodo de incubacion: estandar (pernoctacion)

Conservacién a: 4 °C

Intervalo de inocutacién: de 2 a 3 semanas

s {cf. TRBA: Guia técnica para agentes bioldgicos): "Clasificacion de agentes bioldgicos en grupos de riesgo’
Los organismos modificados genéticamente deben poder

ta DSMZ >olo acepta para el depdsito aquellos microorganismos que han sido clasificados como grupn de riesgo !y 2 seqin la Diy

ialéai
66) y “Clasificacién de hongos en arupos de riesgo’ (TR

1 0 2 corvespondientes a la Divectiva 2009/41/CE de
modificados genéticamente en sistemas cerrados.

“ Marcar con una X en caso de que se facilite mas informacion en una hoja apatte

SOLO PARA DEPGSITOS DE SEGURIDAD
{No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITG DE SEGURIDAD - BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (primera paaina) 0173012

Ll

dasificarse dentro de los niveles de seguridad $1 0 52 correspondientes a la Ley alemana de regulacion de ingenieria genética o las dase
$/41/CE del Partamento Europeo v del Conseje Europeo sobre la utilizacion de microoi ganismos

25



$OLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
No utilizar en publicaciones cientificas (p. ej. descripciéon de tipos de cepas)

o para fines de patentes.

111, CONDICIONES DE CONSERVACION )
Cultivo de glicerina a -80 °C
Cultivo activo 4 °C
IV. CONDICIONES PARA LA COMPROBACION DE LA VIABILIDAD ()
Cuitivo en LB con 100 pg/mi de carbenicilina a 37 °C, pH 7

[

V. COMPONENTES DEL CULTIVO MIXTO (si corresponde)

Descripcitén de ios componentes {(max. dos componentes):

Procedimientos que permiten la comprobacion de la viabilidad de los componentes:

g

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

Grupo de riesgo del imicroorganismo segin TRBA {Guia técnica para agentes holdgicos): "Clasiticacion de agentes biclégicos £n grupoes de

riesgo’ (TRBA 466) v 'Clasificacion de hongos en grupos de riesgo’ (IRBA 460}

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

en el caso de microorganismos moditicadns genéticamente: Niveles de seguiidad segun fa Ley giemana de (egulacion de ingenigiia

gengtica:
(x)S51 (182
Et microorganismo a depositar ha de poder manipularse bajo las siguientes medidas de sequridad en el taboratorio®:

5

(x)L1 ()2

El microorganismo contiene tas siguientes caractevisticas que son o pueden ser peligrosas para [a salud ¢ el medio ambiente:

Especificar:

{ X)) El firmante desconoce 1s existencia de caracteristicas de dicho tipo.

2

! La DSMZ solo acepta para el deposito aqueilos microorganismos que han sido clasificados como grupu de riesgo 1y 2 segin 1a Dirgctiv.

sobre_sustanci

? Marcar con uha X en caso de que se facilite méas informacion en una hoja aparte.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
{No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD -~ BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS {sequnda pagina) 0172012



Vi DATOS DEL MICROORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE ()

1. DATOS DEL ORGANISMO RECEPTOR
Dencminacion: £, coli 8L

Grupo de riesgo’: (x)} GR1 { ) GR2
Sensibilidades:

Resistencias:

Auxotrofos:

Caracteristicas especiales: 8, F-, dum, opmT, hsds{rB-mB-) gal

(p. 2j. sistema de restriccion/modificacion,

recombinacion genética general)

2. DATOS DEL ORGANISMO DONANTE

Denominacion: Clostridium thermocelium

Grupo de riesgo’: (%) GR1 ( ) GR2 { YGR3
Descripcion del fragmento de ADN clonado:

Contenido informativo: £xocelulasa
Tamaio (en par de base): 2382 pares de base
( } genoma completo () cONA
( ) stbgenénico (x) sintético

() subgénico

Riesgo potencial del ADN clonado:
( ) patogeno { ) tumorigénico
{ ) toxigénico () alergénico

{x} sin riesgo potencial

3. DATOS DEL VECTOR

Denominacién: pPBAD-AT-Ceik

Derivado de: pBAD/glltA

Especificidad del hospedador: E. coli

Resistencias: Ampicitina

Tamano del ptasmido (en par de base): sin inserto: 5439 pares de base con inserto: 7821 pares de base
Promotores: Promotor araBAD

Ctros marcos de lectura disponibles: airaC

Datos de fa movilidad v tos sistemas propios de transferencia: /

Datos de {a infecciosidad propia: !

Pesibilidad de transferencia mediante virus auxiliares endogenos: /

4. DATOS DEL OMG?
Caracteristicas especiales:

{p. ej. produccién de...; uso como vector... etc.)  Uso como biocatalizador de céiulas completas

ADN extraio: { ) cromosomal integrado (x) episomal
Riesgo potencial: { ) patdgeno { ) tumorigénico
{ ) toxigénico { ) atergénico

{x) sin riesgo potencial
justificar:

CLASIFICACION SEGUN LA LEY ALEMANA DE INGENIERIA GENETICA: (%) St (152

De acuerdo con la Ley alemana de ingenieria genética. solo se puede efectuar al depdsito de un arganismao modificade genélicamente de

nivel de seguridad 2 si el depositario hi enviado a la DSMZ uné copia de los resuitados del conlrol de sequridad & traves de fas

autoridades correspondientes.

? Marcar con una ¥ en caso de que se facilite mas informacion en una hoja aparte.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
(No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD ~ BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (tercera pagina) 01/2612




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

V1L DESCRIPCION CIENTIFICA [

Expresion de superficie de una exacelutasa on £. coli

Y. INFORMACION ADICIONAL (Y

X. DEPOSITARIO®

El microorganismo descrito ha sido enviado para el depodsito de seguridad. Los cultivos de ta cepa son propiedad del
depositario. La cepa no se enumerara en los registros puablicos de la DSMZ sino que se procesara de forma estrictamente
confidencial. No se proporcionara la cepa a terceros sin fa aulorizacion por escrito det depositario. El deposito de seguridad
no es adecuacdo para fines de patente y ng se aceptara con fines de publicacion cientifica. Un tipo de cepa futuve para la
descripcién de un nuevo tipo se ha de depositar en la coleccion publica de fa DSMZ (formulario de inscripcion).

Institucion/empresa: 2YRUS Beteiligungsgeseallschaft mbh & Co.
Patente 1 KGi.L.

Nombre del firmante (en ietras de imprenta):

Becker Kostka [manuscrito]

£ firmante deposita: {x) en nombre de institucion/empresa

{ ) como depositario privado

Direccion:  Berliner Strasse 1 Firma:

12529 Schonefeld ffma ilegibie}

Teléfono: 030/6331108-
Fax: 030/6331108-20

Correo electronico: Fecha: 24/09/2013 [manuscrito]

¥ Marcar con una X en caso de que se facilite mas informacion en una hoja aparte.
* Este formutario de depésito es un contrato entre el depositante y el fugar del doposito y por tanto ha de ser fhmado por el depositante, Se

recomienda la inna de dos representantes. Si no se acuerda lo contrarie, el firmante es corresponsal de ta DSMZ. Inboducienda 1a
direccion de correo electronico se acelerard 1a correspondencia,

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
{No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD - BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (cuarta v Uitima pagina) 01/2012
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NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
Bitte nicht fiir wissenschaftiichie Publikationen {z.B. Beschreibung von Typstammen)

oder Patentzwecke verwenden!

L5y,
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DSMZ \
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e e 4%

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

inhoffenstr. 7 B

D-38124 Braunschweig

FORMBLATT fir die
SICHERHEITSHINTERLEGUNG

vom Hinterleger auszufilllen

GERMANY

Von der Hinterfegungssteiie auszufiflern:

DSMZ-Aufnahmenummer: 7] ? )f; i

Eingangsdatum der Kultur. 77 (7 ¢ (/ )’5’ e )

BAKTERIEN/JARCHAEA/PILZE!

. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Bezugszeichen :
Endocellulase

Taxonomische Bezeichnung:
Escherichia coli (B-Stamm)

Die zu hinterlegende Kultur ist:
{y) eine Reinkultur

{ ) eine Mischkultur

{max. zwei Komponenten)

()

1. ZUCHTUNGSBEDINGUNGEN

Medium: pH

LB, pH 7 mit 100 pg/ml Carbenicillin

vor der Sterilisation 7
Sterifisation20 minbvei 121 °C
pH nach Sterilisation: 7
Verhaiten gegeniiber Sauerstoff:

X )aerob

{ ) mikroaerophil

{ )obligat anaerob

Besondere Anspriiche an die Gasatmosphére:
Bebritungstemperatur: 37 °C
Bebritungsdauer: Standard (UN)
Aufbewahrung bei: 4 -C

Uberimpfungsintervall: 2-3 Wochen

Sicherheitsstufen S1 ader S 2 entsprechend dem _Gesetz zur Regelung der Gentechnik bzw. den idassen 1oder 2 entsprechend
der Richtlinie 2009/41/EG_des Européischen Parlaments und des Rates Gber die Anwendung genetisch  verdnderter

! Die DSMZ nimm? zur Hinterlegung ausschliellich Mikroo}ganismen an, die gemaR_Biostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind {vgl. TRBA (Technische Regeln fur Biologische Arbeitsstoffe): 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen'
{TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen’ { TRBA 460). Gentechnisch verdnderte Organismen missen den

Mikroorganismen in geschiossenen Systemen zugeordnet werden kénnen. .

)

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

NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht fiir Patentzwecke oder wissenschaftliche Pubiikationen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG ~ BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (erste Seite 01/2012)
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NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!

Bitte nicht fiir wissenschaftliche Publikationen
{z.B. Beschreibung von Typstimmen) oder Patentzwecke verwenden!

il AUFBEWAHRUNGSBEDINGUNGEN

Glycerinkultar bei -80°C
Aktivkultur 4°C

1V. BEDINGUNGEN FUR DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG

Kultivierung in LB mit 100 pg/inl Carbenicillin bei 37°C, pH 7

V. BESTANDTEILE DER MISCHKULTUR (wenn zutreffend)

Beschreibung der Bestandteile (max. zwei Komponenten):

Verfahren, die die Prifung auf Lebensfahigkeit der Bestandteile erméglichen:

(7

VI. EIGENSCHAFTEN, DIE FUR DIE GESUNDHEIT ODER DIE UMWELT GEFAHRLICH SIND

Risikogruppe des Mikroorganismus gema TRBA (Technische Regein fiir Biologische Arbeitsstoffe): ‘Einstufung von Bakterien in
Risikogruppen’ (TRBA 466) und ‘Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' (TRBA 460)'

{x } Risikogruppe 1 { )Risikogruppe 2

bei gentechnisch verdnderten Mikroorganismen: Sicherheitsstufe nach dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik:
x)81 ()82

Der zu hinterlegende Mikroorganismus darf unter folgenden Laborsicherheitsmalinahmen' gehandhabt werden:
&) L1 () L2
Der Mikroorganismus hat folgende Eigenschaften, die fiir die Gesundheit oder die Umwelt gefahrlich sind oder sein kénnen:

Bitte angeben:

Q( Dem Unterzeichneten sind derartige Eigenschaften nicht bekannt.

24

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschlieflich Mikroorganismen an, die gemaf_Biosioff-Verordnung den Risikogruppen 1 und

{TRBA 466) und ‘Einstufu_rﬁgvon Pilzen in Risikogruppen' ( TRBA 4560). Gentechnisch verdnderte Organismen miissen den
Sicherheitsstufen S1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik zugeordnet werden kénnen.

2 Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blait weitere Angaben eingereicht werden.

NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht fiir Patentzwecke oder wissenschaftliche Publikationen-

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



VIi. ANGABEN ZUM GENTECHNISCH VERANDERTEN MIKROORGANISMUS { 13

1. ANGABEN ZUM EMPFANGERORGANISMUS

Bezeichnung: K. coli BL2I(DE3)

Risikogruppe ': {x) RG1 { YRG2
Sensitivititen:

Resistenzen:

Auxotrophien:

besondere Eigenschaften: B; F-, dem, opmT, hsds(rB-mB-) gal, Lambda(DE)

(z.B. Restriktions-/Modifikationssystem,
generelle genetische Rekombination)

2. ANGABEN ZUM SPENDERORGANISMUS

Bezeichnung:  Bacillus subtilis
Risikogruppe": {X) RG1 { YRG2 { YRG3

Beschreibung des klonierten DNA-Fragments:

Informationsgehalt: Endocellulase
GréRe (in bp): 1422 bp
{ ) volistdndiges Genom { ) cDNA
{ ) subgenomisch {x) synthetisch

{ }subgenisch

Gefahrenpotential der klonierten DNA: { ) pathogen { )tumorigen
( )toxigen ( ) allergen
( x) kein Gefahrenpotential

3. ANGABEN ZUM VEKTOR
Bezeichnung: PET-AT-Cel5A
Abksmmling (Derivat) von: PET-] id
Wirtsspezifitit; E. cohi
Resistenzen: Ampicillin

Grofe des Plasmids (in bp): ohne Insert: 7070 bp mitInsert: 8492 bp

Promotoren: T'7lac Promotor

weitere vorhandene Leserahmen: Lacl

Angaben zu Mobilisierbarkeit und eigenen Transfer-Systemen:/,
Angaben zur eigenen Infektiositat:

Maglichkeit des Transfers durch endogene Helferviren: /

4. ANGABEN ZUM GVO'

besondere Eigenschaften: . ) )
(z.B. Produktion von ... Einsatz als ..-Vektor etc.)  Einsatz als Ganzzellbiokatalysator

Fremd-DNA; { )chromosomal integriert  {x) episomal
Gefahrenpotential; - - { ) pathogen { jiumorigen
{ )toxigen ( )allergen

(x) kein Gefahrenpolential
bifte begriinden:

KLASSIFIZIERUNG NACH GENTG: (X) §1 { )82

Die Hinterlegung eines gentechnisch verénderten Organismus der Sicherheitsstufe 2 kann gemag dem Gesetz zur Regelung
der Gentechnik nur in Kraft treten, wenn der DSMZ eine Kopie der Ergebnisse der Sicherheitsiiberprifung durch die
zusténdige Behbrde vom Hinterleger zugesandt wird.

K Bie DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschiieRlich Mikroorganismen an die gemafR Bigstoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe); 'Einstufung von Bakterien in Risikogruppen'
(TRBA 466) und ‘Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' ( TRBA 460). Gentechnisch verdnderte Organismen missen den
Sicherheitsstufen S1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der der Gentechnik zugeordnet werden kénnen.

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

NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht fiir Patentzwecke oder wissenschaftliche Publikationen-

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




. NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
: Bitte nicht fiir wissenschaftliche Publikationen ,
{z.B. Beschreibung von Typstammen) oder Patentzwecke verwenden!

Vill. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG ()

Oberflachenexpression einer Endocellulase auf E. coli

IX. WEITERE ANGABEN (¥

'. X. HINTERLEGER?

Der oben beschriebene Mikroorganismus wird zur Sicherheitshinterlegung eingeschickt. Kulturen des Stammes
bleiben Eigentum des Hinterlegers. Der Stamm wird nichtim &ffentlichen Bestand der DSMZ gelistet sondern streng
vertraulich bearbeitet. Ohne die schriftliche Aufforderung durch den Hinterleger wird der Stamm nicht an Dritte
abgegeben. Die Sicherheitshinterlegung ist nicht fiir Patentzwecke geeignet und wird nicht fiir die Zwecke
wissenschaftiicher Publikationen akzeptiert. Ein zukiinftiger Typstamm zur Beschreibung einer neuen Art muss in
" der offentlichen Sammiung der DSMZ hinteriegt werden (Aufnahmeformutar).

Institution/Firma: - ZY RUS Beteiligungsgescllschaft mbh & Co.
Patente | KG 1.L.

Name der unterzeichnenden Person(en} (in Druckbuchstaben):

p C’(-'ZZ{’ - /(/;737{‘/5.;

Die unterzeichnende(n) Person{en) hinterlegt/hinteriegen: { ) im Namen der institution/ Firma
{ ) als Privathinterleger

Anschrift: Berliner Strafe 1 Unterschrift{en): e '
12529 Schénefeld

Telefon: 030/6331108-

! Fax: 030/6331108-20

. . - " 3 3 2" .'3
E-Mail - ‘ Datum: 21{‘ [/} ‘] 2'(/—’{.3

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

Dieses Hinterlegungsformblatt ist der Vertrag zwischen Hinterleger und Hinterlegungsstelle und muss daher vom Hinterdeger
unterzeichnet w erden. Bel Firmen w ird empfohlen, dass zwei offizielle Firmenverireter unterschreiben. Wenn nicht anders

vereinbart, ist der Unterzeichner Korrespondenzpariner der DSMZ. Durch die Angabe derE-Mail-Adresse wird die Korespondenz
beschleunigt. .

NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht fiir 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 cientificas (p. ej. descripcion de tipos de cepas) DS MZ
o para fines de patentes. )
e
LEIBNIZ-INSTITUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND ’ :
ZELLKULTUREN GmbH
(«Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares», DSMZ)
Inhoffensir. 7 B
D-38124 Braunschweig

ALEMANTA
FORMULARIO para el A rellenar por fa parte depositaria:
DEPOSITO DE
SEGURIDAD a reflenar por S80-2013 Numero de entrada DSMZ: 27765 [manuscrito]
el depositante {manuscrito}
Fecha de entrada del cultivo: 19/09/2013 [manuscrito}

BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS!

""

L IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia: El cuitivo a depositar es:
Endocelulasa
{ % ) cultivo puro

Denominacion taxondmica: (Y cullive mixto
Escherichia coli (cepa B)
(max. dos componentes)

1I. CONDICIONES DE CULTIVO (Y

Medio: pH antes de ta esteritizacion 7

Esterilizacién 20 minitos a 121 °C
LB, pH 7 con 100 pg/mi de carbenicilina
pH tras la esterilizacién: 7

Comportamiento frente al oxigeno:
X} aerobio

) microaerdfilo
() anaerobio obligado

{
S
/
L

Condiciones especiales en ia atmostera:

Temperatura de incubacion: 37 °C

Periodo de incubacién: estandar (pernoctacion)
Conservacion a: 4 °C
Intervalo de inoctdacion: de 2 a 3 semanas

irectiy
500"

1. tog organismos modificados genédticamente deben podes
clasificarse dentro de los niveles de seguridad S1 o S2 correspondientes a ta Ley alemanra de regulacion de ingenieria genglica o ias clases
1 o 2 correspondientes a fa Directiva 2009/41/CE del Parlamento Europeo y det Cansejo Europeo sobre la utilizacion de microorganismos
modificados genéticamente en sistemas cerrados.

“ Marcar con una X en caso de que se facilite mds informacion en una heja aparte.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
(No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD - BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (primera pagina) 0172012
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x5

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

I1I. CONDICIONES DE CONSERVACION (Y

Cuitivo de glicerina a -80 °C
Cuttivo activo 4 °C

IV. CONDICIONES PARA LA COMPROBACION DE LA VIABILIDAD (y

Cultivo en LB con 100 pg/mi de carbenicilina a 27 °C, pH 7

V. COMPONENTES DEL CULTIVO MIXTO (si corresponde) oy

Descripcion de los componentes (max. dos componentes):

Procedimientos que permiten la comprobacion de la viabilidad de los componentes:

V1. CARACTERISTICAS PELIGROSAS PARA LA SALUD O EL MEDIO AMBIENTE (r

BA (Guia técnica para agentes biologicos): ‘Clasificacion de agentes bioldgicos en grupos de
'

Grupo de riesgo del microorganismo segin 1F

)y ‘Clasificacién de hongos en grupos de riesgo’ (TRBA

riesgo’ (]
( x ) Grupo de riesgo 1 { ) Grupo de riesgo 2

en el caso de microoiganismos modificados genéticamente: Niveles de seguridad segun a Ley alemane de reoulacion de inoenieria

gengtic

w0
[N]

{(x) 81 [
El microorganismo a depositar ha de poder manipularse bajo {as siguientes medidas de segwidad en ef laboratorio®:

(x)ul (L2
El microorganismo contiene las siguientes caracteristicas que son o pueden ser peligrosas pata 1a sofud o el medio ambiente:

Especificar:

{ X ) El firmante desconoce la existencia de caracteristicas de dicho tipo.

dent:o de ios mveles de seguruddd S1 oS82 couesponmentes a la Ley alcmdna de regulacion de ings 1i3_genética.

* Marcar con una X en caso de que se facitite mas informadion en una hoja aparte.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
(No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD ~ BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (segunda pagina) 0172012



VII. DATOS DEL MICROORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE ()

1. DATOS DEL ORGANISMO RECEPTOR

Denominacion: E. coli BL21(DE3)

Grupo de riesgo’: (x) GR1 { YGR2

Sensibitidades:

Resistencias:

Auxotrofos:

Caracteristicas espediales: B; F-, dem, opmT, hsds(rB-mi-) gal, Lambda(DE)
(p. ej. sisitema de restriccidn/modificacion,

recombinacion genética general)

2. DATOS DEL ORGANISMO DONANTE

Denominacién: Bacillus subtilis

Grupo de riesgo’: {x} GR1 { )GR2 { yGR3
Descripcion det fragmento de ADN clonado:
Contenido informativo: Endoceiulasa
Tamado (en par de base): 1422 pares de base
{ ) genoma complete () cDRA
() subgendmico (%) sintético

() subgénico

Riesgo potencial def ADN cionado:
( ) patogeno { ) tumorigénico
{ ) toxigénico () alergénico

{x) sin riesgo potencial

3. DATOS DEL VECTOR
Denominacion: pET-AT-Cel5A

Derivado de: pET-11d

Especificidad del hospedador: E. coli

Registencias: Ampicilina

Tamano del plasmidoe {en par de base): sin inserto: 7070 pares de base con insertor 8492 pares de bace
Promototes: Promoetor T71ac

Otros marcos de lectura disponibles: Lacl

Datos de la movilidad y os sistemas propios de transferencia: /

Datos de ta infecciosidad propia: /

Posibilidad de transferencia mediante virus auxiliares endégenos: /

4. DATQS DEL OMG?
Caracteristicas especiales:
{p. ej. produccion de...; uUs0 COME vector.. etc.) Uso como biocatalizador de células completas

ADN extraiio: { ) cromosomal integrado {x) episomat
Riesgo potencial: { ) patogeno { ) tumerigénice
{ ) toxigénico { ) alergénico

(¥} sin riesgo potencial
justificar:
CLASIFICACION SEGUN LA LEY ALEMANA DF INGENIERIA GENETICA: (X} S ()52

De acuerdo con 1a Ley alemana de ingenieria genética, solo se puede clectuar el depdsilo de un orgamsmo maodilicado gendlicamente de

nivel de seguridad 2 si el depositario ha enviado a I3 DSMZ una copia de los resultados det control de seguiidad a traves de las

autoridades correspondientes.

! La DSMZ solo acepta para el depdsito aquellos microorganisimoes que han side clasif
sobre sustancias bioldgicas (cf. TRBA: Guia técnica para agentes bioldgicoes): 'Clasificacion de agentes hioldgicos en giupos de
y ‘Ciasificacion de hongos en grupos de riesge’ ( ). Los organismos modificados genéticamente deben poder dasificarse
dentro de los niveles de seguridad S1 o S2 correspondientes a 1a Ley alemana de regulacion de ingen =]

" Marcar con una X en ¢aso de que se facilite mas informacién en una hoja aparte.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
{No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD - BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (teicera pagina) 0172017

>



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

VIL. DESCRIPCION CIENTIFICA €y

Expresion de superficie de una endocelutasa en L. coli

X, INFORMACION ADICIONAL (@

%. DEPOSITARIO?

€} microorganismo descrito ha sido enviado para el depodsito de seguridad. Los cuttivos de la cepa son propiedad detl
depositario. La cepa no se enumerara en 10s registros publicos de la DSMZ sino que se procesara de forma estrictamente
confidencial. No se proporcionaré la cepa a terceros sin la autorizacion por escrito dei depositario. €1 depésito de sequridad
ng es adecuado para fines de patente y ng se aceptard con fines de publicacion cientifica. Un tipo de cepd futuro para la
descripcion de un nuevo tipo se ha de depositar en 1a coleccion pablica de ta DSMZ (formulario de inscripcion).

Institucion/empresa: ZYRUS Beteiligungsgeselischaft mbh & Co.
Patente 1 KGi.l.

Nombre det firmante (en tetras de imprenta):

Becker Kostka {manuscrito]

El firmante deposita: () en nomnbre de institucion/empresa

( } como depositario privado

Direccion: Bertiner Strasse 1 Firma:

12529 Schoneteld [firmae Hlegibie}

Teléfono: 030/6331108-
Fax: 030/6331108-20

Correo electronico: Fecha: 24/09/2013  [manuscrito]

‘a1Cer con una X en caso de que se facilite mas informacion en una hoja aparte.
* Este formutario de depdsito es un contrato entie el depositante v el lugar del deposito y por tante ha de ser firmado por el depositante. Se

recomienda la tirma de dos representantes. Si no se acuerda o contrario, el fiimante es corresponsal de 1a DSMZ. Introduciendn a
direccion de correo electronico se acelerard la correspondencia.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
{No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPGSITO DF SEGURIDAD - BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (cuarta y (itima pagina) 01/2012



SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD .
No utilizar en publicaciones cientificas (p. ej. descripcion de tipos de cepas) %@

o para fines de patentes.

LEIBNIZ-INSTITUT DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH
(«Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares», DSMZ)
Inhoffensir. 7 B
D-38124 Braunschweig

ALEMANIA
FORMULARIO para el A reflenar por la parte depositaria:
DEPOSITO DE $81-2013 Nuamero de entrade DSMZ: 27766 | manuscrito]
{manusciito]
SEGURIDAD a rellenar por Fecha de entrada del cultivo: DSMZ/Patems
el depositante culture received [selio}

19 sept. 2013 (setic]

BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS'

i. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia: Et cuitive a8 depositar es:
Beta-glucosidasa
{ x j cltivo puro

Denominacion taxendmica: () cultivo misxto
Escherichia coli (cepa B)
(max. dos componentes)

11. CONDICIONES DE CULTIVO [

Medio: pH antes de la esteritizacicn: 7
£sterilizacion 20 minutos a 121 °C
L8, pH 7 con 100 pg/ml de carbenicilina
pH tras {a esterilizacion: 7
Comportamiento frente al oxigeno:
{») aerobio

{ ) microaerdfilo

( ) anaerobio ohligado

Condiciones especiales en fa atmosfera:

Temperatura de incubacion: 37 °C

Periodo de incubacion: estandar (pernoctacién)
Conservadion a: 4 °C
Intervalo de inoculacion: de 2 a 3 semanas

La DSMZ solo acepta para el deposito aquellos microorganismos gue han sido clasificados cono grupo de riesgo 1y 2 segun a Divecliva
sobre sustancias biolagicas (cf. TRBA: Guia técnica para agentes bioldgicos): 'Clasificacion de agentes bicidgicos en grupos de riesgo
{IRBA 466) vy ‘Clasificacion de hongos en grupos de riesge’ (TRBA 460). Los organisimos modificados genéticamente deben poder

clasificarse dentro de los niveles de seguridad St o S2 correspondientes a la Lev alemana de regulacion de ingenieria genética o 1as clases

1 ¢ 2 cosrespondientes a la Directiva 2009/41/CE del Partamento Europeo vy del Consejo Europeo sobre 1a wtilizacién de mictoorganismoes
modificados genéticamente en sistemas cerrados.

“ Marcar con una X en caso de que se facilite mas informacion en una hoja aparte,

SOLO PARA DEPQOSITOS DE SEGURIDAD
{No para fines de patentes ¢ publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD - BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (primera pagina) 01/2012



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

1. CONDICIONES DE CONSERVACION ()

Cultivo de glicerina a -80 °C

Cultivo activo 4 °C

IV. CONDICIONES PARA LA COMPROBACION DE LA VIABILIDAD oy

Cultivo en LB con 100 pg/mi de carbenicilina a 37 °C, pH 7

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

Descripcién de los componentes (max. dos componentes):

Procedimientos que permiten {a comprobacion de Ia viabilidad de los componentes:

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

{ x )} Grupo de riesgo 1 () Grupe de riesgo 2

en ¢l caso de microorganismos modificados genéticamente: Niveles de segunidad segiin fa Ley alemani de regitacion de ingenieria

gendtica:

(x)S1 {

£} microorganismo a depositar ha de poder manipularse bajo 1as siguientes medidas de seguridad en el taboratorio’:

(x)Lt ()2

El microorganismo contiene las siguientes caracteristicas que son o pueden set peligiosas pata la salud o el medio ambiente:

Especificar:

( X ) El firmante desconoce 1a existencia de caracteristicas de dicho tipo.

Q). Los organisinos modificados genéticamente dehen peder dasificarse
- ivica.

7 Marcar con una X en caso de que se facilite mas informacion en una hoja aparte.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
(No para fines de patentes o publicaciones cientificas)

DEPOSITO DE SEGURIDAD - BACTERIAS/ARQUEAS/HONGOS (segunda pagina) 0172012



VII. DATOS DEL MICROORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE ()

1. DATQS DEL ORGANISMO RECEPTOR
Denominacion: E. coli BL21{DE3)

Grupo de riesgo’: (%) GR1 ( YGR2

Sensibilidades:

Resistencias:

Auxotrofos:

Caracteristicas especiales: B; F-, dom, opmT, hsds{rB-mB-) gal, Lambda{DE)

(p. e). sistema de restriccion/modificacion,

recombinacion genética general)

2. DATOS DEL ORGANISMO DONANTE
Denominacion: Bacillus subtitis
Grupo de riesgo’: (%} GR1 () GR2Z { YGR3

Descripcion del fragmento de ADN clonado:

Contenido informativo: Beta-glucosidasa
Tamaio (en par de base): 1353 pares de base
{ ) genoma completo () cDNA
{ ) subgenomico (x) sintético

( ) subgénico

Riesgo potencial del ADN clonado:
() patogeno () turnorigénico
{ ) toxigénico () alergénico

(x) sin riesgo potencial

3. DATOS DEL VECTOR

Denorninacion: pET-AT-BgiA

Derivado de: pET-11d

Especificidad del hospedadar: £, coli

Resistencias: Ampicitina

Tamaho del plasmido (en par de hase): sin inserto: 7070 pares de base con inserto: 8423 pares de base
Promotores: Promotor T7iac

Otros marcos de tectura disponibles: Lacl

Datos de Ia rmovilidad y fos sistemas propios de transferencia: /

Datos de {a infecciosidad propia: /

Posibitidad de transferencia mediante virus auxiliares endégenos: /

4. DATOS DEL OMG*
Caracteristicas especiales:
(p. &j. produccion de...; uso como vector.. etc.)  Uso como biocatalizador de células completas

ADN extranio: ( ) cromosomal integrado (x) episcmal
Riesgo potencial: { ) patégeno { ) tumorigénico
{ ) toxigénico { ) alergenice

(x) sin nesgo putencial
justificar:
CLASTFICACION SEGUN LA LEY ALEMANA DE INGENIERIA GENETICA: (%) 81 [

L
N

cnélics
nivel de sequridad 2 si el depositario ha enviado a la DSMZ una copia de los resultados del contro! de seguidad a través de las

De acuerdo con fa ley alemana

autoridades correspondientes.

sobre sustangias bigiogicas (cf. TRBA: Guia técnica para agentes biotdgicos): ‘Clasificacion de agentes hiologicos en grupos do o
rupos de riesgo’ (FRBA 469). Los organismos rodificados genéticamente deben poder dasificarse

dentro ae los niveles de seguridad St o $2 correspondientes a la Ley alemana de regulacion de jgenigria gengtica.

Y Marcar con una X en caso de que se facilite mas informacion en una hoja aparte.

SOLO PARA DEPOSITOS DE SEGURIDAD
{No para fines de patentes o publicaciones cientificas)
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V1T, DESCRIPCION CIENTIFICA® ()

Expresicn de superficie de una beta-glucosidasa en E. coli

1%, INFORMACION ADICIONAL” [

X. ESTADO DEL CULTIVO TRANSCURRIDO EL PERIODO DE CORSERVACION DESCRITO?

a) £l cultive ha de pasar a formar parte del registro pablico de la DSMZ { Ysi ( yno
b} Et cultivo se ha de devolver al depositario a cambio de pagoe {ysi ( yno
<) La DSMZ ha de destruir el cultivo (Ysi (o

XI. DEPOSITARIOH

Institucion/empresa: ZYRUS Beteitigungsgeselischaft mbH & Ce.

Patente I KGi.L.

Nombre del firmante (en letras de imprenta):

BECKER LUUK [manuscrito]

£l firmante deposita: { ) en nombre de instilucion/empresa

{ } como depositatio privado

Direccion:  Berliner Strasse 1 Firma:

12529 Schénefeld {firmas itegibles]

Tetéfono: 030/6331108-0
Fax: 030/6331108-20

Carreo electronico:  ganzzelikatatysator@patentefonds [manuscrito] Fecha:

* Marcar con una X en caso de que se facitite mas informacién en una hoja apaite,

“ Se recomienda introducir la descripcion dentifica o 1a denominacion taxonémica propuesta (bajo 1.) del microorganismo.

Si lo desea puede introducir el nombre y direccion del inventor.

@

Marcar con una X en caso de gue se facilite mas informacion (exceptuando la mencionada en la nota a pie de pagina 5) en una hoja
aparte, comg por ejemplo el origen det microorganismo, et nombre v ia direcaon de otros higares de deposito en 1ns que se haya
depositado el microorganismo o el criterio aplicado para el establecimiento de 1a denominacion toxondmica propuesta. (Estos datos son
facultativos).

? Ef periodo de conservacion sequn el Tratado de Budapest es de um minimo de cinco ahos dasde 1o entrada de da (tima soticitud #n cagn de
prueba del organismo depositado; en cualquier case, de un minimo de 30 aitos tras el momento del deposito (Wotma 9.
. La normativa aqui establecida es valida hasta que se establezea jurisdiccion at respecto.

¥ Este formulario de deposito es un contrato entre el depositante v ef lugar del depésito y por tanto ha de ser finnado por el depositante.
Se recomienda la firma de dos representantes. Si no se acuerda io contrario, el firmante es corresponsal de la DSMZ, Introduciends 1a
direccidn de correo electronico se acelerara la correspondencia.

DSMZ/Patents
document received [sello}
30 oct. 20613 [selio]

Depdsito de patente, Formudario DSMZ-BP/ 1-Bacterias/arqueas/hongos ((uaita y ultima pagina) 6172012



NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
Bitte nicht fiir wissenschaftliche Publikationen iz.8. Beschizisung von Typstdmmen;j

oder Patentzwecke verwenden!

DSMZ |
kY

Es

o

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

D-38124 Braun

FORMBLATT fir dle
SICHERHEITSHINTERLEGUNG

vom Hinterleger auszufillen

Hinterlegungssielle suszuicnern:

rf [

bstaz-Auinahmenummer. o 7 (
! Patents
ngangsdatum der Kollur: P;‘?}:’fﬁ I’Z’% ived

18 Sep. 7013

BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE!

1. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Bezugszeichen :
beta-Glukosidase

Taxonamische Bezeichnung:
Escherichia coli (B-Stanm)

{y } eine Relnkultur

{ }eine Mischkultur

ie 2u hintertlegende Kultur ist.

(max. zwei Komponenien)

1. ZOCHTUNGSBEDINGUNGEN

2

()

Medium: pH

LB, pH 7 mit 100 pg/ml Carbenicillin

Sterilisation20 minbei 121 <C

pH nach Sterilisation: 7

vor der Sterilisation 7

Verhalten gegenliber Sauerstoff,
%X )aerns
{ ) mikrozerophil

{ ) obligzt anaerob

Besondere Anspriiche an die Gasatmosphére:

Bebritungsdauer: Standard (UN)

Aufbevrzhirung bei: 4 e°C

Bebustungstemperatur: 37 °C

Uberimpiungsintervall: 2-3 Wochen

Die DSMZ nimmt zur Hinterlegung ausschiie8ich Mikroorganismen an, die gemd2_Biostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln fir Biologische Arbeitsstoffe): *Einstufung von Bakierien in Risikogruppen'
(TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' { TRBA 460). Gentechnisch verdnderte Organismen miissen den
Sicherheitsstufen S1 oder S 2 entsprechend dem_Gesetz zur Regeluna der Gentechnik bzw. den Kassen 1oder 2 entsprechend
der Richtfinie 20094 1/EG  des Européischen Parlarrients und des Rates Uber die Anwendung genetisch  ver@nderter
Mikroorganismen In geschlossenen Systemen zugeordnet werden kénnen.

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

NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht fiir Patentzwecke oder wissenschaftliche Publikationen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG ~ BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (erste Selte 081/2012)



R FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
itte nicht fiir wissenschaftliche Publikationen
2,8, Beschreibung von Typstimmen) oder Palenizwecke verwendsn!

I AUFBEWAHRUNGSBEDINGUNGEN ¢y

Glycerinkultur bei -80°C
Aktivkultur 4°C

1V, BEDINGUNGEN FUR DIE LEBENSFARIGKEITSPRUFUNG -

o~

Kultivierung in LB mit 100 pg/ml Carbenicillin bei 37°C. aH

V. BESTANDTEILE DER MISCHKULTUR (wenn zuireiienc) Tt

Beschreibung der Bestandteile {max. zwei Komponentan}:

Veriahren, die die Prifung auf Lebznsfanigkeit der Bestzndiellz ermbgithien

VI, EIGENSCHAFTEN, DIE FUR DIE GESUNDHEIT ODER DIE UMWELT GEFAHRUCH SIND (¥

Risikogruppe des Mikroorganismus gemaR TRBA (Technische Regain {ir Blologische Arbeitsstofie): ‘Einstuiung von Baktengn in
Risikogruppen' (TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikegruppen' (TRBA 450)°
{x } Risikogruppe 1 ( ) Risikogruppe 2 . e

bei gentechnisch verandenen Mikroorganismen: Sicherheitsstufe nach dem Gesetz zur Regeluno der Gentechnik:

X )81 {182
Dsr 2y hinterlegende Mikroorganismus darf unter folgenden Laborsicherheitsmafinahmen gehandhabt werden:

&) L () L2

Dar Mikroorganismus hat folgende Eigenschaften, die fiir die Gesundheit oder die Umwelt gefahrich sind oder sein kénnen:

Bitte angeben:

M Dem Unterzeichneten sind derartige Eigenschaften nicht bekannt.

! Die DSMZ nimmt zur Hinterlequng ausschliefifich Mikroorganismen an, die gem3#_Biostofl-Verordnung den Risikegruppen 1 und
2 zyzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe): ‘Einstufung von Baklerien in Risikogruppen’
(TRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen’in Risikogruppen' ( TRBA 460). Gentechnisch verdnderie Organismen missen den

Sicherheilsstufen $1 oder S 2 entsprechend dem Gesetz zur Regelung der Gentechnik zugeordnet werden kénnen.

[SY

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

NUR FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht fiir Patentzwecke oder wissenschaftliche Publikationen.

SICHERHEITSHINTERLEGUNG — BAKTERIEN/ARCHAEEN/PILZE (2weite Seite) 01/2012



. ANGABEN ZUM GENTECHNISCH VERANDERTEN NIKROORGA

NISMUS i y

1. ANGABEN ZUM EMPFANGERORGANISMUS
Bezeichnung:  E. coli BL21(DE3)

Risikogruppe*: (X)RGS ¢ JRG2
Sensitivitaten:
Resistenzen:
Auxotrophien:
besondere Eigenschaften: B: F-. dem. opmT. hisdsi 73-mB8- zal, Lambda(DE)
(z.B. Restriktions-/Modifikationssystem, ) =
generelle genetische Rekombination)
2. ANGABEN ZUM SPENDERORGANISMUS
Bezeichnung:  Bacillus subtilis
Risikogruppe: {x) RG1 { 1RG2 { }RG3
Beschreibung des klonierten DNA-Fragments:
Informationsgehalt: beta-Glukosidase
Grofle (in bp): 1353 bp
{ ) volisténdiges Benom { }cDNA
{ )subgenomisch { x} synthetisch
{ ) subgenisch
Gefahrenpoiential der klonierten DNA: ( jpethogen ¢ ) tumorigen
{ Yiwoxigen ¢ ) allergen

i x) ksin Gefahrenpoientizi

3. ANGABEN ZUM VEKTOR
Bezeichnung: pET-AT-BglA

Abkémmiing {Derivat) von; PET-11d

Wirtsspezifitat: ~ E.coli
Resistenzen: Ampicillin
Gréfie des Plasmids {in bpy: ohne Insert: 7070 bp

Promatorer: T7lac Promotor

weitere vorhandene Leserahmen: Lacl
Angaben zu Mobilisierbarkeit und eigenan Trans;er—Systemen

Angaben zur eigenen Infekiiositat: !
Méoglichkeit des Transfers durch endogene Helferviren: !

mitinsert: 8423 bp

4, ANGABEN ZUM GVO'

besondere Eigenschafien:

{z.B. Produktion von ...; Einsatz als ..-Vektor etc.)  Einsatz als Ganzzelibiokatalysator

Fremd-DNA: { ) chromosemal integriert
Gefahrenpotential: { }pathogen
. { }toxigen
(x) kein Gefahrenpotential
bitte begriinden:
KLASSIFIZIERUNG NACH GENTG: (X} 81

Die Hinterlegung eines gentechnisch verdnderten Orgamsmus der Sicherheitsstufe 2 kann gema/S dem Geseiz zurRegelung
der Gentechnik nur in Kraft treten, wenn der DSMZ eine Kopie der Ergebnisse der Sicherheitstberpriifung durch die

zustandige Behdrde vom Hinterleger zugesandt wird.

(x

) episomal

{ ) tumorigen

(

(

) allergen

) S2

! Die DSMZ nimmt zur Hinterlequng ausschlieRlich Mikroorganismen an die gemaR Biostoff-Verordnung den Risikogruppen 1 und
2 zuzuordnen sind (vgl. TRBA (Technische Regeln fir Biologische Arbeitsstoffe): ‘Einstufung von Bakterien in Risikogruppen’
{IRBA 466) und 'Einstufung von Pilzen in Risikogruppen' { TRBA 480). Gentechnisch veranderte Organismen missen den
Sicherheitsstufen S1 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 FUR SICHERHEITSHINTERLEGUNGEN!
-nicht fiir Patentzwecke oder wissenschaftliche Publikationen-

SICHERHEITSHINTERLEGUNG —~ BAKTERIEN/ARCHAEA/PILZE (dritle Seite) 01/2012

Yyt



.. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG® (F

Oberflichenexpression einer beta-Glukosidase auf E, coli

IX. WEI

TERE ANGABEN’ (¥

X. VERBLE!B DER KULTUR NACH ABLAUF DER VORGESCHRIEBENEN AUFBEWAHRUNGSDAUER®

a) Die Kultur soll in den Bestand der 6ffentlichen Sammlung der DSMZ tiberfihrt werden  ( )ja { )nein
b) Die Kultur soll gegen Geblihr an den Hinterfeger zurlickgegeben werden ( )ja { )nein
¢} Die Kultur soll durch die DSMZ vernichtet werden { }ja { )nein

Xl HINTERLEGER10

Institution/Firma; ~ ZYRUS Beteiligungsgesellschaft mbH & Co.

Patente I KG i.L.

Name der unterzeichnenden Persl(rlp) (in Druckbuchstaben):

Die unterzeichnende(n) Person{en) hinterlegt/hinterlegen:

Anschrift:

Telefon:
Fax:

E-Mail

CUER, L ik

( ) im Namen der Institution/ Firma
{ ) ale Privathinterfeger

Berliner Strafle 1
12529 Schénefeld

030/6331108-0
030/6331108-20

8%[“(&\%{‘].1;&(@ Pa"ta'kfl omﬁ Datumn:

Patenthinterlegung, Formblatt DSMZ-BP/1-Bakterien/Archaeen/Pilze (vierte und letzte Seite) 01/2012

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

Es wird empfohlen, die wissenschaftliche Beschreibung und/oder die vorgeschlagene taxonomlsche Bezeichnung (unter |.}des
Mikroorganismus anzugeben.

Wenn erwlinscht, kbnnen hier Name und Adresse der/des Erfinder/s eingetragen werden,

Ankreuzen, wenn auf ehem gesonderten Blatt weitere Angaben {aufier den unter Fufinote 5 genannten)eingereicht werden, z. B.
Herkunft des Mikroorganismus, Name und An schiift anderer Hinterlegungsstellen, bel denen der Mikroorganismus hintertegt
worden ist, oder das fir die Festlegung der vorgeschiagenen taxonomischen Bezeichnung angewandte Kriterium, (Diese Angaben
sind fakultativ).

Die Dauer der Aufbewahrung betragt geman Budapester Verlrag mindestens finf Jahre vom Eingang des letzten Antrags auf
Abgabe einer Probe des hinterlegten Organismus in jedem Fall jedoch mindestens 30 Jahre nach dem Zeitpunkt der Hinterlegung
(Regel 9.1 desBUDAPESTER VERTRAGES). Di hier vereinbarte Regelung gilt solange, bis es vebindliche Rechisprechungen
zu dem Sachverhalt gibt,

Dieses Hinterlegungsformblatt ist der Vertrag zwischen dem Hinterleger und der Hinterlegungsstelle und muss daher vom
Hinterleger unterzeichnet werden. Bei Firmen wird empfohlen, dass zwei offizielle Firmenvertreter unterschreiben. Wenn nicht
anders vereinbant, ist der Unterzeichner Korrespondenzpartner der DSMZ. Durch die Angabe der E- Manlﬁ%ﬁ& ytrd die
Korrespondenz beschieunigt. Patents

document racaived

30,0kt o3
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BIOCATALIZADOR DE CELULA COMPLETA EN LA DEGRADACION DE

BIOMASA CELULOSICA

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invéncién se relaciona con una molécula de éacido
nucleico gque comprende los siguientes componentes: (1) una
seccién la cual codifica para un péptido sefial, (2) una
seccién la cual codifica para una celulasa heterdloga,
(3) una seccidén opcional la cual codifica para un sitio de
reconocimiento de proteasa, (4) una seccidén la cual codifica
para uﬁ'enlazante tranémembranal, y (5) una seccidén la cual
codifica hpara un dominio transportador de un
autotransportador o de una variante del mismo.

Los aspectos adicionales de la presente invencidn
se relacionan con polipéptidos los cuales son codificados por

una molécula &acido nucleico como se describe en lo anterior,

ery

microorganismos los cuales presentan los polipéptidos - .

correspondientes en su superficie y fracciones de membrana
que se pueden obtener de estos microorganismos. La presente
invencién también se relaciona con un método para la
produccién de productos de 'reaccién, en particular de
produbtos de reaccidén de celulosa utilizando microorganismos
o fracciones de membrana y también el uso de microorganismos
y/0 preparaciones de membrana para producir productos a partir

de una reaccidn la cual es catalizada por una celulasa.

No. de Ref.:247342
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Las celulasas son enzimas las cuales pueden
degradar celulosa en su unidad  Dbéasica, beta-glucosa.
Las celulasas se forman uUnicamente a partir de una parte
pequefia de los organismos que degradan plantas tales como por
ejemplo, bacterias especiales vy flagelados y partir de
microorganismos que degradan madera tales como hongos. Con la
ayuda de estas enzimas los H&croérganismos correspondientes
son capaces de dividir y reciclar metabdlicamente celulosa,
la cual normalmente también consiste de 3000 a 15,000
moléculas de glucosa, en productos de degradacidén vy
finalmente en glucosa. Las celulasas incluyen, en particular,
tres tipos de enzimas cuyos efectos combinados permiten una
digestién racional de las moléculas de celulosa:

1. Endocelulasas {(clase de enzima, EC 3.2.1.4):
Estas enzimas dividen celulosa en secciones mas 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 estédn desordenadas unas en relacidn con
otras. Como un resultado de esto, las enzimas generan un
numero mas grande de extremos de cadena.

2. Exocelulasas (EC 3.2.1.91): estas enzimas
unicamente dividen celulosa de sus extremos mientras
continuamente acortan las cadenas de celulosa. La reaccidén de las

exocelulasas tipicamente provocan unidades celobiosa (disacaridos),
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pero también glucosa, celotriosa o celultetraosa para separar
por divisidén a partir de la cadena de celulosa.

3. Celcbiosa o beta—g;ucosidasa (EC 3.2.1.21): Este
grupo de enzimas divide el enlace beta-glucosidico entre dos moléculas
de glucosa de la celobiosa y de esta manera vuelve disponible
la glucosa para procesos metabdlicos adicionales.

Cada una de las tres enzimas mencionadas es capaz
de atacar la biocmasa celulédsica por si misma. No obstante, se
supone que una combinacidén de los tipos de enzima se comporta
sinergisticamente en un alto grado dado qgue atacan diferentes
unidades estructurales naturales de la biomasa celuldbsica.
En particular, cuando se utiliza celobiocasa se puede esperar
que la degradacidén de las celobiosas, celotriosas y otros
celooligosacaridos superiores proporcionados por las endocelulasas y
exocelulasas en glucosa genera un desplazamiento del equilibrio de las
reacciones catalizadas enzimaticamente y de esta manera alienta una
conversidén mas eficaz.

La celulosa y hemicelulosa son componentes principales de
la madera y muchas plantas y de esta manera representan una materia
prima disponible libreﬁente. Un problema con - la conversién del
material, no obstente, se encuentra en la dificultad de
separarlo, por ejemplo en glucosa, el cual representa un
obstaculo para su uso extenso en la obtencidén de bioetanol.
En el estado de la técnica, actualmente estan presentes

algunas enzimas purificadas que se utilizan para descomponer

L
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celulosa en glucosa las <cuales generalmente deben ser
alsladas de cultivos micéticos tales como Trichoderma reesei
o C. acetobulyticum (cf. Shah et al., App. Biochem. Biotech.
(1991), wvol. 18/29, 99 - 106). La purificacién de las enzimas
individuales y el mezclado de una combinacién de enzimas
eficaz antes del wuso en 1la descomposicién de biomasa
celuldésica representa un factor de costo significativeo en el
estado de la técnica actual. También es imposible en el
estado de la técnica recuperar las enzimas libres
correspondientes del producto obtenido. Por lo tanto, existe
la necesidad de una forma de elaboracién facil de celulasas
la cual, en primer lugar, permita una manufactura y procesos de
mezclado simplificados y en segundo lugar permita que  las enzimas sean
recuperadas conforme son utilizadas, de una manera sencilla.

Un problema de la presente invencidén por lo tanto
se encuentra en sumlnistrar un agente con una actividad de
celulasa, por lo que el agente no es accesible facilmente
para moléculas de sustrato  pero también puede ser
amplificada, reciclada y regenerada de una manera sencilla.
Esto habilitaria varias etapas de <catalizador sin 1la
ﬁecesidad de fabricar repetidamente agente nuevo. Un problema
adicional de la presente invencién se encuentra en
proporcionar un agente que presente propiedades favorables
respecto a su genética, termoestabilidad, susceptibilidad a

almacenamiento y estabilidad.

Yy T
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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
las condiciones de reaccidn para la divisidén de celulosa y la
separacién 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 vy
permanecer estables en diversas soluciones y amortiguadores
bajo condiciones variables durante un periodo prolongado.

La autopresentacidén representa una herramienta
elegante para presentar proteinas recombinantes sobre la
superficie de las bacterias. Este sistema de expresidén se
basa en el mecanismo de secrecidén de la familia de proteinas
de los autotransportadores, los cuales pertenecen al sistema
de secrecidén tipo V.

En bacterias gramnegativas, la via
autotransportadora se conforma tanto del transporte de

proteinas a la superficie celular asi como la secrecidédn de

proteinas en el espacio extracelular (Jose y Meyer, 2007).

Las proteinas autotransportadoras son sintetizadas como
proteinas " precursoras, las <cuales satisfacen todos 1los
requerimientos estructurales ©para el transporte a la

superficie celular (Jose, 2006). Son sintetizadas con un

4§
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péptido seflal N-terminal, el cual es tipico 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 serial, se pliega a si misma en la membrana
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 (Jose et
al., 2002). Aqul se puede separar por divisién -ya sea
autoproteoliticamente o por una proteasa adicional- o
permanecer anclado a la envoltura de la célula por medio del
dominio trans?ortador.

La sustitucidén del pasajero natural por una
proteina recombinante genera la translocacién a la superficie
de la misma. Para hacer esto, se deben utilizar procesos de
ingenieria genética para construir un precursor artificial
que consiste de un péptido sefial, el pasajero recombinante,
el beta-barril y una regidén 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
esta manera para una presentacidén eficiente en superficie de
diversos dominios pasajeros (Henderson et al., 2004). En el
sistema de autopresentacién, se ha observado una
autoasociacién de subunidades sobre una enzima activa,
por ejemplo, en la enzima dimérica sorbitol-deshidrogenasa

(Jose, 2002; Jose and von Schwichow, 2004).
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En particular, la tecnologia de autopresentacidn es
un método de expresidédn para proteinas especificas en la
superficie de la membrana exterior de E. coli y otras
bacterias gramnegativas con un sistema de autopresentacién
que se basa en el mecanismo de secrecidén natural de las
proteinas 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
secuencia codificante entre el péptido sefial y el dominio de
translocacién del vector de autopresentacidén utilizando
técnicas de ingenieria genética comunes. El péptido serial se
puede obtener de una subunidad de la toxina del célera y se
puede combinar con un promotor artificial. En consecuencia,
la proteina pasajera destinada para translocacidén a través de
la membrana exterior se expresa como proteina de fusidn
recombinante con otra proteina, conocida como un
autotransportador, sobre 1la membrana exterior de E. coli
(AIDA-I) (Jose, 2006). La porcidén C-terminal de la proteina

autotransportadora forma una estructura similar a poro

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

" E. coli (Jose, 1995, 2006, 2007).

El concepto del sistema de autopresentaciédn,
descrito por primera vez por Jose et al. (1995), se ha

conocido durante mas de 15 afios. 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) vy
enzimas activas redox las gque a su vez generan factores
redox, en particular NAD/NADH 'y NADP/NADPH (véase WO
2012/025628), los cuales muestran .la actividad deseada.
No obstante, la transferencia del sistema de autopresentaciédn
a una clase de enzima nueva atin representa retos
considerables para las personas expertas en el &ambito,
especialmente puesto que no se garantiza una naturalizacién
correcta de las proteinas, 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 inmovilizacidén de celulasas.

El problema de la presente invencidn se resuelve
por la materia objeto de las reivindicaciones independientes.
Se pueden derivar modalidades preferidas a partir de las
reivindicaciones dependientes.

El problema de la presente invencién se resuelve de
acuerdo con un primer aspécto por una molécula de acido
nucléico que comprende:

(1) una seccidén que codifica para.un péptido sefial,

(2) una seccién que codifica para una celulasa

eterdloga o una variante de la misma,

(3) una seccidén opcional que codifica para un

sitio de reconocimiento de proteasa,

b)Y
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(4) wuna seccidn que codifica para un enlazante
transmembranal, y

(5) una seccidn que codifica para un dominio
transportador de un autotransportador o una variante del
mismo.

Los aspectos adicionales de la presente invencidn
se relacionan con proteinas y polipéptidos, obtenibles por
transcripcidn de las moléculas de acido nucleico
correspondientes y microorganismos que contienen las
proteinas correspondientes y preparaciones de membrana
asequibles a partir de estos microorganismos. Un aspecto
adicional de la presente invencién se reiaciona con un método
para producir un producto de reaccidén utilizando por lo menos
una celulasa, que comprende las sigulentes etapas:

(1) preparacidén de por lo menos un microorganismo,
el cual presenta una célula en su superficie vy/o una
preparacién de membrana de este microorganismo, y

(ii) poner en contacto por lo menos un
microorganismo y/o una preparacién de membrana con uno o mas
sustratos de celulasa bajo condiciones compatibles con lé
actividad de celulasa.

Finalmente, la presente invencidén también se
relaciona con el uso de microorganismos o preparaciones de
membrana descritas para fabricar productos de reaccidén 1los

cuales se pueden producir a partir de catdlisis de celulasa y

g/i/
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también métodos para la produccién de microorganismos vy
preparaciones de membrana correspondientes.

En una modalidad ©preferida de la presente
invencién, la molécula de dcido nucleico se enlaza
funcionalmente con  una secuencia para regulacidén de
expresidn. En una modalidad preferida, el término "secuencia
para regulacién de expresidn", como se utiliza en la
presente, se refiere a una secuencia de &cido nucleico 1la
cual puede regular el nivel delexpresién de una molécula de
acido nucleico, preferiblemente corriente abajo de la
secuencia para regulacidén de expresidén. La secuencia para
regulacidén de expresidédn puede ser, por ejemplo, un promotor.
Las personas expertas en el ambito estdn familiarizadas con
secuencias adecuadas para regulaciédn de expresidén y métodos
para el enlace funcional de estas secuencias con una molécula

de acido nucleico. En relacidén con la presente invencién, las

secuencias de requlacién de expresién se prefieren especialmente las

cuales codifican para reguladores de expresién los cuales pueden ser
activados con ‘la ayuda de los inductores isopropiltioglucopirandsido
(IPTG) o arabinosa, en particular L-arabinosa.

En una modalidad preferida de la presente
invencidén, la molécula de acido nucleico es parte de un
plédsmido recombinante.

En una modalidad preferida de la presente

invencidén, el término "heterdlogo", como se utiliza en 1la
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presente, se refiere a una molécula de acido nucleico la cual
se ha construido utilizando métodos de ingenieria genética,
por ejemplo, mediante empalme de una secuencia para
regulacién de expresidn y una secuencia que se va a expresar,
la cual normalmente no se encuentra bajo el control de esta
secuencia para regulacidén de expresién o mediante el uso de
una secuencia la cual tiene una mutacidén puntual a partir de
la secuencia original. De esta manera, incluso si solo una
seccidén de una construccién se describe como heterdloga, por
lo tanto implica que la construccidén completa es heterdloga.
Las personas expertas en el ambito estdn familiarizadas con
los métodos de 1ingenieria genética. En una modalidad
preferida adicional, el término "heterdlogo" como se utiliza
en la presente se refiere a una molécula de &cido nucleico
que codifica para un polipéptido la cual estd empalmada a una
secuencia para regulacién de expresidédn y/o una secuencia
fusionada, la cual se deriva de un ofganismo diferente de 1la
secuencia para regulacidén de expresidn que se va a expresar.
En una modalidad preferida adicional, el término
"heterélogo", como se utiliza en la presente en relacidédn con
un polipéptido de celulasa significa que la seccidén de la
molécula de Aacido nucleico la cual codifica para la celulasa,
se ha obtenido o se ha tomado de un organismo diferente que
por lo menos una seccidén adicional, de manera que el dominio

a transportador o la secuencia para regulacidén de expresidn o

5
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el enlazante transmembranal. Por ejemplo, la celulasa es
heterdloga si se ha obtenido de Bacillus subtilis, pero todas
las demé&s secuencias se han obtenido de E. coli. En una
modalidad preferida adicional, el término "heterdlogo", como
se utiliza en la presente, significa que la secuencia de
acido nucleico descrita como heterdéloga se ha derivado de un
organismo el cual es diferente del hospedador u hospedador
destinado o utilizado para expresar o amplificar esta
secuencia de acido nucleico.

En una modalidad ©preferida especialmente, la
molécula de &cido nucleico comprende las secuencias SEC 1ID
NO: 1, SEC ID NO: 3 o SEC ID NO: 5 o variantes de las mismas.

En una modalidad de la presente invencidn, el
término "péptido seflal", como se utiliza en la presente, se
refiere a una secuencia de aminodcidos, 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 translocacidén a un éompartimiento

especifico de la célula, preferiblemente un compartimiento

diferente del citosol. En una modalidad preferida.

especialmente, la célula hospedadora es una bacteria
gramnegativa y el péptido seflal provoca que el polipéptido
naciente o completado sea sometido a translocacidén en el
periplasma de la membrana exterior de la célula de la

bacteria gramnegativa.
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En una modalidad preferida adicional de la presente
invencién, el término "sitio de reconocimiento de proteasa”,
como se utiliza en 1la presente, se refiere a un patrdén de
secuencia de aminodcidos especifico en un polipéptido, en donde este
patrdén de secuencia se reconoce especificamente por la proteasa de
manera que se une y escinde al polipéptido.

Dentro del alcance de la presente invencidn,
también se prefiere si el término "enlazante transmembranal",
como se utiliza en la presente, se refiere a una seccidn de
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 naturalizacidn independiente y/o transporte del
polipéptido de regeneracidn de factor redox.

En una modalidad preferida de la presente
invencién, el término "dominio transportador de un
autotransportador" se refiere a un dominio el cual puede ser
utilizado para obtener el producto de expresién de una
molécula de acido nucleico, si se sintetiza ribosdmicamente
dentro de la célula, preferiblemente en el citoplasma
bacteriano y es sometido a translocacién a la membrana
exterior de la célula, preferiblemente al lado de la membrana
exterior que estd expuesto al ambiente extracelular. En una
modalidad especialmente preferida, el dominio transportador

tiene el efecto de que el producto de expresidédn se localiza
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sobre la superficie externa de la membrana exterior. En una
modalidad preferida de la presente invencidén, el dominio
transportador de un autotransportador es una proteina que se
localiza sobre la membrana exterior de la célula y la secciédn
que codifica para una celulasa es parte de un dominio, bucle
o alguna otra parte del dominio transportador © 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 invencidn,
el dominio transportador de un autotransportador es una proteina de un
sistema el cual puede ser utilizado para presentar
polipéptidos sobre la superficie de una célula.

En una modalidad preferida, las variantes de
aminocacidos o secuencias de &cido nucleico a las que se hace
referencia en la presente solicitud de manera explicita, por
ejemplo por el nombre o el numero de deposicidén o incluso por
el término "variante de" o, de manera implicita, por ejemplo
por una descripcién de su funcidén en el ~contexto de 1la
presente 1invencidén. En una modalidad preferida, el término
"variante" como se utiliza en la presente comprende un
aminoécidé o secuencias de acido nucleico que son 60, 70, 75,
go, 85, 90, 92, 94, 95, 86, 97, 98 & 99% idénticas al
aminocacido gue sirve como referencia vy, bajo condiciones
comparables, muéstfa actividad de celulasa similar. En una
modalidad preferida, el término "variante" comprende, con

respecto a una secuencia de aminoacidos, aquellas secuencias

(22N
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de aminodcidos gque tienen uno o més cambios de aminocacidos
conservadores en relacién a la secuencia de referencia.
En una modalidad preferida, los términos "variantes" de una
secuencia de amincadcidos o secuencia de 4cido nucleico
comprenden secciones activas y/o fragmentos de la secuencia
de aminodcidos o la secuencia de &cido nucleico. En una
modalidad preferida, el término "seccidn activa", como se
utiliza en la presente, se refiere a una secuencia de
amino4dcidos o una secuencia de &cido nucleico que es mas
corta que la secuencia de aminodcidos o de acido nucleico de
longitud completa pero que aln retiene por lo menos parte de
su actividad bioldgica esencial, por ejemplo, como una
celulasa. En una modalidad preferida, el término "variante"
de un acido nucleico comprende los &cidos nucleicos de 1la
cadena complementaria los cuales - preferiblemente bajo
condiciones rigurosas - hibridizan con el &cido nucleico de
referencia. La rigurosidad de las reacciones de hibridacidén
se puede determinar facilmente por una persona experta en el
ambito y habitualmente es un célculo empirico, como una
funcién de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado
y la concentracién de sal. En general, sondas ma&s largas
requieren mayores temperaturas para una asoclacidédn perfecta
mientras que sondas ma&s cortas requieren temperaturas méas
bajas. La hibridacidén generalmente depende de la capacidad

del ADN desnaturalizado para renaturalizacidédn, cuando las
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cadenas complementarias estan en un ambiente que tiene una
temperatura por debajo del punto de fusidén de las cadenas.
Cuanto mayor es el grado de homologia deseado entre la sonda
y una secuencia hibridizable mayor es la temperatura relativa
que se puede aplicar. Por 1lo tanto, se deduce que

temperaturas relativas superiores tienden a volver las

'~ condiciones de reacién mas rigurosas, mientras que

temperaturas mas bajas reducen esta rigurosidad. Los detalles

adicionales de una explicacidén de la rigurosidad de las
reacciones de hibridacién se puede encontrar en Ausubel et
al. (1995). En otra modalidad preferida el término "variante"
de un &cido nucleico o aminodcido se refiere a un &cido
nucleico o aminodcido que tiene, por lo menos hasta cierto
grado, la misma actividad bioldgica y/o funcidn que el &acido
nucleico o aminocdcido de referencia. En una modalidad
preferida, el término "variante" de una secuencia de Aacido
nucleico, como se utiliza en la presente, se refiere a otra
secuencia de acido nucleico 1la cual codifica para una
secuencia de aminoacidos que es similar a la secuencia de
aminodcidos 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

thermocellum. La <celulasa puede ser una endo-, exo—- O

s
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exocelulasa o una beta-glucosidasa. Dentro del alcance de la
presente invencidén, no obstante, es preferible si es una
endocelulasa de Bacillus subtilis, ﬁna exocelulasa de
Clostridium thermocellum o una beta-glucosidasa de
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.

El dominio transportador del autotransportador de
acuerdo con la invencién puede ser cualquier dominio

transportador de un autotransportador y preferiblemente es
capaz de formar una estructura de [B-barril. Una descripciédn

extensa de las estructuras de f-barril y los ejmplos

preferidos para autotransportadores de [P-barril se describen

en WO 97/35022 y forman parte de la presente descripcién como
referencia. Henderson et al. (2004) describe proteinas
autotransportadoras con dominios autotransportadores

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

Henderson et al., 2004). La descripcidn de Henderson et al.
(2004) forma parte de la presente descripcidédn como
referencia. Por ejemplo, el dominio transportador del

autotransportador se puede seleccionar de: Ssp (P09489, &,
marcescens), Ssp~hl (BAA33455, S. marcescens), Ssp-Hs

(BAA11383, S. marcescens), PspA (BAA36466, P. fluorescens),
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PspB (BAA36467, p. fluorescens), Ssal (AARB04°90.
P. haemolytica), SphBl (CAC44081, B. pertussis), AspA/NalP
(AAN71715, N. meningitidis), VacA (Q48247, H. pylori), AIDA-I
(Q03155, E. coli), IcsA (ARA26547, S. flexneri), MisL (AAD16954, S.
enterica), TibA (AAD41751, E. coli), BAg43 (939180. E. coli), Shda
(AAD25110. S. enterica), AutA (CAB89117, N. meningitidis), Tsh (154632,
E. coli), SepA (CAC05786, S. flexneri), EspC (RAC44731, E. coli), EspP
(CAAG6144, E. coli), Pet (ARC26634, E. coli), Pic (RAD23953, E. coli),
SigA (AAF67320, S. flexneri), Sat (AAG30168, E. coli), Vat (AR021903,
E. coli), EpeA (AAL18821, E. coli), EatA (AARO17297, E. coli), Espl
(CAC39286, E. coli), EaaA (RAF63237, 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 (Q%972812, C.
pneumoniae), Pmp2l (Q926U5, 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. enterica), EstA
(ARAB61674, P. aeruginosa), Lip-1 (P40601, X. Iluminiscens),
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

cada uno de los ejemplos de proteinas autotransportadoras,
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los ejemplos, de los numeros de acceso y especies adecuados
de GenBank, para los cuales se pueden obtener
autotransportadores se proporcionan entre paréntesis. Dentro
del dmbito de la presente invenciédn, el dominio transportador
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, Pic, SigA, Sat, Vat, EpeA,
EatA, Espl, EaaA, EaaC, Pertactina, BrkA, Tef, Vag8, PmpD,
Pmp20, Pmp2l, 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 autopresentaciédn, también denominado como una via
autotransportadora del tipo AIDA-I de <células Dbacterias
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

alterar la secuencia de aminocadcidos en las estructuras de

bucle del p-barril que no pertenezcan a las secciones
transmembranales. Opcionalmente, los &cidos nucleicos que
codifican para los bucles de superficie se pueden suprimir
por completo. Ademds, se pueden realizar intercambios de

aminocacidos conservadores dentro de las estructuras de lamina
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plegada B anfipdticas, es decir, intercambio de un aminoacido
hidrofilico por otro aminodcido hidrofilico y/o intercambio
de un amincdcido hidrofébico por otro aminodcido hidrofébico.
Preferiblemente, a nivel de aminoé&cidos una variante tiene
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

regién de estructuras de laminas plegadas f.

Como ée describe en lo anterior, el problema de la
presente 1invencidédn se resuelve, en un aspecto, pPoOr 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 &cido nucleico como

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
expresar un polipéptido. Este microorganismo también se puede
denominar como un "catalizador de célula completa" o
"biocatalizador de célula completa”. En otra modalidad
preferida, 1la célula o célula hospedadora es wuna célula
procaridética, preferiblemente una célula bacteriana

gramnegativa, de manera muy especial preferiblemente una
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célula de E. coli. En otra modalidad preferida, la célula es
una célula eucaridtica. En otra modalidad preferida la célula
o célula hospedadora es una espora de una procariota.

Una célula bacteriana comprende un numero de
compartimientos los cuales estan separados entre si por
membranas hidrofdébicas. Una célula bacteriana grampositiva
tiene una membrana plasmdtica la cual delimiﬁa el citosol, el
interior de la célula. La membrana plasmdtica estéd rodeada
por una capa de péptidoglucano. En contraste, la bacteria
gramnegativa posee, ademds de la membrana plasmatica, otra
mempbrana conocida como la membrana exterior. El término
"superficie", como se utiliza en la presente, prefriblemente
se refiere a una capa del microorganismo que estd expuesto al
ambiénte, en donde el ambiente es, por ejemplo, el medio de
cultivo liguido utilizado como un cultivo para la célula de
interés. En una modalidad preferida muy especialmente, un
polipéptido de acuerdo con la presente invencidn se expresa
en el exteriof de la membrana exterior y una célula
bacteriana gramhegativa. En una modalidad preferida, un
polipéptido de acuerdo con la presente invencidédn se expresa
en el interior de la membrana exterior de vuna célula
bacteriana gramnegativa. En .otra modalidad preferida, el
polipéptido de acuerdo con la invencidén se expresa en el
exterior de un esferoplasto, el cual es una célula bacteriana

gramnegativa a partir de la cual se ha separado la membrana
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exterior. La persona experta en el ambito estaré
familiarizada con métodos gque se pueden utilizara producir
esferoplastos. En otra modalidad preferida, el polipéptido de
acuerdo con la invencidén se expresa en el exterior de una
célula bacteriana grampositiva. De esta manera, como se
utilizan en 1la presente, los términos '"presentado en la
superficie"” y "expresado en la superficie" son sindénimos.

De acuerdo con un aspecto adicional, el problema de
la presente invencién se resuelve por una fraccidén de
membrana la cual se puede obtener a partir de la célula de
acuerdo con el aspecto previo de la presente invencidn.

En una modalidad preferida de la presente
invencién, la fraccién de membrana o la preparacidn de
membrana, los dos términos se utilizan de manera
intercambiable, comprende una celulasa de acuerdo con el
primer aspecto de la invencidén, preferiblemente en un estado
cataliticamente activo. Los términos "fraccidén de membrana" vy
"preparacidén de membrana", como se utilizan en la presente,
de manera preferible se refieren a un producto que esté
enriquecido en constituyentes de membrana, preferiblemente
constituyentes de la membrana exterior de una bacteria
gramnegativa. Una persona experta en el 4ambito esté
familiarizada con protocolos y métodos que se pueden utilizar
para producir preparaciones de membrana. Por ejemplo, las

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 vy recalentamiento, irradiacién acustica,
suspensién en amortiguador de lisis o similar, seguido por
centrifugacién diferencial, con el fin de aislar fracciones
dé membrana de las células. En una modalidad preferida de la
presente invencidén, la preparacién de membrana es una
preparacién de la membrana exterior, es decir, una
preparacién en la cual existe enriquecimiento de los
constituyentes de la membrana exterior en relacidén a los
constituyentes de otras membranas y compartimientos, tales
como el «citosol, la membrana interior vy el periplasma.
Las personas expertas en el ambito estidn familiarizadas con
protocolos y métodos que se pueden utilizar para aislar o
enriquecer la membrana exterior o constituyentes de la misma,
por ejemplo un  tratamiento de lisozima de células
bacterianas, seguido por etapas de centrifugacién. En una
modalidad preferida, la fraccién de membrana puede ser
tratada como una fraccidén de membrana, es decir, el contenido
o las propiedades de 1la fraccién de membrana se han

modificado, por ejemplo al purificar un constituyentes proteinico

‘de la fraccién de membrana o al solubilizar las fracciones de membrana

y/o al tomar constituyentes de la fraccién de membrana en vesiculas. En
una modalidad preferida de 1la presente invencién, la fraccién de
mempbrana se puede inmovilizar - por ejemplo en la superficie

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

la presente invencidn se resuelve por un método para producir

un producto de reaccidén utilizando o por lo menos una

celulasa, que comprende las siguientes etapas:

(1) preparacién de por lo menos un microorganismo

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

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

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

membrana con uno o mas sustratos de celulasa bajo condiciones

compatibles

con actividad de

celulasa. La expresién

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

invencidén, que significa que la celulasa se proyecta al medio
circundante del microorganismo o los microorganismos.

El método de acuerdo con la invencidén puede ser

aplicado ventajosamente de manera especial si el producto de
la reacciéﬁ catalizada por la celulasa es un mono-, di- u
oligosacarido y si por lo menos un sustrato de celulasa es
una fuente de polisacdrido, especialmente de manera preferible una
fuente de celulosa. Los términos "fuente de polisacadrido" y "fuente de

celulosa" debe entenderse que significa que los materiales que

contienen polisacdridos o celulosa, preferiblemente como componente

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

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

se pueden obtener los productos resultantes de glucosa,

celulosa y oligosacaridos basados en glucosa.

ot
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Ademés, el método de acuerdo con la invencién
ventajosamente se puede aplicar adicionalmente si se incluye
una etapa (iiil) de recuperacidén del microorganismo utilizado
en la etapa (ii). La recuperacién se puede realizar, por
ejemplo, por separacidédn mediante centrifugacidén de las
células de la mezcla de reaccidn.

Dentro del alcance de la presente invencién ha
surgido que la etapa (ii) preferiblemente se puede llevar a
cabo en un intervalo de pH de 4.5 a 6.5, de manera
especialmente preferible en un intervalo de 5.5 a 6.5.
Las celulasas presentan su actividad mé&s alta para los
valores de pH correspondientes. Ademds, también se ha
demostrado util seleccionar la temperatura durante la etapa
(ii) en el intervalo de 30 a 80°C, preferiblemente en el
intervalo de 50 a 65°C, puesto que las celulasas presentan el
nivel més alto de actividad en este intervalo de temperatura.

En los ﬁétodos descritos en lo anterior, si se han
utilizado <celulasas las cuales no producen glucosa como
producto final, puede ser Util convertir los productos
producidos a glucosa puesto que en presencia de volUmenes mas
grandes de celobiosa, 1la actividad de las enzimas se puede
deteriorar. Dentro del alcance de la presente invencidén, la
adicidén de glucosidasas en la etapa (ii) del método descrito

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

glucosidasas ventajosamente no son enzimas unidas a

69
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microorganismos, de manera especialmente preferible estas son
beta-glucosidasa de almendras.

Cualquiera de los polisacédridos se puede utilizar
como una fuente de polisacéridos los cuales son el producto
de descomposicién de celulasa. Dentro del alcance de la
presente invencién, no obstante, se ha vuelto evidente que es
es especialmente ventajoso si una fuente de celulosa se
utiliza como wuna fuente de polisacaridos. La fuente de
celulosa puede ser vya sea celulosa purificada con solo
porciones pequefias de sustancias extrafias (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
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
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,
dlamo, pino, haya, roble, fresno, castafio, abedul, cerezo,

arce o nogal. Una madera preferida dentro del alcance de la

2



10

15

20

25

invencidén es madera de Alamo. De manera alternativa,
no obstante, 1los restos de plantas anuales que contengan
celulosa, por ejemplo, paja se pueden utilizar en el método
de acuerdo con la invencidédn como una fuente de polisacaridos.
La madera o restos de planta correspondientes pueden ser
pretratados, por ejemplo, para eliminar cualquier
hemicelulosa que puedan contener. No obstante, la fuente de
polisacdridos puede contener cantidades significativas de
lignina, también es posible utilizar madera o residuos de
planta los cuales contengan hemicelulosa.

En el método de acuerdo con la invenciédn, un tipo
de microorganismos los cuales presentan una clase especifica
de celulasas en su superficie se puede utilizar, pero también
es posible utilizar una mezcla de microorganismos la cual
presenta diversas clases de celulasas en su superficie.
Es preferible si se utiliza, en el método, por lo menos una
mezcla de por 1lo menos una endo- y por 1o menos una
exocelulasa, de manera especialmente preferible una mezcla de
por lo menos una endo- y por lo menos una eXocelulasa y por
lo menos una beta-glucosidasa. En una modalidad preferida
especialmente, la relacidén de microorganismos modificados en
endo- respecto a exocelulasa es 25:75 a 75:25 y de manera més
especial preferiblemente 25:75 a 40:60, la mezcla esta libre
de microorganismos modificados por beta-glucosidasa. En otra

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 esté
presente en una relacidén de aproximadamente 1:2:1. La
endocelulasa preferiblemente incluye una secuencia peptidica
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 invencién se relaciona
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 wuna reacciédn la cual es
catalizada por una celulasa. En una modalidad preferida
especialmente, el producto es un producto de degradacién de
celulbsa, en particular glucosa y/o celobiosa.

En otra modalidad preferida, el problema de la
presente invencidén se resuelve por un método para producir un
microorganismo el cual presenta una celulasa en su
superficie, y que comprende las etapas de:

(a) 1nsertar una molécula de &cido nucleico como
se describe en lo anterior que contiene una secuencia de
control de expresidn unida operativamente a la molécula de
acido nucleico, en un microorganismo, y opcionalmente

(b) poner en contactc al microorganismo con una

sustancia que activa la secuencia de control de expresidn.
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Igualmente, el problema de 1la presente invencidn se
resuelve por un método para producir una preparacidén de

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

descritas en lo anterior, una etapa subsecuente de obtenciédn

de la preparacién 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 invencidén se resuelve por una composicién la cual
contiene uno o més de los microorganismos descritos en lo
anterior los cuales presentan celulasas en su superficie y/o

una preparcién de membrana correspondiente.

La presente invencidén también se ilutra por las

siguientes figuras, los ejemplos, los cuales no deben

considerarse como limitantes, los rasgos adicionales,

modalidades y puntos principales y ventajas de los cuales se

pueden derivar de la invenciédn.

La figura 1 muestra una estructura esquematica de

un casete de autopresentacidn. E1 péptido sefial (SP, por sus

siglas en 1inglés) sirve como transporte a través de la

membrana interior. E1 pB-barril se pliega a si mismo en la

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

El enlazante es necesario para garantizar translocacién

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

superficie de la célula.
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La figura 2 muestra una tarjeta de restriccidn del
plasmido para expresidédn de CelS5A en el sistema T7 inducible
(izquierda) % en el sistema constitutivo (derecha) .
El pléasmido a la izquierda es un derivado de pET-11d
(Novagen) y ha sido transformado en E. coli cepa BL21 (DE3),

el plésmido 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 restriccién del
pladsmido para la expresidén de la proteina de fusidén CelK en
el sistema de pBAD inducible (izquierda) y en el sistema

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

derivado (pBAD/gIII A (Invitrogen) y se ha transformado en
E. coli BL21, mientras el plésmido de la derecha es un
derivado pJM007 (Maurer et al., 1997)

vy ha sido transformado

en E. coli BLZ21.

La figura 4 es una tarjeta de restriccidédn del
plasmido para la expresidén de la proteina de fusidén BglA en

el sistema T7 inducible (izquierda) y el sistema constitutivo

(derecha). El1 pléasmido a la izquierda es un derivado de

pET-11d (Novagen) y ha sido transformado en E. coli cepa
BL21(DE3), mientras que el plésmido de la derecha es un
derivado de pJdM0OQ7 (Maurer et al., 1997) y ha sido
transformado en E. coli BL21.

La figura 5 es una comparacidén de la expresidn de

la proteina de fusidén Cel5A y la proteina de fusidén 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
(acrilamida 10%) y se han tefiido con azul brillante de
Coomassie. M: esténdar de tramafio de proteina, -/+ IPTG: no
inducida o inducida; WT: cepa hospedadora.

La figura 6 es una prueba de la presentacidn de
superficie de la proteina de fusidén Cel5A en E. coli
BL21(DE3). Las proteinas de 1la membrana exterior se han
alslado por medio de fraccionamiento de célula diferencial,
se han separado SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se han teriido
utilizando azul brillante de Coomassie. M: estdndar de tamafio
de proteina; WT: <cepa hospedadora, PK: proteinasa K.
La digestidén de células completas con PK sé llevd a cabo
antes del aislamiento de la proteina de membrana exterior.

- 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)
después de 10 minutos de incubacién a 60°C y alcalinizacidn
subsecuente.

La figura 8 es la actividad de CelK inducible
(pBAD) versus constitutiva (pJdM). Las células se incuban con
p-nitrofenol-celobidésido durante 3 min a 60°C y pH 6. Después

de la incubacidn se lleva a cabo la alcalinizacién utilizando

1y



10

15

20

25

- 32 -

carbonato de sodio. El p-nitrofenolato resultante se detecta
a 400 nm. Blanco: amortiguador + sustrato (sin células). WT:
cepa hospedadora (sin pléasmido).

La figura 9 es un control sin sentido (NC) para la
actividad de CelK. Las células se mezclan con p-nitrofenol-
celobiésido y se incuban a 60°C y pH 6. El p-nitrofenolato
que se forma se detecta a 400 mm después de 1, 2, 3 y 4 min. La
alcalinizacidén se llevdé a cabo de antemano utilizando carbonato de
sodio. WT: cepa hospedadora. La figura muestra MW + SD; n = 2.

La figura 10 es una comparacién de la expresidén de la
proteina de fusidén CelK y de la proteina de fusién de un control sin
sentido (NC) en E. coli BL21. Las proteinas de la membrana exterior se
aislan utilizando fraccionamiento <celular diferencial, se
separan utilizando SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se tifien
utilizando azul brillante de Coomassie. M: estandar de tamafio
de proteina; WT: cepa hospedadora.

La figura i1 muestra la estabilidad al
almacenamiento de la cepa CelK. Las células se almacenan
durante 8 dias a 4°C y la actividad de CelK se determina a
60°C y pH por medio de un incremento en el p-nitrofenolato
producido a 400 nm. WT: cepa hospedadora; NC: control sin
sentido. La figura muestra MW + SD; n = 3.

La figura 12 es una prueba de la presentacidén de
superficie de la proteina de fusidén CelK en E. coli BL21. Las

proteinas 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 tefiido
utilizando azul brillante de Coomassie. M: Estandar de tamarfio
de proteina; WT: <cepa hospedadora; PK: proteinasa K.
La digestidén de células completas con PK se 1llevd a cabo
antes del aislamiento de la proteina de ﬁembrana exterior.

La figura 13 es la expresion de la proteina de
fusién BglA en el sistema pET inducible y el sistema pJM
constitutivo en la superficie de E. coli BL21(DE3) vy E. coli
BL21. Las proteinas de membrana exterior se aislaron
utilizando fraccionamiento de célula diferencial, se
separaron utilizando SDS-PAGE (acrilamida 10%) vy se tirfien
utilizando azul brillante de Coomassie. WT: cepa hospedadora;
n. ind e ind.: -/+ IPTG; M: esténdar de tamafio de proteina.

La figura 14 muestra la actividad de BglA inducible
(PET) versus constitutiva (pJM).' Las células se incuban
utilizando p-nitrofenol-glucopiranésido durante 1 h a 60°C y
pH 6. Después de la incubacidén la alcalinizacién se llevd a
cabo con carbonato de sodio. El p-nitrofenolato resultante se
detectd a 400 nm. Blanco: amortiguador + sustrato
(sin células). WT: cepa hospedadora (sin plésmido). 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

p—nitrofenol-glucopiranésido 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 alcalinizacidén se 1levd a cabo de
antemano con carbonato de sodio. La cepa hospedadora E. colil
BL21(DE3) se utilizdé como control. Blanco: amortiguador +
sustrato (sin células). La figura muestra MW + SD; n = 3.

La figura 16 es una prueba de la presentacidn en
superficie de la proteina de fusidén BglA en E. coli
BL21(DE3). Las proteinas de membrana exterior se aislan
utilizando fraccionamiento de célula diferencial, se separan
utilizando SDS-PAGE (acrilamida 10%) y se tifen utilizando
azul brillante de Coomassie. M: estédndar de tamafio ‘de
proteina; WT: cepa hospedadora; PK: Proteinasa K.
La digestidén de células completas con PK se llevd a cabo
antes del aislamiento de proteina de membrana exterior.

La figura 17 muestra la actividad de CelK a pH 5 vy
pH 6. La actividad de CelK se determiné a 60°C y pH 5 y pH 6
por medio de incremento de p-nitrofenolato a 400 nm. Se
utilizé p-nitrofenol-celobidésido como sustrato y se utilizd
como control la cepa hospedadora E. coli BL21. La figura 17
muestra MW * SD; n = 3.

La figura 18 muestra la actividad de CMCasa en la
cepa CelS5A. La cepa Celb5A y 1la cepé hospedadora E. coli
BL21 (DE3) se mezclan con CMC 1% y se incuban a 60°C vy pH 6.
Después de periodos de incubacidén variables los azlUcares

reductores formados se detectan por medio de andlisis DNS a
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540 nm. Células blanco (BZ): células Unicamente (sin CMC);
sustrato en blanco (BS): CMC + amortiguador uUnicamente (sin

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

Las figuras 19A-19B muestran 1la actividad _de
avicelasa de 1la cepa CelK en presencia y ausencia de una
beta-glucosidasa. La cepa CelK se mezcla, en presencia vy
ausencia de beta-glucosidasa (+/-) elaborada de almendras con
Avicel 1% y se incuba a 60°C y pH 6. Después de intervalos
&ariables, los azlcares reductores que se forman se detectan
por analisis de DNS a 540 nm. La cepa hospedadora E. coli

BL21 se utiliza como control. Fig. 19A: valores de absorcidn

a 540 nm. Células Dblanco (BZ): células uUnicamente (sin
Avicel); sustrato en blanco (BS, por sus siglas en inglés):
Avicel + amortiguador Unicamente (sin células). Fig.

19B: azucares 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
autopresentacién a escalé de placa de microtitulacidén. Las
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
incubacién variables 1los aztcares reductores formados se
detectan por medio del andlisis DNS a 540 nm. Fig. 20A:

Valores de absorcidén a 540 nm. WT: cepa hospedadora; sustrato
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en blanco (BS): FP + amortiguador (sin células). Fig. 20B:
Azlcares 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
filtro (FP) de las celulasas de autopresentacién. Escala de
microtitulacidn versus estandar. Las celulasas se mezclan en
partes iguales y se‘incuban yva sea a 2.4 mg de placa de papel
filtro (micro) o con 50 mg de una tira de papel filtro
(estédndar) durante 3 dias a 60°C. Los azlUcares reductores

formados se detectan por medio de un analisis DNS a-. 540 nm.

Fig. 21A: wvalores de absorcién a 540 nm. WT: cepa
hospedadora; sustrato en blanco (BS): FP + amortiguador (sin
células). Fig. 21B: azlUcares reductores formados por las

celulasas, en mg de glucosa/ml. Lés figuras 21A-21B muestra
MW £ SD; n = 2.

La figura 22 muestra la degradacién de 4&lamo por
celulasas de autopresentacién. Las celulasas se mezclan en
partes iguales y se incuban con &lamo 4% durante 88 h a 60°C.
Los azucares reductores formados se detectaron por medio del
analisis DMS a 540 nm. La figura 22 muestra MW = SD; n = 2.

EJEMPLOS

GENERALIDADES

Las celulasas se ligan como "pasajeros" en el
casete de autopresentacidén, de manera que la proteina se

expresa como proteina de fusidén. La figura 1 mnmuestra la
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estructura esquemdtica de esta construccidn. El casete de
autopresentacién se encuentra en diversos sistemas de

expresidén de manera que para la clonacidn de los pasajeros de

celulasa, en primer lugar se utilizan dos sistemas de
autbpresentacién inducibles - IPTG (derivado de ©pET) vy
arabinosa (derivado de pBAD) - y uno constitutivo (derivado
de pdM) .

Las secuencias de genes de las tres celulasas se
adaptan al "uso de coddn" de E. coli y se sintetizan por Life
Technologies (sintesis de genes GeneArt™). Las secuencias de
gen optimizadas y las secuencias de aminodcidos derivadas de
los mismos estdn en el protocolo de secuencia. Los genes se
insertan en los vectores de autopresentacidén utilizando las
interfases unidas Xho I y Kpn I. Para cada celulasa, se
utiliza un sistema de autopresentacidén tanto inducible como
constitutivo. En el caso del sistema inducible, el vector pET

autopresentacidén se utiliza para la endocelulasa Celb5A y 1la

B-glucosidasa BglA. Puesto que CelK, a 2.4 kb es muy grande,
el vector de autopresentacidén pBAD se utiliza para CelK
puesto que es méds pequefio en comparacidén con el vector de
autopresentacién pET. Los plasmidos de celulasa de
autopresentacidén generados son todos por lo tanto < 10 kb y
se resumen en la Tabla 1. Las tarjetas .de plasmido

respectivas se muestran en la figura 2 a la figura 4.
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TABLA 1:
Celulasa Gen (pb) | Plasmido Fp (kDa) Cepade E. coli
Cel5A 1422 pET-AT-Cel5A 102 E. coli BL21(DE3)pET-AT-Cel5A
E. coli BL21pJM-AT-CelSA
pJM-AT-Cel5A
Cel5K 2382 pBAD-AT-CelK 139 E. coli BL21pBAD-AT-CelK
pJM-AT-CelK E. coli BL.21pJM-AT-CelK
BglA 1353 pET-AT-BglA 101 E. coli BL21(DE3)pET-AT-BlgA
E. coli BL21pJM-AT-BglA
pJM-AT-BglA
Los plésmidos inducibles por IPTG (derivados de

PET) se transforman en E. coli BL21(DE3) (B, F-, dcm, bmpT,

lon, hsdS
inducibles
(derivados
lon, hsdS

también se

La expresidn de las. proteinas de fusién de celulasas
inducen ya sea al agregar IPTIG o con L-arabinosa.
expresidén constitutiva, no nec.esita agregarse inductor. Las condiciones
de expresidén de las cepas de celulasa generadas

enumeran en la Tabla 2. Se agrega IPTG o L-arabinosa tan pronto como el

(rB-

mB-)

gal, A

por arabinosa

de pdM)

(rB-

mB-)

se utiliza E.

gal).

(DE3) ) .

Para

(derivados de pBAD)

Las

enumeran en la Tabla 1.

coli BL21

cepas

(B,

de E.

los

F-, dcm,

coli generadas

CONDICIONES DE EXPRESION PARA CELULASAS

cultivo principal alcanza una DOsg de 0.5 — 0.6.

TABLA 2

En el caso de

(véase Tabla 1)

plésmidos
y constitutivos

ompT,

se

Cepa

Expresion de la proteina de fusion de celulasa

Derivados de E. coli BL21(DE3)pET-AT

Induccion con IPGT 1 mM durante 1 h a 30°C

Derivados de E. coli BL21pBAD-AT

induccién con L-arabinosa 0.2% durante 4 h a 37°C

Derivados de E. coli BL21pJM-AT

Cultivo durante 24 h a 37°C (expresion constitutiva)

Con

el fin

de

excluilr

cualquier

influencia

de
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puente disulfuro periplédsmicos 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
comparacidn.

EJEMPLO 1: ENDOCELULASA Cel5A

Las cepas Cel5A (E. coli BL21(DE3)pET-AT-CelbA y E.
coli (BL21pJM-AT-Celb5A) 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 proteinas de membrana
exterior.

Actividad de Cel5A: inducible versus constitutiva

La actividad de 1la endocelulasa se detecta
utilizando el andlisis de placa CMC. Esto involucra producir
placas de agar que consisten de amortiguador de anadlisis vy

sustrato (carboximetilcelulosa). Se gotean 10 ul de células

4(DOm820) sobre cada una de las placas y después se incuban a

50°C. Las placas CMC se tifien utilizando rojo Congo, el cual
tifle las cadenas de polisacdrido con n > 6 mondmeros. Para
finalizar las placas se decoloran utilizande NaCl. Si se
descompone CMC, sé forma un halo ligero alrededor de las
células mientras gque las moléculas de CMC no hidrolizadas
contintan proporcionando una tincidén rojo oscuro.

Con el fin de determinar el periodo de incubaciédn
Sptimo a 50°C, se selecciona una serie de 0.5 - 2 h. Ademés

de las cepas de celulasa, el hospedador también se prueba
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para degradacién de CMC. Los resultados muestran que la cepa
Cel5A inducible provoca degradacién de CMC dependiente del
tiempo (los halos se vuelven mas grandes conforme se
incrementa el periodo de incubacién). Contrario a esto, no se
detecta degradacién de CMC con la cepa Cel5A constitutiva.
Como se anticipaba, el hospedador no muestra degradacidédn de
CMC. La adicidén de ME durante el crecimiento no tiene efecto.

El experimento muestra que la degradacién de CMC es
posible con la cepa CelbA inducible. E1 crecimiento de las células
puede producirse sin agregar mercaptoetanol. Es suficiente un periodo
de incubacién de 30 min para las placas de CMC.

Actividad de Celb5A: Control sin sentido

Con el fin de excluir cualquier influencia del [-
barril en la actividad de Cel5A, el andlisis de placa de CMC
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 denominard como
control sin sentido. También se realiza una prueba de manera
que el promotor sea "holgado". Esto significa que la proteina
de fusidén Cel5A se debe expresar inclusQ sin la adicién del
inductor. Para hacerlo asi, la cepa Cel5A no se induce y la
actividad se compara con células inducidas. La ©prueba
demuestra que la cepa Celb5A no inducida presenta ligera
degradacién de CMC. Esto muestra que, sin el inductor, se

produce cierta cantidad de expresién de la proteina de fusidn

%
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Cel5A. La degradacién de CMC de la cepa Cel5A inducida, no
obstante, es marcada de manera méas fuerte. El control sin
sentido no muestra degradaciédn de CMC, exactamente como 1lo
realiza la cepa hospedadora sin el plésmido. Este halo
marcado muy ligeramente en el control sin sentido y el hospedador
es comparable con la muestra de amortiguador. Asi, esta es una reaccidén
no especifica del amortiguador a la placa de agar.

Con el fin de garantizar el numero de moléculas de
B-barril de la cepa CelbA y el control sin sentido son
comparables, las proteinas de membrana exterior se aislaron
de las células probadas y se separaron utilizando SDS-PAGE.
Las proteinas de membrana exterior de E. coli Ompf (37-kDa) y
OmpA (35 kDa) se utilizan como proteinas marcadores para la
fraccién de membrana exterior. El resultado se muestra en 1la
figura 5. Después de induccidn con IPTG, se detectaron bandas
comparablemente fuertes para la proteina de fusidn Cel5A y la
proteina de fusidén 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
detectaron bandas para la proteina de fusidén CelbA. De igual
manera, como se anticipaba, el hospedador no mostrd bandas
para la proteina de fusidén Celb5A y el control sin sentido.

Por lo tanto se demostrd que la degradacidn de CMC

causada por la cepa CelS5A involucra una reaccidén de celulasa

especifica.
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Estabilidad de almacenamiento de la cepa CelbA

Con el fin de probar si la cepa Cel5A puede ser

almacenada a 4°C, se determindé la actividad de las células a

partir de la prueba 3.2 después de 10 dias de almacenamiento.
Fue evidente de la prueba que la cepa Cel5A almacenada no
muestra pérdida de actividad en este periodo. La degradacidn
de CMC es comparable con células frescas. El hospedador y el
control sin séntido no mostraron degradacidén de CMC.

La prueba muestra que es posible almacenar la cepa CelbA

durante por lo menos 10 dias a 4°C sin pérdida de actividad.

Presentacidén en superficie de la cepa CelDA

La expresidén exitosa de la proteina de fusidén Cel5A

se ha demostrado en lo anterior. La deteccidén de la proteina

de fusidén en la membrana exterior, no obstante, aun no

proporciona conclusién alguna respecto a su orientacidén. Como
se desea las enzimas pueden estar orientadas hacia el espacio

Al incubar células de

extracelular o hacia el periplasma.

bacteria intactas con proteinasa K seguido por preparacidn de

las proteinas de membrana exterior bacteriana, es posible
detectar la presentacién en superficie de un pasajero de
autopresentacidén. Puesto que las moléculas de proteinasa K

son incapaces, debido a su tamafio, de pasar a través de la

membrana exterior de E. coli, la incubacién de células

completas con estas proteasas simplemente resulta en la

digestidén de proteinas localizadas sobre la superficie de la

3
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membrana exterior. Las proteinas de membrana exterior OmpF vy
OmpA estan protegidas de la digestidén por proteasas dado que
son proteinas de membrana integral. Por lo tanto, su
deteccidén después de tratamiento con proteasa se puede
considerar como un indice de la integridad de las células.

Con el fin de detectar 1la ©presentacién en
superficie, 1la <cepa Cel5A se 1incuba con proteinasa K,
posterior a induccidén de la expresidén CelS5A. Las células
inducidas se utilizan como comparacidén la cual no ha sido
tratada con la proteasa. La cepa hospedadora E. coli y la
cepa Cel5A no inducida se utilizan como controles. En la
figura 6 se puede ©observar la fuerte expresidn, va
demostrada, de la proteina de fusidén Cel5A después de
induccién de IPTG a aproximadamente 102 kDa (véase la figura
4). Como se anticipaba, ni la cepa hospedadora E. coli ni la
cepa Cel5A no inducida se detectd la expresidn en
aproximadamente 102 kDa. Debido a la fuerte expresién de
Celb5A, es dificil una degradacidn proteolitica completa de la
proteina de fusidén CelbA. La reduccidn en las bandas Cel5A
con el mantenimiento simultdneo de las bandas OmpF y OmpA
posterior al tratamiento con proteasa indica con claridad a
favor de una orientacidén hacia fuera de Celb5A.

EJEMPLO 2: EXOCELULASA CelK

Las cepas CelK (E. coli BLZ21pBAD-AT-CelK vy E. coli

BL21pJM-AT- CelS5K) se cultivan de acuerdo con la Tabla 2 sin
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y con mercaptoetanol y se preparan para ya sea una prueba de
actividad o para aislamiento de las proteinas de membrana

exterior.

Actividad de CelSA: Analisis de p-nitrofenolato

La actividad de la exocelulasa se detefmina
fotométricamenté por medio de un incremento en
p-nitrofenolato. Se wutiliza como sustrato el celobidsido
p-nitrofenol. En la 1literatura se ha descrito para el
p-nitrofenolato un méximo de absorcidén de 380-420 nm. Con el
fin de determinar la longitud de onda déptima para la medicién
de p-nitrofenolato, en primer lugar se registra un espectro
bajo condiciones de andlisis 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 coloracidén amarillo del
p-nitrofenolato es notoria de manera mas fuerte cuando es
alcalina, la muestré se alcaliniza adicicnalmente con
carbonato de sodio y después se mide fotométricamente en la
placa de microtitulacidén. La figura 7 muestra que Dbajo
condiciones de CelkK, es posible una medicidn de
p-nitrofenolato en aproximadamente 360 a 450 nm. Eh base en
la literatura se define una medicién de absorcién a 400 nm
para el siguiente andlisis de CelK.

Con el fin de determinar la actividad de la cepa
CelK, se realiza una curva estandar con p-nitrofenolato (0 mM

a 1 mM). Las muestras de p-nitrofenolato sé tratan de 1la

3%
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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
la cepa CelK 1inducible ©presenta mayor actividad en
comparaciédn con la cepa CelK constitutiva. Con el fin de
determinar una relacién precisa, las actividades se
determinan en una comparacién directa. Los resultados se
muestran en la figura 8. Para la cepa CelK inducible,
utilizando una curva estandar, se determina la actividad de
210 mU/DOs7g1/ml. Para la cepa CelK constitutiva, después de
3 min a 60°C, no se observa conversidn en la DOgy31l utilizada.
Por lo tanto, 1la cepa CelK constitutiva (DOs73l) se incuba
durante 30 min a 60°C. Ahora se determina la absorcidén a
400 nm de 0.25, 1la cual corresponde a una actividad de
2.2 mU/DOg7gl/ml. La cepa CelK inducible por lo tanto es
aproximadamente 100 veces mas activa por comparacidén con la
cepa CelK constitutiva. Las otras pruebas por 1lo tanto
contintan coﬁ la cepa CelK inducible (cultivo sin
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 DOssg de la cepa CelK

en la mezcla debe ser < 1. En la siguiente prueba, se

78
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determina DOs750.5. Puesto que la formacidén de p-nitrofenoclato

- es de antemano muy marcada después de aproximadamente 3 min

(véase la figura 8), se selecciona para esta prueba una serie
en tiempo de 0 a 4 min. Para realizar esto, la cepa CelK, el
control sin sentido y la cepa hospedadora se mezclan con
celobidésido p-nitrofenol y después de cada minuto, el
p-nitrofenolato formado se mide a 400 nm. Las muestras se
diluyen 1:2 antes de alcalinizacién. El resultado se muestra
en la figura 9. Surge que la DOs730.5 es suficiente para la
medicidén de actividad. Para la cepa CelK, utilizando la curva
estandar (diluida 1:2), se calcula una actividad de
aproximadamente 300 mU/DOs7gl/ml. Se observan los primeros
3 min. Después de esto, la reaccidén ya no es lineal. E1
control sin sentido mostrd, como lo hizo la cepa hospedadora,
gue no hay conversidén del sustrato.

Con el fin de verificar si la expresién de 1la
proteina de fusidén CelK y de la proteina de fusidén del
control sin sentido son las mismas, ademds de la prueba de
actividad, las proteinas de la membrana exterior se aislaron
y se separaron utilizando SDS-PAGE. Las proteinas de membrana
exterior de E. coli OmpF (37 kbDa) y OmpA (35 kDa) se
utilizaron como proteinas marcadoras para la fraccién de
membrana exterior. Los resultados se muestran en la
figura 10. Después de induccidn con arabinosa, se detectaron

bandas comparablemente fuertes para la proteina de fusiédn

31
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CelK y la proteina de fusidén 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 proteinas de fusiédn.

Esta prueba demostrd que la conversidn de
p-nitrofenolato es una reaccidén 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
anterior se determindé después de 8 dias de almacenamiento.
La figura 11 muestra que la cepa CelK almacenada no muestra
pérdida de actividad en este periodo. La formacidén de
p—nitrofenolato es comparable con células frescas (figura 9).
Aqui, también, se obtiene una actividad de aproximadamente
300 mU/DOs7gl/ml. E1l hospedador y el control sin sentido no
mostraron conversidén del sustrato.

La prueba demostrd gque es posible almacenar la cepa
CelK por al menos 8 dias a 4°C sin pérdida de actividad.

Presentacidén en superficie de la cepa CelK

La expresidén exitosa de la proteina de fusidén 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 aislan las proteinas de membrana

exterior. Ompl y OmpA se consideran como prueba de la integridad de las

células después del tratamiento de proteasa.

Q0
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La cepa CelK se incuba con proteinasa K después de
induccidn de la expresidédn de CelK.

Las células inducidas 1las <cuales no han sido
tratadas con proteasa se utilizan como comparacién. La cepa
hospedadora E. coli y la cepa CelK no inducida se utilizan
como controles. En la figura 12, la fuerte expresidén de la
proteina de fusién CelK se muestra de antemano, posterior a
induccidén con arabinosa en aproximadamente 139 kDa, como se
puede observar. Como se anticipdé, ni la cepa hospedadora
E. coli ni la cepa CelK no inducida detectaron expresidn en
aproximadamente 130 kDa. Debido a la fuerte expresidn de CelK
es dificil wuna degradaéién proteolitica completa de la
proteina de fusidén CelK. La banda CelK ©pudo haber
desaparecido completamente, pero la banda OmpA es en cierta
medida mas débil en comparacidén con la cepa hospedadora. No
obstante, esto indica claramente a favor de una orientacidn
hacia fuera de la enzima.

EJEMPLO 3: BETA-GLUCOSIDASA BglA

Expresién y actividad de BglA: Inducible versus constitutiva

La expresidén de la proteina de fusidn, en el caso
del sistema constitutivo, se 1llevd a cabo durante 24 h a
37°C. La induccidén de la expresidédn en el sistema pET se
obtiene por medio de incubacién durante 1 hora de las células

con IPTG 1 mM a 30°C, una vez que se ha obtenido una DOs7s de

0.6. No hay necesidad de agregar f-mercaptoetanol 10 mM
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durante el cultivo, dado que la secuencia de aminoacidos de
BglA contiene uUnicamente una cisteina y de esta manera no se
pueden formar puentes disulfuro en el periplasma lo cual
puede afectér el transporte.

Una vez que se han generado dos cepas BglA
(inducida y constitutiva) la expresidén de 1la proteina de
fusién BglA en la membrana exterior de E. coli debe
verificarse. Para hacer esto, las proteinas de membrana
exterior de ambas cepas se aislan y separan utilizando
SDS-PAGE. Las proteinas de membrana exterior de E. coli, OmpF
(37 kDa) y OmpA (35 kDa) se wutilizan como ©proteinas
marcadores para la fraccién de membrana exterior. Los
resultados se muestran en la figura 13. En el caso del
sistema de expresidén inducible, posterior a induccién con
IPTG se detecta una banda fuerte de la proteina de fusidn
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 anticipdé no se pudo detectar una
banda para la proteina de fusién BglA. En el sistema
constitutivo, no se detectd expresidén de la proteina de
fusidén BglA. La experiencia ha demostrado que la deteccidn de
un pasajero expresado constitutivamente por medio de tincidn
de Coomassie no es suficientemente sensible.

Una vez que la expresién de la proteina de fusidn

BglA se ha verificado, 1la actividad de BglA de la cepa

q’l/
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constitutiva e inducible se determiné ©por medio de
p-nitrofenol-glucopirandésido como sustrato. La actividad de
la cepa BglA se determina fotométricamente por medio de la
formaciédn de p-nitrofenolato a 400 nm. Contrario a la
exocelulasa CelK, se utiliza como sustrato p-nitrofenol-
glucopirandésido. Con el fin de establecer el anédlisis, la

prueba se 1lleva a cabo en primer lugar utilizando wuna

B-glucosidasa adquirida (de almendra). Para hacerlo de esta
manera, sSe selecciona las condiciones é6ptimas para esta
enzima (pH 5 vy 35°C). Se wutilizan dos concentraciones

diferentes. Se detecta una actividad dependiente de

concentracién de 1la P-glucosidasa. Como se anticipd, el
blanco no muestra incremento en p-nitrofenolato.

La actividad de BglA se determindé por medio de
medicidén de absorcidén del p-nitrofenolato producido a 400 nm
(cambio de color a amarillo). La reaccidn se lleva a cabo, en
base en lo publicado,' en condiciones optimas para BglA a un
valor de pH de 6.0 y una temperatura de incubacidén de 60°C.
Puesto gque el periodo de incubacién de la cepa BglA con el
sustrato no se conoce, las mezclas de reaccidn se 1incuban
hasta que se puede observar una coloracién amarillo claro
(p—nitrofenolato). En el caso de la cepa BglA inducible, esto
se registra después de 1 fi a 60°C. Antes de la medicidn
fotométrica, las células se separan y el sobrenadante se

transfiere a wuna placa de microtitulacién de 96 pozos.
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Después de alcalinizacidén al agregar carbonato de sodio, la
medicidén de absorcidén se llevd a cabo a 400 nm. En la figura
14, se puede ver gue la cepa BglA inducible es capaz de
convertir p-nitrofenol-glucopirandsido (incremento de
p-nitrofenolato a 400 nm). Contrario a esto, la cepa BglA
constitutiva no muestra formacién de p-nitrofenolato dentro
de 1 h a 60°C. No se ha intentado un periodo de incubacidn
mas prolongado. Tanto el blanco como la cepa hospedadora no
mostraron conversidén del sustrato. Al igual que con otras dos
celulasas, se obtiene mejor actividad con el sistema de
expresidén inducible.

Actividad de BglA: control sin sentido

Una vez dque se ha demostrado que 1la cepa BglA
inducible es activa, se registra una serie en tiempo con el
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.
Aunque esta es una celulasa, CelK no puede convertir
p nitrofenol glucopirandésido. Con el fin de determinar la
actividad de BglA, en primer lugar, se registra una curva
estédndar para p-nitrofenol. Después, la cepa BglA, el control
sin sentido (cepa CelK) y la cepa hospedadora se mezcla con

p-nitrofenol glucopirandésido y después de hacer variar 1los

7f
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periodos de incubacién a 60°C, el p-nitrofenolato formado se
mide a 400 nm. En la figura 15, se buede observar que la cepa
BglA muestra un incremento continuo en p-nitrofenolato con
respecto al tiempo. Utilizando la curva estéandar, se calcula
la actividad de BglA de aproximadamente 1 mU/ml/DO1.
El control sin sentido, al igual que la cepa hospedadora E.
coli BL21(DE3) no muestra conversién del sustrato.

Presentacidén de superficie de BglA en E. coli (BL21(DE3)

La actividad exitosa BglA de la cepa inducible se
muestra en la figura 14, mientras que la expresién de las
proteinas de fusién BglA se ilustra en la figura 13. Con el
fin de detectar la presentacién de superficie, la cepa BglhA
se incuba con proteinasa K después de induccidén de expresidn
de BglA. La proteasa, debido a su tamafio, es incapaz de
obtenerse en la célula de E. coli y por lo tanto uUnicamente
degrada proteinas las cuales estidn en la superficie de 1la
célula. Como comparacidén, 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
controles. OmpA y OmpF son proteinas de membrana integrales
las cuales estan protegidas contra digestidén por proteasas.
Por lo tanto, estas sirven como un indice para la integridad
de las células. En la figura 13, la expresién fuerte mostrada
de antemanc de la proteina de fusidén BglA posterior a la

induccién por IPTG en aproximadamente 101 kDa se puede
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observar. Como se anticipd, la expresidén de aproximadamente
101 kDa no se detectd ni en la cepa hospedadora de E. coli ni
en la cepa de BglA no inducida (figura 16). Debido a 1la
fuerte expresién de BglA, es dificil 1la degradacidn
proteolitica completa de la ©proteina de fusidén BglA.
La reduccién 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
orientacién hacia fuera de BglA.
EJEMPLO 4

Con la ayuda de la tecnologia de autopresentacidn,
es posible presentar tres celulasas activas en la superficie
de E. coli. En todos los casos, un sistema de expresidn
inducible es lo mejor. Las cepas de celulasa y su cultivo se
resumen en la Tabla 2.

Con el fin de utilizar las celulasas de
autopresentacidén juntas para una degradacidédn sinergistica de
celulosa, se deben definir parametros comunes tales como
valor vde pH y temperatura. La exocelulasa y p-glucosidasa
tienen un pH ¢ptimo de 6.0. La temperatura optima es 60°C.
No obstante, la endocelulasa tiene un pH S6ptimo de 5.0 y una
temperatura o6ptima de 50°C.

Determinacidén de la temperatura comin

Puesto que dos de las tres celulasas (CelK y BglA)

tienen una temperatura o6ptima de 60°C, es necesario probar si

Fh
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la endocelulasa Cel5A también es activa a 60°C. En la
literatura, se describe una ligera reduccidén en la actividad
de CelS5A (aproximadamente 5 a 10%) a 60°C, en comparacidén con
la actividad a 50°C (Lin L et al., 2009). La actividad de
CelS5A se determina utilizando las pruebas en placa de CMC a
pH 5. Esto se realiza al gotear células CelbA 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 tifileron
utilizando rojo Congo. Finalmente, las placas se decoloraron
con NaCl. Se encontrd que la célula Cel5A se degradan
igualmente bien a cada temperatura de CMC utilizada (halo
ligero) mientras que la cepa hospedadora y el amortiguador
fueron negativos. Las células CelbA por lo tanto también se
pueden utilizar a 60°C. En el pasaje siguiente por lo tanto,
la investigacidén con la totalidad de las tres celulasas se

llevd a cabo a 60°C.

Determinacién del valor de pH comun

La exocelulasa (CelK) y PB-glucosidasa (BglA) tienen
un pH éptimo de 6. No obstante, la endocelulasa (Celb5A) tiene
un pH éptimo de 5. La literatura describe una reduccidén en la
actividad de Cel5A a pH 6 en comparacién 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

de 1induccién de la expresidén de proteina, se recolectd

ki
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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 determind a partir del incremento en
p-nitrofenclato 400 nm por degradacién de p-nitrofenol
celobidésido (pNPC) a 60°C. La cepa hospedadora E. coli BLZ21
se utilizé 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 alteracidén. También se puede observar que a pH 6, en comparacidén
con pH 5, se produce mids p-nitrofenolato. A pH 6, la actividad de CelK
en promedio de 270 mU/ml/DOl se obtiene. No obstante, a pH 5, es
Unicamente aproximadamente 110 mU/ml/DO1. De manera que una disminucién
en el pH en el analisis, de pH 6 a pH 5, genera una disminucidén de
60% en la actividad de CelK.

Una pérdida de actividad también se describe para

la endocelulasa CelbA, cuando el pH se incrementa de 5 a 6.

Pero puesto que la f-glucosidasa BglA también tiene un éptimo
a pH de 6, los anadlisis subsecuentes se llevaron a cabo a pH
6 de manera que Unicamente una enzima debe ser utilizada bajo
condiciones de pH no éptimas.

Deteccidén de los azlcares reductores: Establecimiento del

andlisis DNS

La actividad de celulasa comun de las celulasas de
autopresentacién se prueba después en sustratos de celulosa.

Esto se realiza, por ejemplo, utilizando colorimetria al
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medir los aztcares reductores liberados de acuerdo con el
método de acido dinitrosalicilico (Miller GL 1959). El método
relaciona la oxidacién de un compuesto carbonilo con la
reduccién de un grupo nitro en acido 3,5-dinitrosalicilico bajo
condiciones alcalinas. Esto involucra reducir acido
3,5-dinitrosalicilico a &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, el cual tiene
un maximo de absorcién a 540 nm. En esta reaccidédn, el color de la
solucién de DNS cambia de naranja-amarillo a rojo.

Actividad de CMCasa de la endocelulasa CelbA

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 reaccién de CelbDA. Para
hacer esto, la cepa Cel5A se mezcla con CMC 1% y se incuba a 60°C.
Después de periodos de incubacidén variables las células se
separan y el sobrenadante se mezcla con reactivo DNS. Después
de la incubacidén a 95°C y 4°C, se determina la absorcidén a
540 nm utilizando fotometria. La cepa hospedadora E. coli
BL.21 (DE3) se wutiliza como <control. Como controles, se
utilizan unicamente células (BZ) o unicamente 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 degradacién
CMC no es una reaccidén lineal, dado que la endocelulasa es

afectada por el grado de sustitucidn. Por lo tanto, no debe

A
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excederse una tasa de conversidén de aproximadamente 5%.
Después de 30 min a 60°C, la cepa CelbA convierte aproximadamente 8%
de la CMC. Con el fin de obtener una mejor estimacién de la actividad
de CelbA, la incubacidén a 60°C debe ser < 30 min. La cepa hospedadora y
los otros dos controles utilizados, como se anticipaba, no nmeétran
actividad de endocelulasa.

EJEMPLO 5: ACTIVIDAD DE AVICELASA DE LA EXOCELULASA CelK

La actividad de exocelulasa hasta ahora ha sido

determinada con p-nitrofenol-celobidésido. Este es un sustrato

soluble y por lo tanto facilmente convertible. Con el fin de

probar la actividad de CelK sobre regiones de celulosa
cristalinas, se utilizdé como sustrato Avicel (celulosa
microcristalina). Esto se realizd al incubar la cepa CelK con
Avicel 1% a 60°C después de periodos de incubacidn variables,
los azucares reductores liberados se determinaron por medio
del anadlisis DNS a 540 nm. La concentracién de los azlcares
reductores se determindé utilizando una curva estandar para
glucosa en mg de glucosa/ml. Dado que la exocelulasa libera
celobioéa, una PB-glucosidasa se agregd durante la conversidn
de Avicel, la cual degrada la celulosa en dos unidades de
azlcares reductores en forma de glucosa. Esto habilita una
detefminacién mads precisa de la cantidad de azucares
reductores formados, puesto que esto se calcula en base en la
curva estandar en glucosa. Al mismo tiempo, la celobiosa

actia como un inhibidor de la exogcelulasa, la cual es
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se analiza en presencia y ausencia de PB-glucosidasa de
almendras, disponible comercialmente, purificada. La cepa
hospedadora E. coli BL21l se utiliza como comparacién. Como controles
Unicamente se utilizan células (BZ) o unicamente sustrato (BS). Se
puede observar de la figura 19A que la cepa CelK es capaz de degradar
celulosa microcristalina. La cepa hospedadora, asi come los controles

utilizados no mostraron incremento en los azicares reductores. La

concentracién de azucares reductores liberados se muestra en la figura -

19B. Como se esperaba, existe una mayor concentracién en presencia
de P-glucosidasa a partir de almendras, por comparacidén con
la conversidén sin B-glucosidasa.

B-glucosidasa BglA: Actividad de pNPGasa

La mezcla de celulasa disponible comercialmente
Celluclast™® (Novozymes) contiene celulasas de los hongos
Trichoderma reseei ATCC 26921. Esta mezcla cataliza la
degradacién de celulosa en glucosa, celobiosa 'y polimeros de
glucosa superiores. Para la mejor conversidén de celulosa
posible, se recomienda el uso adicional de una fB-glucosidasa
de Aspergillus niger (Novozym™ 188). La dosis escrita es
Novozyme Celluclast 1% y Novozym 188 0.2%. Las condiciones
éptimas para Cellulcast son una temperatura de 50 a 60°C y un
valor de pH de 4.5 a 6.0. Pof lo tanto, para comparacién, las
condiciones de reaccidén de las celulasas de autopresentacidn

de 60°C y pH 6 son las gue se adoptan.

(0f
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La actividad de B-glucosidasa se determind

fotométricamente (actividad de pNPGasa) con p-nitrofenol-
glucopiranédsido (pNPG) por medio de un incremento en
p-nitrofenol-glucopiranésido a 400 nm. Esto se realiza al
incubar la cepa BglA (DO0s7520) con pNPG durante 15 min a 60°C.
La cepa hospedadora E. coli BL21 (DE3) y el amortiguador
(blanco) se utilizan como control. Para comparacién, 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
coloracidén amarillo fuerte, el contenido de p-nitrofenoclato se
mide después de 3 min, en vez de después de 15 min, lo que corresponde
a BglA. Cellﬁclast 1% y NovolB88 0.2%, en comparacidén con la cepa BglA,
la cual se utiliza en una concentracidén de DO5820, muestra un
incremento mas fuerte en p-nitrofenolato. Los controles, como
se esperaba, no muestran actividad de pNPGasa.

Con la ayuda del estédndar de p-nitrofenolato,
se calculdé la actividad de [P-glucosidasa en U/I (véase la
Tabla 3). Novozym 188 mostrdé una actividad 14 veces mejor en

comparacidén con la cepa BglA. Celluclast mostrd una actividad

12 veces més fuerte.

TARLA 3

Celulasa U/I
BglA 22
Novozym 188 312
Celluclast 264
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Exocelulasa CelK: Actividad de pNPCasa

La actividad de 1la exocelulasa se determind
fotométricamente, por razones practicas, con p-nitrofenol-
celobidsido (pNPC) por medio de un incremento en
p-nitrofenolato a 400 nm (actividad de pNPCasa). Esto se
realizdé al incubar la cepa CelK (DOs750.5) vy CelLuclast (1%)
con pNPC durante 4 minutos a 60°C. La cepa hospedadora
E. coli BL21 y el amortiguador (blanco} se utilizaron como
controcles. La cepa CelK con una DO0s5730.5 mostrd un incremento
més fuerte en p-nitrofenolato en comparacién con Celluclast
1%. Ambos controles utilizados mostraron, como se esperaba,
nula actividad de pNPCasa. Con la ayuda del esténdar de
p-nitrofenolato, se <calculd la actividad de CelK en U/I
(véase Tabla 4). La cepa CelK muestra el doble de 1la

actividad de pNPCasa en comparaciédn con Celluclast.

TABLA 4
Celulasa : U/1
CelK 108
Celluclast 52

Endocelulasa Celb5A: Actividad de CMCasa

La actividad de endocelulasa se calcula con CMC al
determinar los azlcares reductores por medio del andlisis DNS
(actividad de CMCasa). Esto se realiza- al incubar la cepa
CelbA (DO0s7320) y Celluclast 1% con CMC durante 15 min a 60°C.

La cepa hospedadora E. coli BL21(DE3) y el amortiguador
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(blanco) se wutilizan como controles. Con Celluclast se

observa una liberacidén mads fuerte de azlcares reductores en
comparacidén con la cepa Cel5A. Con la ayuda de la curva

estdndar de glucosa, la actividad de CMCasa se calculd en U/I

(véase Tabla 5). Celluclast muestra una actividad de CMCasa

2.4 veces mejor en comparacién con la cepa Celb5A.
No obstante, CMC no es especifico para endocelulasas.

Las exocelulasas y PB-glucosidasas también liberan cantidades pequefias
de azucares reductores a partir de CMC. Puesto que Celluclast es una

mezcla de celulasas de Trichoderma, CMC, por si mismo, se convierte

mejor por comparacién con la cepa Cel5A, la cual presenta Unicamente

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.

TABLA 5
Celulasa U/1I
CelbA 227
Celluclast 535

EJEMPLO 6: RECICLADO DE CELULASAS DE AUTOPRESENTACION

Una ventaja de las celulasas de autopresentaciédn en

comparacién con las enzimas solubles es que es simple

recuperar el catalizador de célula completa de la mezcla de
reaccidén. Las células se

sedimentan, resuspenden en un

sistema amortiguador apropiado y después estdn disponibles

para conversién 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 bésica (ciclo 0) 1las
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
de celulasa recicladas se determina por comparacidén con la

actividad bésica respectiva.

Reciclado de P-glucosidasa BglA: Actividad de pNPGasa

La® actividad de B-glucosidasa se determind
fotométricamente con p-nitrofenol-glucopirandsido (pNPG) por
medio de un incremento en p-nitrofenolato 400 nm (actividad
de pNPGasa). Esto se realizd al incubar la cepa BglA (DOs720)
con pNPG durante 15 minutos a pH 6 y 60°C. Después las
células se sedimentaron y se mididé la actividad huevamente
después de la suspensidén (ciclo 1 y 2). La actividad se
determiné 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 ambito de la desviacidn
estandar, al mismo nivel para todos los ciclos. Por lo tanto, ei
recicladovno tiene efecto scbre 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 reaccidn.

Reciclado de Exocelulasa CelK: Actividad de pNPCasa

La actividad de la exocelulasa se determina

fotométricamente con p-nitrofenol-celobidsido (pNPC) por



10

15

20

25

medio del incremento en p-nitrofenoclato 400 nm (actividad de
pNPCasa). Esto se realiza al incubar la cepa CelK (D0s740.5)

con pNPC durante durante 4 minutos a pH 6 y 60°C. Después las

. células se sedimentan y se mide la actividad nuevamente

después de resuspensién (ciclo 1 y 2). La actividad se
determiné por medio de un incremento en p-nitrofenolato
400 nm y representa un valor promedio de tres mediciones
individuales. El1 resultado de las pruebas de reciclado
muestra que la actividad de la enzima se desplaza, en el
ambito de la desviacidén estédndar, 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.

Reciclado de la endocelulasa CelbA: Actividad de CMCasa

La actividad de endocelulasa se calculdé al
determinar los azucares reductores por medio del andlisis DNS
(actividad de CMCasa). Esto se realizé al incubar la cepa
Cel5A (DOs7320) con CMC durante 15 minutos a pH 6 y 60°C.
Después las células se sedimentaron y la actividad se midié
nuevamente después de la resuspensidén (ciclo 1 vy 2).
Los azucares reductores liberados se detectaron por medio del
andlisis DNS a 540 nm. Los valores determinados son valores
promedio de tres mediciones individuales. La actividad de

Cel5A mostrd una disminucidén después de la primera
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recuperacidédn de aproximadamente 14% (ciclo 1). Después de
otro reciclado (ciclo 2) se registrdé una calda en 1la

actividad de aproximadamente 63%, por comparacién con la
actividad bésica (ciclo 0). Contrario a la cepa BglA y CelK,
el reciclado de la cepa Cel5A se asocia con una reduccidén en
la actividad. Debido a la caida en la actividad después de
este primer ciclo es moderada, no obstante, la cepa Cel5A
puede ser reutilizada por lo menos una vez.

EJEMPLO 7: ANALISIS DE PAPEL FILTRO (FPA)

El FPA es un método estandar para el andlisis de

actividad de celulasa en su totalidad (exo-, endocelulasa y

B-glucosidasa) y fue desarrollado por Mandels et al en 1976.
De acuerdo con la IUPAC (siglas para Unién Internacional De
Quimica Pura y Aplicada) la FPA se lleva a cabo utilizando
una tira de papel filtro de 1 x 6 cm (Whatman No. 1) como
sustrato estdndar (aproximadamente 50 mg) y 1.5 ml de volumen
total. La unidad internacional para actividad de papel filtro
(FPU, por sus siglas en inglés) se define como micromol de
equivalente de glucosa (azlcares reductores) liberados por
minuto. Con la FPA, no mads de 2 mg de glucosa deben ser
liberados a partir de 50 mg de papel filtro (4% de
conversién) en 60 min. Debido a la estructura de la celulosa,
la degradacidn no-es lineal. Por lo tanto, unicamente una
conversidén de hasta 4% se describe como' lineal. Los azucares

reductores formados se determinan utilizando el método de

(0T
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DNS. Puesto que la actividad ahora puede ser detectada para

cada celulasa de autopresentacidn, ahora debe investigarse la

actividad sinergistica. Esto se realiza al producir una

mezcla de la totalidad de las tres celulasas y determinar la

actividad FP.

Analisis FP a escala de placa de microtitulacidn

Debido al volumen total de 1.5 ml y las altas

cantidades de reactivo DNS (3 ml por mezcla) que se van a

utilizar, la FPA de acuerdo con la IUPAC estd muy involucrada

si uno decide investigar varias mezclas de celulasa para

actividad FP. En la literatura, el andlisis FP se describe a

escala de placa de microtitulacidédn con un volumen total de

71 pl (Xiao Z et al, 2004). Para hacer esto, se producen

placas FP con la ayuda de un punzdén. La relacidén de volumen

de reaccidén de papel filtro se calcula por medio del &rea de

papel filtro (placa FP versus tira FP). Esto garantiza que

incluso a escala de placa de microtitulacién, la mezcla se

realiza de acuerdo con la IUPAC. Puesto gque no se conoce cual

es la mejor relacidén de mezcla de 1las celulasas de

autopresentacidén individuales, se prueban diversas mezclas

para determinar actividad FP. Mezclas sin la cepa BglA se

mezclan con PB-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

después de periodos de incubacidén variables a 60°C por medio
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de los azucares reductores liberados por medio del analisis

DNS. Antes de la medicidn todas las mezclas se combinan

durante 10 min con P-glucosidasa para asegurar que la
celobiosa autn no convertida se degrada en glucosa, lo que
reéulta en una determinacidén més precisa de los azlcares
reductores. Después de separar las células, 1los azlcares
reductores en el sobrenadante se determinan a 540 nm.

El resultado se muestra en las figuras 20A-20B. Tanto la

mezcla de celulasa con B-glucosidasa disponible
comercialmente asi como la mezcla con la totalidad de 1las
tres celulasas autopresentadas mostraron una conversidn del
papel filtro. Después de 5 dias de incubacién a 60°C, la
mezcla 50:50 (CelK:CeI5A) demostrd ser la mejor. Los
controles utilizados son negativos y no muestran conversién
del papel filtro (figura 20A). La cantidad de los azlcares
reductores liberados se determina en mg de glucosa/ml
utilizando la curva estdndar de glucosa (véase 1la figura
20B). Después de 5 dias se obtienen aproximadamente 0.2
mg/ml. Debido a la estructura amorfa vy cristalina de la
celulosa, la degradacidén no es una reaccidn lineal. Con el
fin de determinar la actividad de FPasa en FPU/I, por 1lo

tanto, como se establece de acuerdo con la IUPAC, se

consultan Jlos valores de medicidén de 1 h. Los resultados se

resumen en la Tabla 6.

[09
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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

Estdndar del anédlisis FP

Debido al volumen total bajo (71 ul) utilizado para
la conversidén de la placa FP, se demostrd que es dificil
separar las células después de 3 dias, dado que la placa FP
ha absorbido casi la totalidad del fluideo. Por lo tanto, el
anadlisis FP estdndar de acuerdo con la IUPAC se lleva a cabo
con un volumen total de 1.5 ml. Se utiliza una escala de placa de
microtitulacién como control. Para hacerlo devesta manera, la totalidad
de las tres celulasas de autopresentacién se mezclan en la misma
relacién y se incuban, primero con 1 x 6 cm de tira de papel filtro
(estédndar) y en sequndo 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 gue se
forman mé&s azlcares reductores en la mezcla estandar después
de 3 dias a 60°C, en comparacién con la mezcla micro. En la
mezcla estdndar la combinacidén es mejor, dado gue las células
estdn en contacto en todo momento con la tira de papel
filtro. En la H@zcla micro, la mayor parte de las células

estdn por encima de la placa de papel filtro de manera que no

10
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todas las células estdn 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 azucares reductores liberados se determina con ayuda de la -

curva esténdar de glucosa, en mg de glucosa/ml (véase la figura
21B). En la mezcla micro, después de 3 diaé a 60°C, se determinan 0.06
mg/ml de aztcares reductores. En contraste, en la mezcla estéandar se
obtienen 0.38 mg/ml. Debido a un mejor mezclado, por lo tanto, se
obtiene un mejor rendimiento de 6.3 veces.

EJEMPLO 8: CONVERSION DE MADERA DE ALAMO

Se ha demostrado que las celulasas de
autopresentacién pueden degradar papel filtro (véase las
figuras 20A-20B). Puesto que el papel filtro no contiene
lignina y Unicamente una proporcién muy pequefia de
hemicelulosa, ahora necesita utilizarse un sustrato més
complejo. Para esto, se utiliza &lamo tratado con presidén de
vapor. La hemicelulosa se remueve por el tratamiento previo,
aunque la ligniné aun estd presente. En primer lugar, la
lignina forma wuna barrera fisica puesto que cubre las
superficies de las celulasas y en segundo lugar una barrera
quimica, 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 degradacidén de &lamo
por las celulasas, se mezclan las celulasas de

autopresentacidén en partes iguales y se incuban con &lamo 4%
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durante 88 h a 60°C. La cepa hospedadora y el &lamo en el
amortiguador sin células (BS) se utiliza como controles.
Después de la incubacidén, el &lamo vy 1las células se
sedimentan por centrifugacidén. E1l sobrenadante se utiliza
adicionalmente para determinar 1los azlcares reductores
formados por medio del analisis DNS. El resultado se muestra
en la figura 22. Los sobrenadantes muestran -un color
amarillento incluso antes de la medicién, similar a la del
reactivo DNS. Por lo tanto, después de incubacidén con el
reactivo DNS, los valores de absorcién a 540 nm son mayores,
en comparacién con los del analisis FP, en el cual 1los
sobrenadantes son transparentes (véase las figuras 20A-20B).
No es ©posible determinar 1la concentracién, en mg de
glucosa/ml, puesto que no existen esténdares de glucosa
adecuados disponibles. No obstante, una absorcidén mayor
después de 88 h a 60°C se observa con las celulasas en
comparacidén con los dos controles usados. Las celulasas de
autopresentacién de esta manera son capaces de convertir
sustratos incluso mas complejos.

BIBLIOGRAFIA

Jose and Meyer (2007), Microbiol Mol Biol Rev 71
(4), 600-19.

Jose (2006), Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006, 69,
607-614.

Jose et al. (2002), J. Biotechnol. 2002, 95, 257-

[



10

15

20

- 70 -

268.

Jose et al. (1995), Mol. Microbiol., (2), 378-80.

Ausubel et al. (1995), Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers.v

Henderson et al. (2004), Microbiol, and Molecular
Biology Reviews, 68(4), 6©692-744.

Jose and van Schwichow (2004), ChemBioChem, 5, 491-
499.

Banerjee et al. (2002), Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2002, 60. 33-44.

Niewert et al. (2001) Diarrhea. Clin. Diagn. Lab.
Immunol. (1): 143-149;9.

Lin L, Meng X, Liu P, Hong Y et al (2009) Appl
Microbiol Biotechnol 82: 671-679.

Miller GL (1959) Analytical Chemistry 31:426-428

Xiao Zhizhuang, Storms R, Tsang A (2004)
Biotechnology and Bioengineering 88 (7): 832-837

Se hace constar que con relacidén a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
practica la citada invencidén, es el que resulta claro de la

presente descripcién de la invencidn.
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidén como antecede, se
reclama como propiedad 1lo contenido en 1las siguientes
reivindicaciones:

1. Una molécula de &cido nucleico, caracterizada

porque comprende los siguientes componentes:

(1) una seccidn que codifica para un péptido sefial,
(2)  una seccidén que codifica para una celulasa eterdloga,
(3) una seccidén opcional que codifica para un sitio de

reconocimiento de proteasa,

(4) una seccién que codifica para un enlazante
transmembranal, y

(5) una seccidn que codifica para un dominio
transportador de un autotransportador o una variante del mismo.

2. La molécula de acido nucleico de conformidad
con la-reivindicacién 1, caracte?izada porque la celulasa es
una beta-glucosidasa * o una endo- o exocelulasa, que
preferiblemente se selecciona del grupo gue consiste de

endocelulasa de Bacillus subtilis, exocelulasa de Clostridium

thermocellum y beta-glucosidasa de Clostridium thermocellum.

3. La molécula de &cido nucleico de conformidad

s

con la reivindicacién 1 o la reivindicacidén 2, caracterizada

porque el dominio transportador de un autotransportador se
selecciona del grupo que comprende Ssp, Ssp-hl, Ssp-h2, PspA,

PspB, Ssal, SphBl, AspA/NalP, VacA, AIDA-I, IcsA, MisL, TibA,
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Ag43, ShdA, AutA, Tsh, SepA, EspC, EspP, Pet, Pic, SigA, Sat,
Vat, EpeA, FEatA, EspI, EaaA, FEaaC, Pertactina, BrkA, Tef,
Vag8, PmpD, Pmp20, Pmp2l, proteasa IgAl, App, Hap, rOmpA,
rOmpB, ApeE, EstA, Lip-1, McaP, BabA, SabA, AlpA, Aae, NanB y
variantes de los mismos. |

4. La molécula de A&cido nucleico de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porque contiene una secuencia de control de expresidén unida
operativamente a la molécula de &acido nucleico, la cual de
manera preferible puede ser activada al agregar
isopropiltioglucopirandsido (IPTG) o arabinosa.

5. Un polipéptido, caracterizado porque es
codificado por una molécula de &acido nucleico de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un microorganismo caracterizado porque expresa
en su superficie> un polipéptido de conformidad con 1la
reivindicacién 5, o ha sido transformado utilizando wuna
molécula de &cido nucleico de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4.

7. El microorganismo de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizado porque se basa en un microorganismo
gramnegativo, preferiblemente Escherichia coli.

8. Una fraccidén de membrana, caracterizada porque
se puede obtener a partir de la célula de conformidad con la

reivindicacién 6 o la reivindicacidn 7.
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9. Un método para producir un producto de
reaccidén utilizando por lo menos una celulasa, caracterizado
porque comprende las siguientes etapas:

(i) preparacién de un microorganismo de
conformidad con la reivindicacidén 6 & 7, o una preparacidn de
membrana de conformidad con la reivindicacién 8, vy

(1i) poner en contacto el microorganismo y/o la
preparacién de membrana con ﬁno o mas sustratos de celulasa
bajo condiciones compatibles con la actividad celulasa.

10. El1 método de conformidad con la
reivindicacién 9,' caracterizado porque el producto de 1la
reaccidén catalizada - por la celulasa es un mono- o di- u
oligosacarido y en donde por lo menos un sustrato de celulasa es una
fuente de polisacadrido, preferiblemente una fuente de celulosa.

11. El método de conformidad con la
reivindicacién 9 &6 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 cualguiera de las
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 cualgquiera de las
reivindicaciones 9 a 12, caracterizado porque en la etapa

(1ii1) se agrega una glucosidasa.

1o
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14. El método de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 9 a 13, caracterizado porque incluye una

etapa adicional (1id) de recuperar el microorganismo

utilizado en la etapa (ii).

15. Un método para producir un microorganismo, el

cual presenta una celulasa recombinante en su superficie,

caracterizado porque incluye:

a) la insercién de una secuencia de Aacido

nucleico de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4, en el microorganismo, vy

b) opcionalmente, el tratamiento del

microorganismo con una sustancia la cual activa la expresidn

de la secuencia de control.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona con
microorganismos los cuales presentan celulasas en su
superficie. Los microorganismos correspondientes se producen
con la ayuda de los plasmidos correspondientes los cuales
codifican una seccidén que comprende un péptido serial, una
celulasa heterdloga, un sitio de reconocimiento de proteasa
opcional, un enlazante transmembranal y un dominio
transportador de un autotransportador o wuna variante del
mismo. Los microorganismos ventajosamente se utilizan en la
conversidén de celulosa en celobiosa y/o glucosa. También es
posible recuperar los microorganismos de la mezcla de
reacciédn después de 1la conversidén a través de sustratos
sencillos. Ademas, una combinacién de varios microorganismos,
los cuales estan poblados con exocelulasas, endocelulasas y
beta-glucosidasas se utilizan para producir glucosa a partir

de celulosa o madera.
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