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DESCRIPCION
Variantes de endoglucanasa flngicas, su produccién y uso
Campo de la invencion

La invencién se refiere a nuevas variantes de endoglucanasas flngicas, a su produccion y a medios para su
produccién. La invencion también se refiere a preparaciones de enzima que comprenden al menos una de las
variantes nuevas de endoglucanasa asi como a procedimientos para tratar material celulésico con los mismos. Las
nuevas variantes de endoglucanasa son especialmente (tiles en el tratamiento de materiales textiles y aplicaciones
detergentes.

Antecedentes de lainvencion

La celulosa es un polisacérido lineal de restos de glucosa conectados mediante enlaces B-1,4. Es el componente
principal de las paredes de las células vegetales, y el bloque de construccion basico para muchos materiales textiles
y para el papel. Proporciona a las células vegetales resistencia remarcable ayudandolas a resistir la tension
mecanica y la presién osmotica. El algodon es la forma natural mas pura de la celulosa.

Las celulasas o enzimas celuloliticas son un grupo de enzimas glucésido hidrolasa que cataliza la hidrdlisis de los
enlaces glucosidicos B-1,4 en el polimero celulosa. Se sabe que las celulasas son producidas por un gran namero
de bacterias, levaduras, y hongos. Las celulasas comprenden un dominio/nicleo catalitico (CD) que expresa la
actividad de la celulasa. Ademés del dominio catalitico, la molécula de celulasa puede comprender uno o mas
dominios de unién a celulosa (CBDs), también llamados médulos/dominios de union a carbohidrato (CBD/CBM). El
CBD potencia la union de la enzima a una fibra que contiene celulosa e incrementa la eficacia del dominio catalitico.

Las celulasas se utilizan, tomando como base sus propiedades, en diversos campos industriales. En la industria
textil, las celulasas se utilizan en el acabado denim para crear una apariencia de lavado a la piedra a la moda en
ropa denim en un procedimiento de biodesgaste (biostoning, en inglés), y también se utilizan, por ejemplo, para
limpiar la pelusa y evitar la formacién de bolitas sobre la superficie de las prendas de algodén. En la industria de
detergentes, las celulasas se utilizan para abrillantar los colores, para evitar que se pongan grises y la formacion de
bolitas de las prendas y para mejorar la limpieza. Las celulasas también se utilizan en la industria de los alimentos,
incluyendo panaderia, y en la fabricacién de alimentos para animales, y tienen un potencial enorme en la industria
de la pulpa y papel, por ejemplo, en el destefiido para liberar la tinta de las superficies de la fibra, para mejorar el
drenaje de la pulpa y la modificacion de la fibra, en la reduccion de energia, en las etapas de refinado y secado de la
produccién de papel, cartdn y pulpa. Las celulasas también se utilizan en la hidrélisis de material lignocelulésico, p.
ej., en la produccién de bioetanol.

El uso préactico de las celulasas estd obstaculizado por la naturaleza de las composiciones de celulasa, que a
menudo son mezclas de enzimas que tienen una variedad de actividades y especificidades de substrato. Las
propiedades Unicas de cada celulasa hacen a algunas mas apropiadas para ciertos propositos que otras. El amplio
espectro de usos industriales para la celulasas ha establecido una necesidad de productos de celulasa comerciales
que contengan diferentes componentes de celulasa y que funcionen a intervalos de pH y temperatura diferentes. Los
costes de produccion de enzimas producidas microbioldgicamente estdn estrechamente conectados con la
productividad de la cepa productora de la enzima y el rendimiento de actividad final en el caldo de fermentacion.
Existe una necesidad en la técnica de identificar variantes de enzima y composiciones enziméticas que tengan
eficacia y capacidad mejoradas para actuar sobre una mayor variedad de materiales celuldsicos.

El documento US2011250674 (A1) proporciona un método para mejorar las propiedades de una enzima celulolitica,
es decir, una endo-1,4-glucanasa, mediante sustitucion, delecion o insercion de aminoacidos. La invencion divulga
variantes de celulasa de Humicola insolens, que han sido mejoradas con respecto a la actividad; y/o sensibilidad a
ténsidos anidnicos; y/o pH optimo y perfil de pH asi como estabilidad. El documento US20130244292 se refiere a
una variante de glucésido hidrolasa de la familia 5 que tiene actividad de endoglucanasa y a los polinucleétidos que
cadifican los polipéptidos.

El documento W02007118935 divulga proteinas de fusidon de celulasa que tienen una regién de nuicleo de
endoglucanasa y un dominio de union a celulosa heterélogo.

Aunque las enzimas celuloliticas han sido utilizadas satisfactoriamente en aplicaciones comerciales durante muchos
afos, sigue existiendo una necesidad respecto a enzimas celuloliticas nuevas con propiedades alteradas, tal como
rendimiento mejorado, en aplicaciones industriales variables.

Breve descripcion de lainvencién

Un objeto de la presente invencién es por lo tanto proporcionar nuevas variantes de enzimas celuloliticas, que
muestran rendimiento mejorado, cuando se comparan con la enzima progenitora.

Los objetos de la invencion se logran mediante un polipéptido de endoglucanasa variante que comprende una
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secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con los aminoacidos 1 a 214 de SEQ
ID NO: 1 y una sustitucion de aminoacido en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 51, 75,
77,82, 109, 116, 118, 135, 150 y 205, estando las posiciones numeradas con referencia a SEQ ID NO: 1, en donde
el polipéptido variante tiene actividad de endoglucanasa.

La invencion también esta dirigida a un polinucleétido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polinucledtido o ADN complementario que codifica una variante de polipéptido de endoglucanasa de la
reivindicacion 1,

b) un polinucleétido o ADN complementario que codifica una variante de polipéptido de endoglucanasa de la
reivindicacion 8;

¢) un polinucledtido que codifica un fragmento de un polipéptido codificado por un polinucleétido de a) o b) en
donde dicho fragmento tiene actividad de endoglucanasa;

d) un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétido que se degenera a la secuencia de nucledtido
de una secuencia de polinucleétido de a), b) o ¢); o la hebra complementaria de tal polinucleétido.

La invencion se dirige incluso a un vector de expresion que comprende dicho polinucleétido y una célula hospedante
que comprende dicho vector de expresion.

Incluso ademés la invencion se dirige a un método para la produccion de la variante de polipéptido de
endoglucanasa, que comprende las etapas de transformar una célula hospedante con un vector de expresion que
codifica dicho polipéptido, y cultivar dicha célula hospedante bajo condiciones que permitan la expresion de dicho
polipéptido, y opcionalmente recuperar y purificar dicho polipéptido.

La invencion también se dirige a una preparacion de enzima que comprende al menos una variante nueva de
polipéptido de endoglucanasa de la invencion y al uso de dicha preparacién de enzima especialmente en la industria
de textiles y detergentes, aunque también en el procesamiento de biomasa, preferiblemente en las industrias de
biocombustibles, almidén, pulpa y papel, comida, panaderia, alimentacion o bebidas.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion de detergente que comprende una variante de
polipéptido de endoglucanasa o una preparacion de enzima de la invencion y opcionalmente auxiliares, tales como
agentes activos de superficie, tensoactivos, agentes blanqueadores, coadyuvantes, estabilizantes, amortiguadores,
mediadores de una oxidasa, agentes anti-corrosion, polimeros/agentes anti-redeposicion, abrillantadores Opticos,
colorantes, pigmentos, causticos, abrasivos y conservantes, perfumes, etc.

La invencién también se refiere a un procedimiento para tratar el material celulésico, en donde dicho procedimiento
comprende poner en contacto el material celuldsico con la variante de polipéptido de endoglucanasa o preparacion
de enzima de la invencion. El tratamiento del material celulésico implica aplicaciones detergentes, biodesgaste o
bioacabado.

Las realizaciones especificas de la invencion se indican en las reivindicaciones dependientes. Otros objetos, detalles
y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de las siguientes figuras, descripcion detallada y
ejemplos. Sin embargo, se deberia entender que las realizaciones dadas en la descripcion, figuras y en los ejemplos
son solamente para propositos ilustrativos, y que son posibles diversos cambios y modificaciones dentro del alcance
de las reivindicaciones.

La presente invencion describe celulasas mejoradas, de rendimiento mas alto para ser utilizadas en diversos
procedimientos industriales. La invencion divulga un nimero de posiciones de restos de aminoacido importantes
para las propiedades de una enzima endoglucanasa y por tanto para el rendimiento de la misma. Particularmente, la
presente invencién divulga polipéptidos de endoglucanasa variantes que tienen rendimiento mejorado en
aplicaciones textiles, especialmente en bioacabado y biodesgaste, y en aplicaciones detergentes, en el cuidado de la
fibra y mantenimiento del color, especialmente en la prevencién y eliminacion de pelusa y bolitas, en el cuidado y
reavivado del color. Las endoglucanasas variantes de la invencion se comportan bien a un intervalo de pH amplio y
notablemente a pH neutro y alcalino. Esto permite el tratamiento de bioacabado simultdneamente con el tefiido, lo
gue conduce a un ahorro de costes considerable. La solidez del color con frecuencia es mejor en condiciones
neutras. Estas endoglucanasas nuevas también son efectivas a dosificaciones de enzima mas pequefias que las
enzimas de referencia.

Breve descripcion de las figuras

A continuacién la invencién se describira con mayor detalle por medio de realizaciones preferidas con referencia a
las figuras anejas, en las que

La figura 1 ilustra una imagen esquematica de los casetes de expresion utilizados en la transformacién de
Trichoderma reesei A152 para la produccién de celulasas de Acremonium thermophilum de la invencion. Los genes
recombinantes estaban bajo el control del promotor cel7A de T. reesei y la terminacién de la transcripcion se
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aseguraba con la adicion del terminador cel7A de T. reesei. El gen amdS (amdS) se incluy6 para seleccion de los
transformantes.

La figura 2 muestra el rendimiento de las variantes de ACMO de A. thermophilum en aplicacién detergente como un
incremento del oscurecimiento (suma de —AL* de 4 tiras) después de 10 ciclos de lavado y secado de los monitores
de ensayo. Se utiliza la preparacion comercial Carezyme® y la celulasa ACMO para comparacion. Las condiciones
de lavado en el aparato Launder-Ometer fueron: 40°C, 60 min, 16°dH, detergente liquido comercial 5 g/l, pH
aproximado 8,5, dosificaciéon de enzima 0,2 mg AEPII.

La figura 2A muestra los resultados del monitor de ensayo previo a la formaciéon de bolitas E-253. Efecto de
eliminacion de bolitas/reavivado del color.

La figura 2B muestra los resultados del monitor de ensayo sin bolitas (E-252). Efecto de cuidado del
color/antiformacion de bolitas.

La figura 3 muestra el rendimiento de las variantes ACM72 y ACM88 de ACMO de A. thermophilum en aplicacion
detergente como un incremento del oscurecimiento (suma de —AL* de 4 tiras) después de 10 ciclos de lavado y
secado de los monitores de ensayo. Se utiliza la preparacion comercial Carezyme® y la celulasa ACMO para
comparacion. Las condiciones de lavado en el aparato Launder-Ometer fueron: 40°C, 60 min, 16°dH, detergente
liguido comercial 5 g/l, pH aproximado 8,5, dosificacion de enzima 0,1 mg AEPII.

La figura 3A muestra los resultados del monitor de ensayo previo a la formacion de bolitas E-253. Efecto de
eliminacion de bolitas/reavivado del color.

La figura 3B muestra los resultados del monitor de ensayo sin bolitas (E-252). Efecto de cuidado del
color/antiformacion de bolitas.

La figura 4 muestra el rendimiento de la variante ACM88 de ACMO de A. thermophilum en el tratamiento de
bioacabado (eliminacién de pelusa) en lavadora a 50°C, pH 6 o sin ajuste (pH aproximado 8), 60 minutos,
dosificacién de enzima de 0,025 o 0,05 mg AEP por peso (g) de la tela. La celulasa ACMO se utiliz6 para
comparacion.

La figura 5 muestra el rendimiento de las variantes ACM90 y ACM91 de celulasa de Cel45A de A. thermophilum en
aplicacién detergente como un incremento del oscurecimiento (suma de —AL* de 4 tiras) después de 10 ciclos de
lavado y secado de los monitores de ensayo. Se utilizd la celulasa At_Cel45A para comparacion. Las condiciones de
lavado en el aparato Launder-Ometer fueron: 40°C, 60 minutos, 16°dH, detergente liquido comercial 5 g/l, pH
aproximado 8,5, dosificacién de enzima 0-0,2 o 0-0,4 mg AEPI/I.

La figura 5A muestra los resultados del monitor de ensayo previo a la formaciéon de bolitas E-253. Efecto de
eliminacion de bolitas/reavivado del color.

La figura 5B muestra los resultados del monitor de ensayo sin bolitas (E-252). Efecto de cuidado del
color/antiformacion de bolitas.

Descripcion detallada de la invencién

Las enzimas celuloliticas o celulasas son enzimas que tienen actividad celulolitica, lo que significa que son capaces
de hidrolizar sustratos celuldsicos o derivados de los mismos a sacaridos mas pequefios. Por lo tanto las enzimas
celuloliticas incluyen tanto celulasas como hemicelulasas. Las celulasas incluyen (1) endoglucanasas (EG, EC
3.2.1.4) que cortan los enlaces beta-1,4-glucosidicos internos; (2) exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH, EC
3.2.1.176, EC 3.2.1.91) que cortan el disacéarido celobiosa del extremo reductor o no reductor de la cadena
polimérica de celulosa cristalina y (3) beta-1,4-glucosidasas (BG, EC 3.2.1.21) que hidrolizan la celobiosa y otros
celo-oligosacaridos cortos a glucosa.

La presente invencion se refiere en particular a endoglucanasas. Especificamente, la presente invencion se refiere a
endoglucanasas fungicas que pertenecen a la familia 45 de glucosil hidrolasa, especialmente a variantes de estas
endoglucanasas. Mas especificamente, la invencion se refiere a variantes del polipéptido de endoglucanasa Cel45A
de Acremonium thermophilum. “Familia 45 de glucosil hidrolasa” se refiere a la familia de glucosil hidrolasa como ha
sido definida por Henrissat 1991, y Henrissat y Bairoch 1993, 1996.

Las variantes de la invencién se disefiaron mediante técnicas de ingenieria de proteinas tomando como base la
comparacion de secuencias de aminoacido entre los dominios del ndcleo catalitico de Cel4d5A de Acremonium
thermophilum y Cel45A de Geomyces pannorum (SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, respectivamente) y sus estructuras
tridimensionales. Las secuencias de aminoacido y de nucleétido de Cel45A de Acremonium thermophilum y Cel45A
de Geomyces pannorum y su aislamiento se divulgan en las solicitudes de patente FI20055692 and FI120086253 (AB
Enzymes Oy, FI).

La invencion se refiere a un polipéptido de endoglucanasa variante o un fragmento enzimaticamente activo del mismo,
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con los aminoacidos

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2907702 T3

1 a 214 de SEQ ID NO: 1 y una sustitucién de aminoacidos en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que
consiste de 51, 75, 77, 82, 109, 116, 118, 135, 150 y 205, estando las posiciones numeradas con referencia a SEQ ID
NO: 1, en donde el polipéptido variante tiene actividad de endoglucanasa. Especialmente, el polipéptido de
endoglucanasa variante tiene al menos 96, 97, 98 6 99% de identidad con los aminoéacidos 1 a 214 of SEQ ID NO: 1. El
polipéptido de endoglucanasa variante puede contener cualquier combinacion de dichas sustituciones.

Con el término “identidad” se quiere decir en el presente documento la identidad entre dos secuencias de
aminoacido. El grado de identidad se determina utilizando el programa de alineacion de secuencias por pares
EMBOSS Water en el EBI (Instituto de Bioinformatica Europeo) http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss water/ con
los siguientes parametros: BLOSUM62, Abertura de Hueco 10, Extension de Hueco 0,5. El algoritmo se describe en
Smith y Waterman (1981).

En una realizacién de la invencién la variante de polipéptido comprende una sustitucion en una posicion que
corresponde a una o mas de S51N, A75S, A77S, S82Q, S109N, S116Q, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y S205N.

En otra realizacién la variante de polipéptido tiene una sustitucion en las posiciones que corresponden a S51N,
S82Q, S109N, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y S205N.

Incluso en otra realizacién la variante de polipéptido tiene una sustituciéon en las posiciones que corresponden a
S51N, S82Q, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y S205N.

Segun una realizacion el polipéptido de endoglucanasa variante tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
12 6 13 y una sustitucion de aminoacidos en una o mas posiciones que se seleccionan del grupo que consiste en 51,
75,77, 82,109, 116, 118, 135, 150 y 205, estando las posiciones numeradas con referencia a SEQ ID NO: 1.

Segun una realizacion el polipéptido de endoglucanasa variante tiene una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:
12 y una sustitucion en las posiciones que corresponden a S51N, S82Q, S109N, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y
S205N.

Segun otra realizacion el polipéptido de endoglucanasa variante tiene una secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:
12 y una sustitucion en las posiciones que corresponden a S51N, S82Q, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y S205N.

Segun una realizacion el polipéptido de endoglucanasa variante tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
13 y una sustitucion en las posiciones que corresponden a S51N, S82Q, S109N, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y
S205N.

Segun otra realizacion el polipéptido de endoglucanasa variante tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
13 y una sustitucion en las posiciones que corresponden a S51N, S82Q, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y S205N.

En la presente invencion las variantes de polipéptido se derivan a partir de una molécula progenitora cel45A-ACMO
(SEQ ID NO: 3), que es un polinucleétido que contiene una regién que codifica el dominio del nucleo catalitico de
Cel45A de A. thermophilum unida al enlazador y a la region CBM de Cel7A de T. reesei, 0 a partir de una molécula
progenitora cel45A (SEQ ID NO: 9), que es un polinucleétido que contiene una region que codifica el dominio del
nudcleo catalitico de la endoglucanasa Cel45A de A. thermophilum y que tiene el enlazador natural y la region CBM.
Sin embargo, se puede utilizar cualquier secuencia de polinucleétido que codifica el dominio del nucleo catalitico de
Cel45A de A. thermophilum para crear las variantes de polipéptido de la invencion.

Tal como se utiliza en el presente documento, una “variante” es un polipéptido que tiene una sustitucién, delecién o
inserciébn de aminoacido en una o mas posiciones. Preferiblemente, las variantes tienen una sustitucion. Las
variantes se generan mediante mutagénesis es decir introduciendo deliberadamente cambios en el ADN para
producir productos de gen mutante es decir, proteinas. Los cambios o modificaciones de la secuencia de nucleétido
progenitora se pueden introducir mediante varios métodos incluyendo por ejemplo mutagénesis dirigida al sitio y
mutagénesis aleatoria. Para la mutagénesis dirigida al sitio es beneficiosa una estructura de proteina y un buen
entendimiento de la relacion de estructura-funcién. En ausencia de dicho entendimiento profundo, se pueden utilizar
métodos basados en mutagénesis aleatoria.

Una variante se puede obtener, por ejemplo, alterando los contactos de enlace de hidrégeno, alterando la
distribucion de carga, introduciendo un puente salino, introduciendo sitios de unién a metal, llenando una cavidad
estructural interna con uno o mas aminodacidos que tengan grupos laterales mas voluminosos (por ejemplo en
regiones que sean estructuralmente moviles), sustituyendo restos de histidina con otros aminoacidos, eliminando un
sitio de desaminacion, o mediante cierre de la hélice. La estabilidad de la proteina se puede mejorar mediante
sustitucion de al menos un aminoacido con resto cisteina o insercién de uno o mas restos cisteina lo que crea al
menos un puente de disulfuro.

Las variantes de polipéptido de endoglucanasa de la invencién son preferiblemente proteinas de fusién que se
producen de manera recombinante. Estas se preparan de manera conveniente utilizando la tecnologia de ADN
recombinante generalmente conocida. En resumen, el polinucleétido que codifica la endoglucanasa se clona e
inserta en un vector de expresién, se transforma en una célula hospedante y se expresa. Los métodos para la
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produccién de proteina mediante tecnologia recombinante en diferentes sistemas hospedantes son conocidos en la
técnica (Sambrook y Russel, 2001; Coen, 2001; Gellissen, 2005). Preferiblemente, las variantes de polipéptido se
producen como proteinas extracelulares que son secretadas en el medio de cultivo, del que se pueden recuperar y
aislar facilmente.

Las variantes de polipéptido de endoglucanasa pueden comprender ademas del dominio de nucleo catalitico, el cual
forma el sitio activo o funcional de la enzima, uno o mas “dominios de union a celulosa” (“CBDs”), también llamados
dominios/médulos de unién a carbohidrato (CBD/CBM) localizados ya sea en el extremo N-terminal o C-terminal del
dominio catalitico. Los CBM tienen actividad de unién a carbohidrato y éstos median la unién de celulasa a celulosa
cristalina pero tienen poco o ningun efecto sobre la actividad hidrolitica de la enzima en sustratos solubles. Las
variantes de endoglucanasa de la invencién pueden también contener opcionalmente una secuencia de sefial y un
enlazador que conecta el CBM y el dominio catalitico a través de una region flexible y altamente glucosilada. La
estructura modular de las celulasas que contienen mddulo de unién a carbohidrato y/o la region enlazadora es bien
conocida en la técnica. El médulo de unién a carbohidrato y la region enlazadora pueden ser heterdlogas u homologas.
“Heterdlogo” tal como se utiliza en el presente contexto significa que el CBM y/o la posible parte enlazadora del
polipéptido de endoglucanasa variante se obtiene a partir de un organismo diferente que el del dominio de nudcleo
celuloliticamente activo. “Homologo” tal como se utiliza en el presente documento significa que el CBM y/o la posible
parte enlazadora de la variante provienen del mismo organismo que el nicleo celuloliticamente activo. La invencién
divulga que cualquier enlazador o CBM se puede utilizar en el polipéptido de endoglucanasa variante. El rendimiento de
las variantes de polipéptido de endoglucanasa de la invencién esta mejorado en comparacion con la enzima
progenitora independientemente del origen del enlazador o la region de CBM (Ejemplos 3y 6).

“Fragmento enzimaticamente activo” se refiere a la parte de una secuencia de aminoéacidos especifica que es lo
suficientemente larga para que tenga la actividad enzimética deseada. En otras palabras un fragmento puede ser
por ejemplo sélo la parte madura del polipéptido o incluso una subsecuencia de la parte madura. Este podria
contener o no un enlazador y dominio CBM. La actividad enzimética se refiere en el presente documento a la
actividad celulolitica que significa la capacidad catalitica del polipéptido para hidrolizar celulosa o derivados de la
misma. La actividad enzimatica se puede determinar como se describe en el Ejemplo 1.

La presente invencion se refiere también a nuevos polinucleétidos que comprenden secuencias de nucleétido que
tienen SEQ ID NO: 4 a 8 (Tabla 1), o fragmentos de las mismas lo suficientemente largas para codificar variantes de
endoglucanasa enzimaticamente activas, 0 una secuencia que codifica una variante nueva de polipéptido como se
definié anteriormente, incluyendo cadenas complementarias de las mismas. Los polinucle6tidos de la invencién son
moléculas recombinantes que contienen secuencias que no ocurren de manera natural disefiadas genéticamente.
“Polinuclestido” tal como se utiliza en el presente documento se refiere tanto a ARN como a ADN, y éste puede ser
de cadena individual o de cadena doble. Este puede ser también ADN complementario (ADNc). Con ADNc se quiere
decir una molécula de ADN sintetizada a partir de una plantilla de ARN mensajero obtenido a partir de un organismo
eucariota o procariota. Ademas, el polinucleétido se puede degenerar como resultado del cddigo genético a
cualquiera de las secuencias como se definieron anteriormente. Esto significa que codones diferentes pueden
codificar el mismo aminoécido.

La presente invencidn se refiere a un “vector” de expresion recombinante que comprende un polinucleétido que
codifica las variantes de polipéptido de endoglucanasa como se caracterizaron anteriormente, ligado de manera
operable a secuencias reguladoras, que son capaces de dirigir la expresion de un gen que codifica dichas variantes
de polipéptido de endoglucanasa en un hospedante apropiado. Dichas secuencias reguladoras se pueden originar a
partir del organismo hospedante o de otro organismo. El vector de expresién también puede comprender genes
marcadores para seleccion de las cepas transformantes o el marcador para seleccion se puede introducir al
hospedante en otra construccion de vector mediante co-transformacion.

Incluso la presente invencion se refiere a un “hospedante” de produccion, que puede ser cualquier organismo capaz
de expresar el polipéptido deseado. Preferiblemente el hospedante es una célula microbiana, mas preferiblemente
un hongo. Lo mas preferiblemente el hospedante es un hongo filamentoso tal como Trichoderma, Aspergillus,
Fusarium, Humicola, Chrysosporium, Neurospora, Rhizopus, Penicillium, Myceliophthora, Sporotrichum, y
Mortierella. Las variantes de polipéptido de endoglucanasa se pueden producir en un hospedante heter6logo u
homologo. El hospedante puede o puede no estar genéticamente modificado. Los hospedantes preferidos para
producir los polipéptidos de la invencion son en particular cepas provenientes del género Trichoderma.
Preferiblemente el hospedante recombinante se modifica para que exprese y secrete las variantes de polipéptido de
endoglucanasa de la invencién como su principal actividad o una de sus actividades principales. Esto se puede
hacer eliminando genes que codifican enzimas secretadas enddgenas principales, por ejemplo las cuatro celulasas
principales de Trichoderma e integrando genes heterélogos en un locus con niveles altos de expresion y produccion.

La presente invencion se refiere también a un método para producir polipéptidos de endoglucanasa variantes de la
invencion, comprendiendo dicho método las etapas de transformar una célula hospedante con un vector de
expresion que codifica dicho polipéptido, y cultivar dicha célula hospedante bajo condiciones que permitan la
produccion de dicho polipéptido, y opcionalmente recuperar y purificar dicho polipéptido. El medio de produccion
puede ser un medio apropiado para cultivar el organismo hospedante y para contener inductores para la expresion
eficiente del gen.
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La presente invencion se refiere a una preparacion de enzima que comprende los polipéptidos de endoglucanasa
variantes de la invencion. Tal como se utiliza en el presente contexto la “preparacion de enzima” se refiere a
cualquier producto o composiciéon de enzima, que comprende al menos uno de los polipéptidos de endoglucanasa
variantes nuevos descritos en el presente documento. Dicha preparacion de encima puede ser un medio de cultivo
agotado o filtrado que contenga uno o mas polipéptidos de endoglucanasas variantes, o uno o mas polipéptidos de
endoglucanasa variantes y una o mas de otras enzimas. Medio de cultivo agotado significa el medio de cultivo del
hospedante que comprende las enzimas producidas. Preferiblemente las células hospedantes se separan de dicho
medio después de la produccioén. La preparacion o composicion de enzima puede ser un “caldo de cultivo entero”
obtenido, opcionalmente después de inactivar el o los hospedantes o microorganismos de produccion sin ninguna
separacion de biomasa, procesamiento corriente abajo o purificacion de la enzima o enzimas celuloliticas deseadas,
debido a que los polipéptidos de endoglucanasas variantes pueden ser secretados en el medio de cultivo, y estos
muestran actividad en las condiciones ambientales del medio de cultivo agotado.

La preparacioén de enzima puede contener las enzimas en forma al menos parcialmente purificada y aislada. Esta
puede incluso consistir esencialmente en la enzima o enzimas deseadas. Si se desea, las preparaciones de enzima
pueden estar secadas, secadas por pulverizacién o liofilizadas, granuladas o la actividad enzimatica se puede
concentrar y/o estabilizar de alguna otra manera para almacenamiento. Si se requiere, una enzima deseada se
puede cristalizar o aislar o purificar segin métodos convencionales, tales como filtracion, extraccion, precipitacion,
cromatografia, cromatografia de afinidad, electroforesis, o similares.

Ademas de uno o mas polipéptidos de endoglucanasa variantes, la preparacion de enzima puede comprender una o
més de otras enzimas, que pueden ser por ejemplo otras celulasas, amilasas, lipasas, proteasas, hemicelulasas,
ligninasas, enzimas pectinoliticas y/o enzimas oxidativas. De manera mas especifica, la preparacion de enzima puede
comprender al menos una enzima adicional que se selecciona a partir de un grupo de celobiohidrolasa, endoglucanasa,
beta-glucanasa, beta-glucosidasa, serina proteasa, xilanasa, beta-xilosidasa, mananasa, beta-manosidasa,
endopectinliasa, pectato liasa, pectinesterasa, lacasa, cutinasa, peroxidasa y polisacarido monooxigenasa litica
dependiente de cobre es decir las enzimas de la familia 61 de glucosil hidrolasa. La preparacion de enzima puede
contener cualquier combinacion de estas enzimas y los polipéptidos de endoglucanasa variantes de la invencion, pero
las enzimas no estan limitadas a aquellas descritas en el presente documento. Estas por ejemplo, también pueden ser
preparaciones de enzima comercialmente disponibles. Depende de la aplicacion qué otras enzimas estén incluidas en
la preparacion de enzima o utilizadas en el tratamiento de enzima.

Ademas de los polipéptidos de endoglucanasas variantes, la preparacion de enzima de la invencion puede
comprender uno o mas aditivos apropiados seleccionados del grupo que consiste en agentes tensoactivos o0 agentes
activos en superficie, amortiguadores, agentes anti-corrosion, estabilizadores, agentes blanqueadores, mediadores,
mejoradores de detergencia, causticos, abrasivos y conservantes, abrillantadores 6pticos, agentes anti-redeposicion,
tintes, pigmentos, perfumes etc.

Las preparaciones de enzima se pueden proporcionar como un liquido o como un sélido, por ejemplo, como un
polvo seco o granular, en especial granulos sin polvo, un liquido estabilizado, pastilla, cristal suspension de cristal.
Se contempla que las preparaciones de enzima se puedan enriquecer adicionalmente para satisfacer los
requerimientos de una utilidad especifica en diversas aplicaciones por ejemplo en la industria textil. Una mezcla de
enzimas secretadas por un hospedante puede ser conveniente en una aplicacion industrial particular, por ejemplo en
bioacabado y biodesgaste.

La presente invencidon se refiere también a una composicion detergente que comprende al menos uno de los
polipéptidos de endoglucanasas variantes nuevos 0 una preparacion de enzima de los mismos, un agente
tensoactivo y opcionalmente uno o mas aditivos seleccionados del grupo que consiste en estabilizantes,
amortiguadores, agentes activos en superficie, mejoradores de detergencia, co-mejoradores de detergencia, agentes
blanqueadores, activadores de blanqueo, otras enzimas detergentes, mediadores de enzimas (por ejemplo para
oxidasas, peroxidasas, lacasas), agentes anti-corrosion, agentes antiredeposicion y polimeros para liberacion de
suciedad, causticos, abrasivos, abrillantadores 6pticos, tintes, pigmentos, perfumes y conservantes. Tal como se
utiliza en el presente contexto, la expresion “detergente” significa una sustancia o material pretendido para ayudar en
la limpieza o que tenga propiedades limpiadoras. Una lista apropiada de los contenidos de detergentes se da en la
patente de EE.UU. No. 5,443,750 o en el documento W02013/131964 y una lista adecuada de agentes tensoactivos
se da en la patente de EE.UU. No. 3,664,961.

Los agentes tensoactivos son Utiles para emulsificar grasa y humectar superficies. El agente tensoactivo puede ser
un no iénico incluyendo semipolar y/o aniénico y/o catiénico y/o zwiteridnico. Se pueden afiadir amortiguadores a la
preparacién o composicion de enzima para modificar el pH o ejercer efecto sobre el rendimiento o estabilidad de
otros ingredientes. Los estabilizadores apropiados incluyen polioles tales como propilenglicol o glicerol, un azucar o
alcohol de azucar, acido lactico, acido bérico, o derivados de acido bérico, péptidos, etc. El agente blanqueador se
utiliza para oxidar y degradar compuestos organicos. Los ejemplos de sistemas de blanqueo quimico apropiados son
fuentes de H202, tales como perborato o o percarbonato con o sin activadores de blanqueo formadores de peracido
tales como tetraacetiletilendiamina, o de manera alternativa peroxiacidos, por ejemplo de tipo amida, imida o sulfona.
Los oxidantes quimicos pueden ser reemplazados parcial o completamente utilizando enzimas oxidantes, tales como
lacasas o peroxidasas. Muchas lacasas no funcionan de manera efectiva en ausencia de mediadores. Los
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mejoradores de detergencia o agentes formadores de complejos incluyen sustancias, tales como zeolita, difosfato,
trifosfato, carbonato, citrato, etc. La composicién detergente también puede comprender uno o mas polimeros tales
como carboximetilcelulosa, poli(etilenglicol), poli(alcohol vinilico), poli(vinilpirrolidona), etc. Ademas, se pueden
afadir ablandadores, causticos, conservantes para prevenir el deterioro de otros ingredientes, abrasivos y
sustancias que modifiquen las propiedades de formacion de espuma y viscosidad.

La composicion detergente de la invencion puede comprender uno o mas componentes adicionales seleccionados
del grupo que consiste en agentes tensoactivos aniénicos (0 - 40% en peso), agentes tensoactivos no ionicos (0 -
40% en peso), y fosfonatos (0 - 15% en peso) ademas de la cantidad efectiva del polipéptido de endoglucanasa
variante o una preparacion de enzima del mismo.

El término “cantidad efectiva” de una variante de polipéptido de endoglucanasa se refiere a la cantidad de la enzima
necesaria para que realice su funciéon de manera suficiente en la aplicacién detergente especifica. La cantidad de
preparacion de enzima en una composicion detergente puede variar dependiendo del tipo y concentracion del
detergente. Preferiblemente la composicion detergente comprende desde aproximadamente 0,00001% hasta
aproximadamente 10% en peso de la composicion detergente de variante de polipéptido de endoglucanasa de la
invencién, mas preferiblemente de 0,0001% a aproximadamente 1%, aun mas preferiblemente de 0,0001% a 0,5%,
incluso méas preferiblemente de 0,0005% a 0,1%. Un experto en la técnica es capaz de definir dosificaciones
adecuadas.

Una variante de polipéptido de endoglucanasa o una preparacién de enzima de la misma se puede afadir
directamente en un detergente o se puede aplicar por separado encima del detergente durante o antes del lavado, o,
por ejemplo, en bolsitas liquido/liquido o liquido/polvo o bolsitas o botellas multicompartimento, en las que puede
estar separado de algunos de los componentes detergentes o de otras enzimas, como la proteasa, para maximizar
la estabilidad en almacenamiento. Una variante de polipéptido de endoglucanasa o una preparacion de enzima de la
misma también se puede utilizar en agentes de limpieza o reforzadores que se afiaden encima del detergente
durante o antes del lavado y que estan por ejemplo en forma de liquido, gel, polvo, granulos o pastillas. La
preparacion de enzima y los componentes del detergente también pueden ser empapados en un portador tal como
materiales textiles.

Los polipéptidos de endoglucanasa variantes y las preparaciones de enzima de los mismos se pueden utilizar para
tratar cualquier material celulésico. En el presente contexto, “material celulésico” se refiere a cualquier material que
comprende celulosa o derivados de la misma como un componente significativo. Dicho material puede ser material
textil, plantas o material de origen vegetal utilizado en alimentos o alimentos para animales, material vegetal para
extraccion de aceite, o pulpa mecanica o quimica o fibra secundaria derivadas de la madera.

Los polipéptidos de endoglucanasa variantes son especialmente Utiles en el tratamiento de materiales textiles. El
material textil que se va a tratar puede ser cualquier material textil incluyendo hilos, productos intermedios de hilo,
fibras, materiales no tejidos, materiales naturales, materiales sintéticos, y cualquier otro material textil, telas
elaboradas de dichos materiales y productos elaborados a partir de las telas (por ejemplo, ropa y otros articulos). El
material textil o tela puede estar en forma de tejidos de punto, tejidos, denim, no tejidos, fieltros, hilados, y toallas. El
material textil puede estar basado en celulosa tal como los celuldsicos naturales, incluyendo algodén, planta de
lino/lino, yute, ramio, sisal o fibra de coco o celuldsicos artificiales (por ejemplo que se originan de pulpa de madera)
incluyendo viscosa/rayén, modal, fibras de acetato de celulosa (tricel), liocel, cupro o mezclas de los mismos. La tela
puede ser prendas de colada lavables convencionales, por ejemplo, prendas domésticas manchadas. Cuando se
utiliza el término tela o ropa se pretende incluir también el término mas amplio materiales textiles. Con “denim” se
quiere decir, en conexidon con esta invencion, tela de denim, usualmente ropa de denim, particularmente pantalones
vagueros. Ventajosamente, el denim es denim tefiido de indigo. El denim también se puede tratar con derivados de
indigo o con indigo junto con algun otro tinte, por ejemplo, denim tefiido con indigo con parte inferior de azufre.

El material celulésico se hace reaccionar con los polipéptidos de endoglucanasa variantes de la invencién o la
preparacion de enzima que comprende dichos polipéptidos de endoglucanasa variantes bajo condiciones
apropiadas, tales como pH y temperatura apropiados, y la reaccion se deja continuar durante un tiempo suficiente
para que la reaccién enzimatica se lleve a cabo, con lo que se obtiene material celulésico al menos parcialmente
hidrolizado. Las enzimas se afiaden en una cantidad enzimaticamente efectiva ya sea simultdneamente por ejemplo
en forma de una mezcla de enzimas, o secuencialmente.

Los polipéptidos de endoglucanasa variantes también se pueden afadir a las composiciones detergentes para
mejorar las propiedades de cuidado de la fibra y color mediante prevencion y eliminacion de la pelusa y bolitas lo
gue da como resultado el abrillantamiento o restauracién de colores y el ablandamiento, y para mejorar la limpieza
de materiales textiles, por ejemplo eliminando la suciedad del pigmento y la antiredeposicidon y antiagrisado. Los
términos eliminacion de bolitas y reavivado del color se utilizan tipicamente para describir los efectos de la celulasa
en materiales textiles de algoddn, usados, viejos. Los términos antiformacion de bolitas (prevencion de formacion de
bolitas), mantenimiento del color o cuidado del color tipicamente se utilizan para describir los efectos de la celulasa
sobre ropa nueva.

Tal como se utiliza en el presente contexto la expresion “rendimiento de celulasa” en aplicaciéon detergente se refiere
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al efecto de la celulasa en las propiedades de cuidado de la fibra y del color del detergente, que se pueden medir
como un descenso visible y medible de la luminosidad (es decir incremento del oscurecimiento) o cambio del color
de los materiales textiles de algodon coloreados. Cuando las fibras y fibrillas de la superficie que sobresalen del hilo
forman bolitas y le dan a la tela un aspecto grisaceo son eliminadas por la celulasa, la luminosidad de la tela
disminuye, y la superficie de la tela parece mas oscura y los colores se hacen mas brillantes. La luminosidad o
cambio en los valores del color se puede medir, por ejemplo midiendo el color como valores de reflectancia con un
espectrofotometro utilizando las coordinadas espacio color L*a*b* como se describe en los Ejemplos 4 y 6. El
rendimiento de la celulasa se calcula por ejemplo como AL* (delta L*), que significa el valor de luminosidad L* de la
tela tratada con enzima menos el valor de luminosidad L* de tela tratada con licor de lavado sin enzima (blanco
enzimatico, control). Cuando el material de ensayo consiste en materiales textiles con diferentes colores (por
ejemplo monitores para formacion de bolitas comercialmente disponibles que contienen 4 tiras), el rendimiento de
celulosa total se calcula como una suma de AL* de cada color después de varios ciclos de lavado y los resultados
finales se muestran como incremento del oscurecimiento (suma de -AL*).

Los polipéptidos de endoglucanasa variantes y las preparaciones de enzima que los contienen son especialmente
Utiles en procesos de acabado de la industria textil, tal como el bioacabado de telas, ropa o hilo. Tal como se utiliza
en el presente contexto, la expresion “bioacabado” (también llamado eliminacion de bolitas, eliminacion de pelusa,
eliminacion de pelo o biopulido) se refiere al uso de enzimas variantes en una hidrdlisis controlada de las fibras
celuldsicas para modificar la superficie de la tela o hilo de una manera que evite permanentemente la tendencia a la
formacion de bolitas, mejore el manejo de la tela como suavidad y uniformidad, limpie la estructura de la superficie
reduciendo las pelusas. El bioacabado da como resultado la clarificacion de los colores, mejora la caida de la tela, y
mejora la capacidad de absorcion de humedad, lo cual también puede mejorar la capacidad de tefiido. El
bioacabado se puede realizar antes, después o al mismo tiempo que el tefiido.

La eliminacién enzimética de las bolitas se puede llevar a cabo en cualquier etapa durante el procesamiento en
hamedo del material textil, preferiblemente después del desengomado y/o blanqueado opcional, y se pueden utilizar
condiciones similares a las de biodesgaste. Ademas se pueden tratar materiales textiles en forma de ropa.

Los polipéptidos de endoglucanasa variantes y las preparaciones de enzima que los contienen se pueden utilizar en
el biodesgaste del denim. Tal como se utiliza en el presente contexto, la expresién “biodesgaste” de tela o ropa
significa el uso de enzimas en lugar de, o ademas de, piedra pdmez para el tratamiento de la tela o ropa, en especial
denim para obtener una apariencia envejecida o gastada. El término “apariencia envejecida o gastada” significa que
como resultado de la eliminacidn no uniforme del tinte, hay contrastes entre las areas tefiidas y las areas en las que
se ha eliminado el tinte.

La relacion de licor (la relacion del volumen de liquido por peso de tela) tanto en biodesgaste como en bioacabado
puede variar de aproximadamente 3:1 a 20:1, preferiblemente 5:1 a 10:1. El tiempo de tratamiento puede variar de 15
minutos a 90 minutos y preferiblemente de 30 minutos a 60 minutos. Se deberia enfatizar que la dosificaicon de enzima
depende en gran medida del tipo de las telas, maquinaria, condiciones de proceso (pH, temperatura, relacién de licor,
tiempo de tratamiento, carga de denim, escala del proceso) y del tipo de la preparacién o composicién de enzima. Los
parametros de proceso tipicos para, por ejemplo, bioacabado industrial son pH 4,5 - 8 a temperatura de 40 - 65°C. Los
polipéptidos de endoglucanasa variantes de la invencion muestran rendimiento a un amplio intervalo de condiciones de
pH y temperatura. Un experto en la técnica es capaz de definir dosificaciones y condiciones apropiadas.

Los polipéptidos de endoglucanasa variantes de la invencion y las preparaciones de enzima o composiciones
detergentes que las contienen proporcionan ventajas inesperadas cuando se utilizan en las industrias detergentes y
de materiales textiles. Las variantes nuevas son considerablemente mas eficientes que las celulasas de la técnica
anterior. En aplicaciones detergentes, los polipéptidos de endoglucanasa variantes nuevos tienen rendimiento
considerablemente mejor de reavivamiento de color (eliminacion de bolitas) y cuidado del color (anti-formacion de
bolitas) a intervalo de dosificacion mas bajo. En el bioacabado, el alto rendimiento se logra utilizando los polipéptidos
de endoglucanasa variantes de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
Produccién de variantes de celulasa ACMO de Acremonium thermophilum en Trichoderma reesei

Se utilizan métodos de biologia molecular estandar en el aislamiento y tratamiento enzimatico de ADN (plasmidos,
fragmentos de ADN), en transformaciones de E. coli, etc. Los métodos bésicos utilizados se describen en manuales
de biologia molecular, por ejemplo Sambrook J. y Russell, D.W., 2001.

Las variantes de celulasa se derivaron de una molécula progenitora, designada en el presente documento como
ce/45A-ACMO (secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 3, que corresponde a la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 12), que contiene el nicleo catalitico de Cel45A de A. thermophilum unido al enlazador y la region CBM de
Cel7A de T. reesei. Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de variantes de ACMO
recombinantes. Las construcciones contienen el promotor y terminador de cel7A de T. reesei y el gen marcador
amdS como se describe en Paloheimo et al, 2003. Los genes sintéticos (tabla 1), que incluyen mutaciones
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introducidas en la region de nicleo de la molécula progenitora, se fusionan de manera exacta como fragmentos
Sacll-BamHI al promotor de cel7A de T. reesei mediante ligaciéon. Para la construccion del plasmido de expresién
para la variante de ACM88 se aislé un fragmento de SgrAl de 222 pb de pALK3923 y se ligd dentro de un fragmento
de SgrAl de 8859 pb de pALK3928. Los plasmidos de expresion se listan en la tabla 1.

Tabla 1 Genes sintéticos utilizados en la construccién de los casetes de expresién para la produccién de
variantes de celulasa ACMO en T. reesei

Designacion de gen | Mutacion Plasmido de expresion | SEQID NO:
celd5A-ACM30 S109N, $116Q,Q118H pALK3675 4
cel45A-ACM44 S51N, S82Q, A135Q,5150Q, S205N pALK3779 5
cel45A-ACM72 S51N, S82Q, S109N, S116E, Q118H, A135Q, S150Q, S205N pALK3928 6
cel45A-ACM8B6 S51N, A75S, A77S, S82Q, S109N, Q118H, A135Q, S150Q, S205N pALK3942 7
cel45A-ACM8B8 S51N, S82Q, S116E, Q118H, A135Q, S150Q, S205N pALK3967 8

El casete de expresion lineal (figura 1) se aislé a partir de la estructura base del vector mediante digestién con
EcoRlI, se transformé e A152 de T. reeseli, y los transformantes se seleccionaron con acetamida como Unica fuente
de nitr6geno. La cepa hospedante carece de cuatro celulasas enddgenas principales: CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A,
EGI/Cel7B y EGII/Cel5A. Las transformaciones se efectuaron Segun Penttila et al, 1987, con las modificaciones
descritas en Karhunen et al, 1993. Los transformantes se purificaron en placas de seleccién a través de conidio
individual antes de su esporulacion en agar de patata y dextrosa.

La produccion de endoglucanasa de los transformantes se analizé a partir de los sobrenadantes del cultivo de
cultivos en matraz de agitacion (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias en un medio inductor de
celulasa complejo (Joutsjoki et al, 1993) amortiguado con KH2PO4 al 5% a pH 5,5. La actividad enzimética de la
proteina recombinante se midié a partir del sobrenadante del cultivo como la liberacion de azucares reductores a
partir de carboximetilcelulosa (CMC al 3%) a 50°C en solucion amortiguadora de citrato 50 mM pH 4,8
esencialmente como se describe en Bailey, M. J. y Nevalainen, K.M.H., 1981; Haakana, H., et al, 2004. La
produccién de la proteina recombinante también se detectd a partir del sobrenadante del cultivo mediante
electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE).

Los transformantes elegidos (tabla 2) y la cepa de referencia que producen celulasa ACMO se cultivaron en
biorreactores a escala laboratorio en medio inductor de celulasa complejo para obtener material para los ensayos de
aplicacion (ejemplos 4 a 6).

Tabla 2. Transformantes elegidos para cultivo en biorreactores a escala de laboratorio

Variante de celulasa Transformante
ACM30 RF10612
ACM44 RF10834
ACM72 RF11193
ACMB86 RF11081
ACMB88 RF11217

Ejemplo 2
Produccién de variantes de célulasa Cel45A de A. thermophilum en T. reesei

Se utilizan métodos de biologia molecular estandar como se describié en el ejemplo 1. Se construyen dos variantes
de celulasa, obtenidas a partir de una molécula progenitora SEQ ID NO: 9 (que corresponde a la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 13). Los plasmidos de expresion (tabla 3) se construyeron clonando genes sintéticos y las
proteinas recombinantes se produjeron como se describié en el ejemplo 1.

10




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2907702 T3

Tabla 3 Los genes sintéticos utilizados en la construccién de los casetes de expresion para la producciéon de
variantes de celulasa At_Cel45A en T. reesei

Designacion de gen Mutacion Plasmido de expresion SEQID NO:
cel45A-ACM90 S51N, S82Q, S109N, S116E, Q118H, A135Q, S150Q, S205N pALK3972 10
cel45A-ACMI1 S51N, S82Q, S116E, Q118H, A135Q, S150Q, S205N pALK3973 11

La produccion de endoglucanasa de los transformantes se analiz6 a partir de los sobrenadantes del cultivo de cultivos
en matraz de agitacién (50 ml) como se describi6é en el ejemplo 1. Los transformantes elegidos (tabla 4) y la cepa de
referencia correspondiente que producen celulasa At_Cel45A se cultivaron en biorreactores a escala laboratorio en
medio inductor de celulasa complejo para obtener material para los ensayos de aplicacion (ejemplos 4 a 6).

Tabla 4 Transformantes cultivados en biorreactores a escala laboratorio

Variante de celulasa | Transformante
ACM90 RF11351
ACM91 RF11352

Ejemplo 3 Purificacion de endoglucanasas variantes

Las células y sdlidos se retiraron del medio de cultivo de fermentacion mediante centrifugacion durante 10 min, 4000
g a 4°C. Se utilizaron 15 ml de sobrenadante para la purificacion de proteinas. Después de la centrifugacion, se
afiadio sulfato de amonio sélido a la muestra para obtener una concentracion de sal final de 1 M. La muestra
después se filtré a través de un filtro de 0,44 ym antes de aplicar a la columna de fenil Sefarosa HiPrep 16/10 FF
(GE Healthcare) equilibrada con 20 mM de MES, sulfato de amonio 1 M pH 6. Las proteinas se eluyeron con un
gradiente de sulfato de amonio decreciente lineal (de 1 a 0 M). Se recolectaron fracciones de 10 ml y se analizaron
en SDS-PAGE. Las fracciones que contenian actividad de endoglucanasa se combinaron y se concentraron a 2 ml
utilizando dispositivos de ultrafiltracion Vivaspin 20, 10 kDa MWCO (GE Healthcare). La muestra concentrada se
fracciona adicionalmente utilizando columna para filtracion en gel Superdex 75 26/60 equilibrada con MES 20 mM,
NaCl 200 mM pH 6. Se recolectaron fracciones de 2 ml y se analizaron mediante SDS-PAGE. Las fracciones que
contenian endoglucanasa pura se combinaron. El contenido de enzima de la muestra purificada se determind
utilizando mediciones de absorbancia de UV a 280 nm. Los coeficientes de excitacion para las endoglucanasas
purificadas se calculan en base a la secuencia de amino&cidos de la enzima usando el servidor ExPASy
http://web.expasy.org/protparam/.

La actividad enzimatica de las muestras purificadas se midié como la liberacion de azlcares reductores a partir de
carboximetilcelulosa (CMC al 3%) a 50°C en solucién amortiguadora de Hepes 50 mM pH 7,0 en 10 min (actividad
de NCU), Bailey y Nevalainen, 1981; Haakana et al, 2004). La actividad especifica (NCU/mg) de las variantes
enzimaticas se calcul6 dividiendo la actividad de NCU entre la cantidad de enzima purificada. Los valores obtenidos
se utilizan para calcular las dosificaciones de enzima utilizadas en los ejemplos 4 a 6.

Ejemplo 4 Ensayos en aparato Launder-Ometer de variantes de celulasa ACMO de A. thermophilum con
aplicacion de detergente liquido

Se analizaron las variantes de celulasa ACMO de A. thermophilum (ACM30, ACM44, ACM72, ACM86 y ACM88)
producidas en Trichoderma, como se describié en el ejemplo 1, donde se ensayaron respecto a su rendimiento con
detergente liquido comercial para ropa de color a 40°C y se compara con celulasa ACMO y una preparacion de
celulasa comercial Carezyme® (celulasa de Aspergillus sp., Sigma-Aldrich C-2605-50 ml). Se utilizaron los
siguientes monitores para formacion de bolita (Jersey impreso multicolor, 94% de algoddn, 6% de Dorlastan)
suministrados del Centro para Materiales de Ensayo BV (Paises Bajos): E-252 (tela original, sin bolitas) y E-253
(material con formacién previa de bolitas/pre-dafiado). Los monitores E-253 se utilizaron para la demostracion de la
eliminacion de bolitas a partir de material que representa material textil de algodén usado. También se utilizaron los
mismos monitores pre-dafiados para la demostracion del efecto de reavivado del color de materiales textiles de color
usados. Se utilizaron monitores de tela original (E-252) para la demostracién del mantenimiento del color/cuidado del
color y/o prevencion del efecto de bolitas (anti-formacion de bolitas) de telas nuevas. Ambas telas de ensayo se
cortaron en muestras de tela (aproximadamente 29 cm x 15 — 16,5 cm, el peso total de dos muestras de tela es
aproximadamente 24 g) que contenian rayas de anchura completa de cada color (negro, rojo, verde, azul) y los
bordes se igualaron.

Los tratamientos con celulasa se efectuaron en un Launder-Ometer Atlas LP-2 de la siguiente manera. El Launder-
Ometer primero se precalentd a 40°C. Se afiadieron 60 g de bolas de acero (0,6 cm de diametro), 240 ml de licor de
lavado y enzima diluida (<1,0 ml) en contenedores de 1,2 litros. Después de esto, se coloc6é una muestra de tela de
E-253 y E-252 en contenedores (lado reverso sobre lado reverso) y se efectla el ensayo Launder-Ometer a 40°C
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durante 60 min con una velocidad de rotacién de 42 rpm.

Las enzimas se dosificaron como mg de proteina enzimatica activa (AEP). Se calcul6 el contenido de AEP de cada
preparacién tomando como base las actividades especificas definidas como se describi6 en el ejemplo 3. La
dosificacion de las preparaciones de enzima fue 0,2 6 0,1 mg de proteina enzimatica activa por litro de licor de
lavado y la muestra de control no contenia enzima. El licor de lavado contenia 5 g de detergente liquido comercial
para ropa de color por litro de agua del grifo sintética (16°dH) y su pH era de aproximadamente 8,5.

Para el agua de grifo sintética con dureza de 16°dH se prepararon las siguientes diluciones de reserva en agua
desionizada (Milli-Q o equivalente):

Disolucién de reserva con dureza de calcio de 1000°d: CaClz x 2 H20 (1.02382.1000, Merck KGaA, Alemania)
26,22 gllitro

Disolucién de reserva con dureza de magnesio de 200°d: MgSOa4 x 7 H20 (1.05886.1000, Merck KGaA, Alemania)
8,79 g/litro de H20

Disolucién de reserva de NaHCO3: NaHCOs (1.06329.1000 Merck KGaA, Alemania) 29,6 g/l.

Se afiadieron 13,3 ml de disolucién de CaClz, 13,3 ml de disolucion de MgSOa4 y 10,0 ml de disolucién de NaHCOs3
recién preparada en un matraz volumétrico en el orden dado, se afora hasta 1 litro con agua desionizada y se
mezcl6. La dureza del agua se determiné mediante titulacién complejométrica y se encontré que era correcta.

Después del tratamiento con celulasa en el Launder-Ometer, las muestras de tela primero se enjuagaron por separado
con agua corriente (aprox. 20°C) y después en una lavadora (Whirlpool) utilizando el programa de lavado con
extraccion. Las muestras de tela se secaron en una secadora. Los ciclos de lavado y secado se repitieron 10 veces.

El rendimiento de la celulasa en aplicacion detergente se evalu6é midiendo el color como valores de reflectancia con
un espectrofotometro Konica Minolta CM-3610A utilizando coordenadas de espacio de color L*a*b* (iluminante
D65/10°, 420 nm de corte). Se midié el color de cada una de las 4 rayas de los monitores de ensayo después de 10
ciclos de lavado. Se utilizé la disminucion de la luminosidad (L*), es decir el incremento del oscurecimiento en
comparacion con el tratamiento sin celulasa, como una indicacion del efecto de la celulasa. Cuando las fibras y
fibrillas de la superficie que sobresalen del hilo formando bolitas y que dan a la tela una apariencia grisacea se
eliminaron con la celulasa, la luminosidad de la tela disminuye, y la superficie de la tela parece mas oscura y los
colores se vuelven mas brillantes.

El rendimiento de la celulasa se calcula como AL* (delta L*), que significa el valor de luminosidad L* de la tela
tratada con enzima menos el valor de luminosidad L* de la tela tratada con disolucién de lavado sin enzima (control,
sin enzima). Se calcul6 la suma de AL* para cada una de las cuatro rayas y los resultados finales se mostraron como
el incremento de oscurecimiento (-AL*).

Los resultados de los ensayos del incremento del oscurecimiento utilizando un dosificacion de 0,2 mg de proteina
enzimatica activa por litro de licor de lavado se muestran en las figuras 2A (monitores con formacion previa de
bolitas E-253) y 2B (monitores sin bolitas E-252). El efecto de eliminacion de bolitas/reavivado del color (figura 2A)
de las variantes ACM30, ACM44, ACM72, ACM86, y especialmente ACM88 se mejora considerablemente en
comparacion con ACMO. Ademas, el efecto anti-formaciéon de bolitas/cuidado del color de las variantes ACM30,
ACM44, ACM72, ACM86, y especialmente ACM88 era mejor en comparacion con ACMO. Las variantes ACM30,
ACM44, ACM72, ACM86, y especialmente ACM88 también tenian mejor rendimiento en aplicacion detergente que la
referencia comercial Carezyme®. Ademas, segun los ensayos efectuados con dosificaciones méas pequefias (0.1 mg
de proteina enzimética activa por litro de disolucién de lavado), como se muestra en las figura 3A, ACM72 y ACM88
tenian un rendimiento considerablemente mejor en aplicacion detergente tanto con el monitor de ensayo con
formacion previa de bolitas (figura 3A) como con el monitor de ensayo sin bolitas (figura 3B) en comparacién con
ACMO y la referencia comercial.

Los resultados espectrofotométricos también se confirmaron mediante evaluacion visual. La tela con formacion
previa de bolitas/pre-dafiada, que parecia desgastada y poco interesante, recuperé su apariencia original
considerablemente mejor con ACM72 y especialmente con ACM88 en comparacién con ACMO y la referencia
comercial en ambos ensayos. Ademas el mantenimiento de los colores de la tela nueva era visualmente claramente
mejor con ACM72 y especialmente con ACM88 que con las referencias.

Ejemplo 5 Anélisis del rendimiento de variantes de ACMO de A. thermophilum en aplicacion de bioacabado

Se analizé el rendimiento de la variante ACMO de A. thermophilum ACM88 y la celulasa ACMO, producida en
Trichoderma, como se describié en el ejemplo 1, en el bioacabado (eliminacién de bolitas/eliminaciéon de pelusa) de
prendas de punto de algodén. Los tratamientos con celulasa se efectuaron con el lavador-extractor Wascator FOM
71 CLS de Electrolux utilizando 1 kg de tela y 15 litros de agua de grifo. Se utilizaron prendas de punto de colegio de
tres hilos rugosas hechas de 100% de algodén (tipo 9761, Orneule, Finlandia) como material de ensayo con material
de relleno. La tela primero se lavé previamente durante 10 min a 50°C y se enjuag6 3 veces. Después de esto, la
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tela tejida de algodén se traté con celulasa a 50°C durante 60 minutos. Las enzimas se dosificaron como 0,025 6
0,05 mg de proteina enzimatica activa (AEP) por el peso (g) de la tela, como se describié en el ejemplo 4. El pH del
liquido de lavado se ajusté a 6 con acido acético o los ensayos se efectuaron sin ajuste de pH, cuando el pH del
liquido de lavado era aproximadamente 7,6 al inicio y 8 al final del tratamiento con celulasa. Después de drenar, la
enzima se inactivd (durante 10 min a 50°C) elevando el pH por encima de 11 con hidréxido de sodio. La tela
después se enjuago tres veces y se seco en una secadora.

Las muestras de tela se evaluaron visualmente segun cuantas fibrillas y pelusas de superficie se detectaron. El
resultado de cada evaluacion se cuantificé indicando el resultado con relacion a una escala que consiste en
patrones. Dichos patrones son piezas de la misma tela lavadas con diferentes cantidades de celulasa y éstas tienen
un intervalo de intensidad de fibrillas/pelusa de superficie del nimero 1 al 5 con intervalos de media unidad. El
namero 1 era una muestra de control tratada sin enzima. Cuanto mayor es el nimero, mejor es el efecto de
eliminacion de pelusa. Los resultados se muestran en la figura 4. El rendimiento de bioacabado (eliminacién de
pelusa) de la variante ACM88 era mejor que el de ACMO a 50°C, ambos a pH 6 y sin ajuste de pH (pH
aproximadamente 8).

Ejemplo 6 Ensayos en Launder-Ometer de variantes de celulasa Cel45A de A. thermophilum con aplicacion
de detergente liquido

Se analizaron las variantes de celulasa Cel45A de ACM90 y ACM91 de A. thermophilum producidas en Trichoderma,
respecto a su rendimiento con detergente liquido comercial para ropa de color a 40°C y se compararon con la celulasa
At_Cel45A (SEQ ID NO: 13) y la preparacion de celulasa comercial de Carezyme® (Sigma-Aldrich C-2605-50 ml).

Los ensayos se efectuaron y los resultados se evaluaron como se describié en el ejemplo 3, excepto que las
dosificaciones de celulasa At_Cel45A son 0, 0,1, 0,2 6 0,4 mg de proteina enzimatica activa (AEP) por litro de licor de
lavado. Las dosificaciones correspondientes de la variante ACM90 o ACM91 son 0, 0,05, 0,1 6 0,2 mg de AEP/litro.

Los resultados se muestran en las figuras 5A y B. El efecto de eliminacion de bolitas/reavivado del color medido con
el monitor de ensayo con formacién previa de bolitas E-253 y el efecto anti-formacién de bolitas/cuidado del color
medido con el monitor sin formacién de bolitas E-252 de las variantes ACM90 y ACM91 mejor6 considerablemente
en comparacion con la celulasa At_Cel45A.

Como conclusion, los resultados descritos en los ejemplos 3 y 6 muestran que el rendimiento de las variantes de
endoglucanasa es mejorado, en comparacién con la enzima progenitora, independientemente del origen del
enlazador y de la region CBM.
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Lista de secuencias

<110> Roal A.

<120> Variantes de endoglucanasas fangicas, su produccion y uso

<130> 2140155PC

<160> 13

<170> PatenteEn version 3.5

<210>1

<211>214

<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 1
Leu Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys
1 5 10 15

Gly Trp Ala Gly Lys Ala Ser Val Asn Gln Pro Val Phe Ser Cys Ser
20 25 30

Ala Asp Trp Gln Arg Ile Ser Asp Phe Asn Ala Lys Ser Gly Cys Asp
35 40 45

Gly Gly Ser Ala Tyr Ser Cys Ala Asp Gln Thr Pro Trp Ala Val Asn
50 55 60

Asp Asn Phe Ser Tyr Gly Phe Ala Ala Thr Ala Ile Ala Gly Gly Ser

Glu Ser Ser Trp Cys Cys Ala Cys Tyr Ala Leu Thr Phe Asn Ser Gly
85 90 95

Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Val Val Gln Ser Thr Ser Thr Gly Gly
100 105 110

Asp Leu Gly Ser Asn Gln Phe Asp Leu Ala Ile Pro Gly Gly Gly Val
115 120 125

Gly Ile Phe Asn Gly Cys Ala Ser Gln Phe Gly Gly Leu Pro Gly Ala
130 135 140

Gln Tyr Gly Gly Ile Ser Asp Arg Ser Gln Cys Ser Ser Phe Pro Ala
145 150 155 160

Pro Leu Gln Pro Gly Cys Gln Trp Arg Phe Asp Trp Phe Gln Asn Ala
165 170 175
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Asp Asn Pro Thr Phe Thr Phe Gln Arg Val Gln Cys Pro Ser Glu Leu

180

185

190

Thr Ser Arg Thr Gly Cys Lys Arg Asp Asp Asp Ala Ser Tyr Pro Val

195

Phe Asn Pro Pro Ser Gly

210

<210> 2

<211> 214

<212> PRT
<213> Geomyces pannorum

<400> 2
Ala Ser Gly Asn

1

Ser

Ser

Ala

Trp

65

Ser

Phe

Asn

Gly

Pro

145

Gln

Phe

Val

Asp

Cys

Cys

Cys

50

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

130

Ser

Cys

Asp

Ala

Asp
210

<210>3

Ala

Asp

Asp

val

Gly

Ser

Gly

115

Gly

Thr

Asp

Trp

Cys
195

Thr

Trp

20

Lys

Asn

Ser

Thr

Gly

100

Gly

Phe

Gly

Ala

Phe
180

Pro

Pro

Gly
5
Ser
Gly
Gly
Asp
Glu
85
Pro
Asp
Gly

Trp

Phe
165

Gln
Leu

Thr

Lys

Gly

Asp

Gly

Ser

70

Ala

vVal

Leu

Leu

Gly

150

Pro

Asn

Ala

Gly

Thr

Lys

Asn

Pro

55

Leu

Ser

Ser

Gly

Phe

135

Asn

Gln

Ala

Leu

200

Thr

Ala

val

40

Ala

Ala

Trp

Gly

Gln

120

Asn

Gln

Ala

Asp

Thr
200

Arg

Ser

25

Leu

Phe

Tyr

Cys

Lys

105

Asn

Ala

Tyr

Leu

Asn
185

Asn

Tyr

10

Phe

Ala

Met

Gly

Cys

90

Lys

His

Cys

Gly

Lys
170

Pro

Lys

Trp

Lys

Asp

Cys

Phe

75

Ala

Met

Phe

Thr

Gly

155

Ala

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

60

Ala

Cys

Val

Asp

Pro

140

Leu

Gly

vVal

Gly

15

205

Cys

Gly

Asp

45

Asp

Ala

Tyr

Val

Ile

125

Gln

Thr

Cys

Ser

Cys
205

Cys

Pro

Thr

Glu

val

Glu

Gln

110

Gly

Tyr

Ser

Tyr

Phe
190

Val

Lys

15

Val

Lys

Ser

Ser

Leu

95

Ala

Met

Gly

Arg

Trp
175

Lys

Arg

Pro

Gln

Ser

Pro

Ile

80

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

160

Arg

Ser

Ser
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<211>1079
<212> ADN

<213> Acremonium thermophilum

<400> 3
atgtatcgga

aagtcgacga
gcaaagacag
tgaaccagcc
agtcgggctg
acgacaactt
ggtgctgcege
caggccgcett
agctaagttg
tggtggtgca
tcececeggegg
gcgcccagta
agccgggetg
tccagegegt
acgccagcta
gcggaaaccce
ccggacctac
tctgegecag

<210> 4
<211> 1079
<212> ADN

agttggcegt
ggtatgccaa
atactgggac
cgtcttecteg
cgacggaggc
ctcgtacgge
ctgctatgceg
cceccectace
cgtgtcgtcece
gtcgaccage
cggcgtggge
cggcggcatce
ccagtggege
gcagtgccceg
tcecegtette
gcctggecacce
ccagtctcac

cggcacaact

catctecggece
tecectegtace
tgctgcaage
tgcteggecg
tccgectact
ttcgcagecca
tgagttctct
cacccacttc
agactcacct
accggcggcg
atcttcaacg
agcgaccgca
ttcgactggt
tccgagetea
aacccgectt
accaccaccc
tacggccagt

tgccaggtce

<213> Acremonium thermophilum

<400> 4

atgtatcgga agttggeccgt catcteggece

ES 2907702 T3

ttettggeca
tctgecectet
cgteectgegg
actggcagcg
cgtgcgecga
cggccatcge
gcaagccgcet
ccceccecceg
tcaactcggg
acctgggcag
gctgecgecte
gccagtgecte
tccagaacge
cgtececgeac
cgggcaaccce
gccgcccage
gcggceggtat

tgaaccctta

ttcttggeca

cagctegtge
gtagaaacaa
ctgggccgga
catcagcgac
ccagacgccc
cggcggcetece
tcccaccece
cctctgtgat
ccecegtegeg
caaccagttc
ccagttcgge
gtcettecee
cgacaacccce
gggctgtaag
tagcggegge
cactaccact
tggctacage

ctactctcag

cagctegtge

16

cctecgacgga
gtgaccgact
aaggcctecgg
ttcaacgcga
tgggcggtca
gagtccagcect
gctttetgtg
cgggcatccg
ggcaagacca
gacctcgecca
ggcctceeceg
gcgecgcetece
accttcacct
cgcgacgacg
aaccctceeceg
ggaagctctce
ggccccacgg

tgcctgtaa

cctecgacgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1079

60



aagtcgacga
gcaaagacag
tgaaccagcce
agtcgggctg
acgacaactt
ggtgctgege
caggccgcett
agctaagttg
tggtggtgca
tceceeggegg
gcgcccagta
agccgggcectg
tccagegegt
acgccagcta
gcggaaacce
ccggacctac
tctgegecag
<210>5

<211> 1079
<212> ADN

ggtatgccaa
atactgggac
cgtcttcteg
cgacggaggc
ctcgtacgge
ctgctatgceg
ccecectace
cgtgtcgtcece
gtcgaccaac
cggcgtggge
cggcggcatce
ccagtggcge
gcagtgccceg
tcecegtette
gcctggecace
ccagtctcac

cggcacaact

tcctegtace
tgctgcaagce
tgctecggecg
tccgectact
ttcgcagcca
tgagttctct
cacccacttc
agactcacct
accggcggcg
atcttcaacg
agcgaccgca
ttcgactggt
tccgagetca
aacccgectt
accaccacce

tacggccagt

tgccaggtce

<213> Acremonium thermophilum

<400> 5
atgtatcgga

aagtcgacga
gcaaagacag
tgaaccagcce
agtcgggctg
acgacaactt
ggtgctgege
caggccgett
agctaagttg
tggtggtgca

tcecececggegyg

agttggccgt
ggtatgccaa
atactgggac
cgtctteteg
cgacggaggc
ctcgtacgge
ctgctatgeg
ccececctace
cgtgtegtee
gtcgaccagce

cggcgtggge

catctcggee
tcctegtace
tgctgcaagce
tgctecggeceg
aacgcctact
ttcgecagecca
tgagttctct
cacccacttc
agactcacct
accggcggceg

atcttcaacg
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tctgecectcet
cgtcectgegg
actggcagcg
cgtgcgecga
cggccatcge
gcaagccgcet
cceceeecceeg
tcaactcggg
acctgggcca
gctgegecte
gccagtgete
tccagaacgce
cgtccegeac
cgggcaaccc
gccgceccage
gcggeggtat

tgaaccctta

ttecttggeca
tetgeectet
cgtcctgegg
actggcagcg
cgtgecgeccga
cggccatcge
gcaagccgcet
ccceeccceg
tcaacteggg
acctgggcag

gctgccagtc

gtagaaacaa
ctgggcecgga
catcagcgac
ccagacgccc
cggcggcetece
tcccaccece
cctectgtgat
cceegtegeg
gaaccacttc
ccagttcgge
gtccttecce
cgacaacccc
gggctgtaag
tagcggegge
cactaccact
tggctacage

ctactctcag

cagctcegtge
gtagaaacaa
ctgggecgga
catcagcgac
ccagacgccce
cggeggetee
tccecaccece
cctctgtgat
cceegtegeg
caaccagttc

ccagttcgge

17

gtgaccgact
aaggcctcgg
ttcaacgcga
tgggcggtca
gagtccagct
gctttetgtg
cgggcatccg
ggcaagacca
gacctcgcca
ggcctceceeg
gcgecgetce
accttcacct
cgcgacgacg
aaccctccceg
ggaagctctc
ggccccacgg

tgcctgtaa

cctecgacgga
gtgaccgact
aaggcctcgg
ttcaacgcga
tgggeggtca
gagcagagct
gctttectgtg
cgggcatccg
ggcaagacca
gacctcgcca

ggcctceceecceg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1079

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

gcgeccagta
agccgggctg
tccagegegt
acgccaacta
gcggaaaccce
ccggacctac
tctgcgecag
<210> 6

<211> 1079
<212> ADN

cggcggcatce
ccagtggcge
gcagtgceceg
tcecegtette
gcctggecacce
ccagtctcac

cggcacaact

caggaccgca
ttcgactggt
tccgagetcea
aacccgectt
accaccaccc
tacggccagt

tgccaggtcce

<213> Acremonium thermophilum

<400> 6
atgtatcgga

aagtcgacga
gcaaagacag
tgaaccagcce
agtcgggctg
acgacaactt
ggtgctgege
caggccgett
agctaagttg
tggtggtgca
tcceceggegg
gcgeccagta
agccgggctg
tccagegegt
acgccaacta
gcggaaaccce
ccggacctac
tctgcgecag
<210>7

<211> 1079
<212> ADN

agttggcegt
ggtatgccaa
atactgggac
cgtcttecteg
cgacggaggce
ctegtacgge
ctgctatgeg
cccecctace
cgtgtegtcece
gtcgaccaac
cggegtggge
cggcggcatce
ccagtggcge
gcagtgccceg
tccegtette
gcctggecacce
ccagtctcac

cggcacaact

catctcggece
tcectegtace
tgctgcaage
tgctcggeceg
aacgcctact
ttcgecagecca
tgagttctet
cacccacttce
agactcacct
accggcggcg
atcttcaacg
caggaccgca
ttcgactggt
tccgagetca
aacccgectt
accaccaccc
tacggccagt

tgccaggtcce

<213> Acremonium thermophilum

<400> 7

ES 2907702 T3

gccagtgcetce
tccagaacge
cgtccegeac
cgggcaaccce
gccgeccage
gcggeggtat

tgaaccctta

ttecttggececa
tctgecectet
cgteectgegg
actggcagcg
cgtgegecga
cggccatege
gcaagccgcet
ccceccceeceg
tcaactcggg
acctgggcga
gctgeccagte
gccagtgete
tccagaacgce
cgtccegeac
cgggcaaccce
gccgeccage
gcggeggtat

tgaaccctta

gtccttcecce

cgacaacccc

gggctgtaag
tagcggegge
cactaccact
tggctacage

ctactctcag

cagctcgtge
gtagaaacaa
ctgggccgga
catcagcgac
ccagacgccce
cggeggcetec
tccecaccece
cctetgtgat
ccecegtegeg
gaaccacttc
ccagttcgge
gtccttecce
cgacaacccce
gggctgtaag
tagcggegge
cactaccact
tggctacage

ctactctcag

18

gcgecegetce
accttcacct
cgcgacgacg
aaccctcecg
ggaagctctc

ggccccacgg

tgcctgtaa

cctcgacgga
gtgaccgact
aaggcctecgg
ttcaacgcga
tgggcggtca
gagcagagct
gctttetgtg
cgggcatcceg
ggcaagacca
gacctcgcca
ggcctcceeg
gcgecgetcee
accttcacct
cgcgacgacg
aaccctccceg
ggaagctctc

ggccccacgg

tgcctgtaa

720

780

840

900

960

1020

1079

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1079



atgtatcgga
aagtcgacga
gcaaagacag
tgaaccagce
agtcgggctg
acgacaactt
ggtgctgege
caggccgett
agctaagttg
tggtggtgca
tcceeggegg
gcgeccagta
agccgggcetg
tccagcegegt
acgccaacta
gcggaaaccc
ccggacctac
tctgegecag
<210> 8

<211> 1079
<212> ADN

agttggcegt
ggtatgccaa
atactgggac
cgtectteteg
cgacggaggce
ctegtacgge
ctgctatgceg
cccecectace
cgtgtegtcee
gtcgaccaac
cggcgtggge
cggcggcatce
ccagtggcge
gcagtgceccg
tccegtette
gcctggeacce
ccagtctcac

cggcacaact

catctcggece
tcectegtace
tgctgcaage
tgctcggeceg
aacgcctact
ttcgecagecca
tgagttctct
cacccactte
agactcacct
accggcggcg
atcttcaacg
caggaccgca
ttcgactggt
tccgagetca
aacccgectt
accaccaccc
tacggccagt

tgccaggtcce

<213> Acremonium thermophilum

<400> 8
atgtatcgga

aagtcgacga
gcaaagacag
tgaaccagce
agtcgggctg
acgacaactt
ggtgctgege
caggccgcett
agctaagttg

tggtggtgca

agttggccgt
ggtatgccaa
atactgggac
cgtctteteg
cgacggaggc
ctcgtacgge
ctgctatgeg
ccececectace
cgtgtegtcee

gtcgaccage

catctcggee
tcctegtace
tgctgcaage
tgcteggeeg
aacgcctact
ttcgecageca
tgagttctet
cacccacttce
agactcacct

accggcggcg
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ttcttggececa
tctgeectet
cgtecetgegg
actggcagcg
cgtgcgecga
cgteccatcte
gcaagccgcet
cccececceeg
tcaactcggg
acctgggcag
gctgeccagte
gccagtgete
tccagaacgce
cgtccegeac
cgggcaaccce
gccgeccage
gcggeggtat

tgaaccctta

ttecttggeca
tctgeectet
cgtcectgegg
actggcagcg
cgtgcgecga
cggccatcge
gcaagccgcet
ccceccecceg
tcaactcggg

acctgggcga

cagctcgtge
gtagaaacaa
ctgggccgga
catcagcgac
ccagacgccc
cggeggcetec
tcccaccece
cctectgtgat
cceegtegeg
caaccacttc
ccagttcgge
gtccttecce
cgacaacccce
gggctgtaag
tagcggegge
cactaccact
tggctacage

ctactctcag

cagctcegtge
gtagaaacaa
ctgggccgga
catcagcgac
ccagacgccc
cggeggetee
tccecaccece
cctetgtgat
cccegtegeg

gaaccacttc

19

cctcgacgga
gtgaccgact
aaggcctcgg
ttcaacgecga
tgggcggtca
gagcagagct
gctttetgtg
cgggcatcceg
ggcaagacca
gacctcgcca
ggcctceceg
gcgecegetcee
accttcacct
cgcgacgacg
aaccctccceg
ggaagctctc
ggccccacgg

tgcctgtaa

cctecgacgga
gtgaccgact
aaggcctcgg
ttcaacgcga
tgggcggtca
gagcagagct
gctttetgtg
cgggcatccg
ggcaagacca

gacctcgecca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1079

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

tcceeggegg
gcgecccagta
agccgggcectg
tccagegegt
acgccaacta
gcggaaacce
ccggacctac
tctgcgecag
<210>9

<211> 1076
<212> ADN

cggegtggge
cggcggcatce
ccagtggcge
gcagtgccceg
tccegtette
gcctggeacce
ccagtctcac

cggcacaact

atcttcaacg
caggaccgca
ttcgactggt
tccgagetca
aacccgectt
accaccacce
tacggccagt

tgccaggtcce

<213> Acremonium thermophilum

<400>9
atgcgectcect

gcecctcegacg
aagtgaccga
gaaaggccte
acttcaacgce
cctgggcggt
ccgagtccag
ccgcetttetg
atcgggcatc
cgggcaagac
tcgacctege
gcggectece
ccgegecget
ccaccttcecac
agcgcgacga
ccaccagcac
gctgcactge
gcgtcteggg

<210> 10
<211> 1076
<212> ADN

caccctttet
gaaagtcgac
ctgcaaagac
ggtgaaccag
gaagtcggge
caacgacaac
ctggtgctge
tgcaggeccge
cgagctaagt
catggtggtg
catccecegge
cggcgcccag
ccagccgggce
cttccagege
cgacgccagce
caccaccagc
ccagaagtgg

caccacctge

ccgecgcagcet
gaggtatgcc
agatactggg
ccegtettet
tgcgacggag
ttctegtacg
gcctgetatg
ttccececta
tgcgtgtegt
cagtcgacca
ggcggegtgg
tacggcggca
tgccagtgge
gtgcagtgcce
tatcccegtcet
tceecgtecg
gcccagtgeg

caggtgcaga

<213> Acremonium thermophilum

<400> 10

ES 2907702 T3

gctgeccagte
gccagtgete
tccagaacge
cgtcccegeac
cgggcaaccce
gccgeccage
gcggeggtat

tgaaccctta

ctggectgeeg
aatcctcegta
actgctgcaa
cgtgetegge
gctececgecta
gcttegeage
cgtgagttct
cccacccact
ccagactcac
gcaccggcgg
gcatcttcaa
tcagcgaccg
gcttcgactg
cgtcecgaget
tcaaccegece
gtcccacggg
gcggecactgg

accagtggta

ccagttcgge
gtcecttcecce
cgacaacccce
gggctgtaag
tagcggegge
cactaccact
tggctacagce

ctactctcag

ctctgectet
cctetgececet
gcegtectge
cgactggcag
ctcgtgegee
cacggccatce
ctgcaagccg
tceceecccece
cttcaactcg
cgacctggge
cggctgegee
cagccagtge
gttccagaac
cacgtccege
tagcggtgge
caaccctect
cttcacggge

ttceccagtgt

20

ggcctceceg
gcgeegetcee
accttcacct
cgcgacgacg
aaccctccceg
ggaagctctc
ggccccacgg

tgcctgtaa

gagcgcccat
ctgtagaaac
ggctgggecg
cgcatcagceg
gaccagacgc
gcecggegget
cttececcacce
cgcctetgtg
ggcccecgteg
agcaaccagt
tcccagttceg
tegtecttcece
gccgacaacce
acgggctgta
tccecccagea
ggaggcggtg
tgcaccacct

ctgtga

660

720

780

840

900

960

1020

1079

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1076



atgcgctcect
gcectcecgacg
aagtgaccga
gaaaggcctce
acttcaacgc
cctgggeggt
ccgagcagag
ccgetttetg
atcgggcatc
cgggcaagac
tcgacctcege
gcggectceee
ccgegecget
ccaccttcac
agcgcgacga
ccaccagcac
gctgcactge
gcgtcteggg

<210> 11
<211> 1076
<212> ADN

caccctttet
gaaagtcgac
ctgcaaagac
ggtgaaccag
gaagtcggge
caacgacaac
ctggtgctge
tgcaggecege
cgagctaagt
catggtggtg
catccececgge
cggcgcccag
ccagccgggce
cttccagege
cgacgccaac
caccaccagc
ccagaagtgg

caccacctge

ccgegecaget
gaggtatgcc
agatactggg
ccegtettet
tgcgacggag
ttctegtacg
gcctgctatg
ttccececcocta
tgcgtgtegt
cagtcgacca
ggcggcgtgg
tacggcggca
tgccagtgge
gtgcagtgcec
tatccegtcet
tcceegtecg
gcccagtgceg

caggtgcaga

<213> Acremonium thermophilum

<400> 11
atgcgctcct

gccctcecgacg
aagtgaccga
gaaaggcctce
acttcaacgce
cctgggeggt
ccgagcagag

ccgetttetg

caccctttet
gaaagtcgac
ctgcaaagac
ggtgaaccag
gaagtcggge
caacgacaac
ctggtgetge

tgcaggcege

ccgcegcecaget
gaggtatgcc
agatactggg
ccegtettet
tgcgacggag
ttctegtacg
gcctgetatg

ttccececta
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ctggctgeceg
aatcctcgta
actgctgcaa
cgtgectegge
gcaacgccta
gcttcgecage
cgtgagttcet
cccacccact
ccagactcac
acaccggcgg
gcatcttcaa
tccaggaccg
gcttcgactg
cgtccgagcet
tcaacccgece
gtcccacggg
gcggcactgg

accagtggta

ctggctgceceg
aatcctcgta
actgctgcaa
cgtgctegge
gcaacgccta
gcttcgecage
cgtgagttct

cccacccact

ctctgectcet
cctetgecect
gccegtectge
cgactggcag
ctcgtgcegee
cacggccatc
ctgcaagcceg
tccecececcee
cttcaactcg
cgacctggge
cggctgccag
cagccagtge
gttccagaac
cacgtccege
tageggtgge
caaccctcect
cttcacggge

ttcccagtgt

ctctgectet
cctetgecect
gcegtectge
cgactggcag
ctegtgegece
cacggccatc
ctgcaagcceg

tceecceceecece

21

gagcgcccat
ctgtagaaac
ggctgggecg
cgcatcagceg
gaccagacgc
gccggeggcet
cttececcacce
cgecctetgtg
ggccccgteg
gagaaccact
tcccagtteg
tegtecttee
gccgacaacc
acgggctgta
tccececcagea
ggaggeggtyg
tgcaccacct

ctgtga

gagcgcccat
ctgtagaaac
ggctgggecg
cgcatcagcg
gaccagacgc
gccggeggcet
cttececcacce

cgcectetgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1076

60

120

180

240

300

360

420

480



atcgggcatc
cgggcaagac
tcgacctege
gcggectceee
ccgegecget
ccaccttcac
agcgcgacga
ccaccagcac
gctgcactge
gcgtceteggg

<210>12
<211> 298
<212> PRT

cgagctaagt
catggtggtg
catcceccgge
cggcgcccag
ccagccgggce
cttccagege
cgacgccaac
caccaccagc
ccagaagtgg

caccacctge

tgcgtgtcegt
cagtcgacca
ggcggcgtgg
tacggcggca
tgccagtgge
gtgcagtgcce
tatccegtcet
tcececegtecg
gcccagtgeg

caggtgcaga

<213> Acremonium thermophilum

<400> 12

Met Tyr Arg Lys Leu Ala Val

1

Ala Leu

Cys Gly

35

Ala
50

Ser

Asp
65

Gly

Asn Asp

Ser Glu

Gly Pro

Gly Asp

130

Asp

Trp

Asp

Gly

Asn

Ser

vVal

115

Leu

5

Gly
20

Lys

Ala Gly

Trp Gln

Ser Ala

Phe Ser

85

Ser
100

Trp
Ala

Gly

Gly Ser

Ser

Lys

Arg

Tyr

70

Tyr

Cys

Lys

Asn

Ile

Thr Arg

Ala Ser

40

Ile
55

Ser

Ser Cys

Gly Phe

Cys Ala

Thr Met

120

Gln
135

Phe

Ser

Tyr

25

val

Asp

Ala

Ala

Cys

105

vVal

Asp

ES 2907702 T3

ccagactcac
gcaccggcgg
gcatcttcaa
tccaggaccg
gcttcgactg
cgtccgaget
tcaacccgece
gtcccacggg

gcggcactgg

accagtggta

Ala
10

Phe
Trp Asp
Asn Gln
Phe

Asn

Gln
75

Asp

Ala
90

Thr
Tyr Ala
val

Gln

Leu Ala

cttcaactcg
cgacctggge
cggctgccag
cagccagtge
gttccagaac
cacgtcccge
tagcggtgge
caaccctect
cttcacgggce

ttcccagtgt

Leu Ala

Cys Cys

30

val
45

Pro

Ala
60

Lys
Thr Pro
Ala Ile
Thr

Leu

Thr
125

Ser

Ile
140

Pro

22

Thr

Lys

Phe

Ser

Trp

Ala

Phe

110

Ser

Gly

ggccccgteg
gagaaccact
tcccagtteg
tcgtecttece
gccgacaacce
acgggctgta
tccececcagcea
ggaggcggtg
tgcaccacct

ctgtga

Ala
15

Arg

Pro Ser

Ser Cys

Gly Cys

Ala Val

80

Gly
95

Gly
Asn Ser
Thr

Gly

Gly Gly

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1076



Val

145

Ala

Ala

Ala

Leu

Val

225

Gly

Gly

Ile

Val

Gly

Gln

Pro

Asp

Thr

210

Phe

Asn

Ser

Gly

Leu
290

<210> 13

<211> 297

Ile

Tyr

Leu

Asn

195

Ser

Asn

Pro

Ser

Tyr

275

Asn

<212> PRT
<213> Acremonium thermophilum

<400> 13
Met Arg Ser Ser Pro Phe Leu

1

Phe

Gly

Gln

180

Pro

Arg

Pro

Pro

Pro

260

Ser

Pro

Asn

Gly

165

Pro

Thr

Thr

Pro

Gly

245

Gly

Gly

Tyr

5

Gly

150

Ile

Gly

Phe

Gly

Ser

230

Thr

Pro

Pro

Tyr

Cys

Ser

Cys

Thr

Cys

215

Gly

Thr

Thr

Thr

Ser
295

Leu Ser Ala His Ala Leu Asp

20

Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp

35

Val Phe Ser Cys Ser Ala Asp

50

55

Ala

Asp

Gln

Phe

200

Lys

Asn

Thr

Gln

Vval

280

Gln

Arg

Gly

Ala
40

ES 2907702 T3

Ser

Arg

Trp

185

Gln

Pro

Thr

Ser

265

Cys

Cys

Ala

Lys

25

Gly

Gln

Gln

Ser

170
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Gly

235

Arg

Tyr

Ser

Leu
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Phe
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Cys
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Cys
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de endoglucanasa variante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
95% de identidad de secuencia con los aminoacidos 1 a 214 de SEQ ID NO: 1 y sustituciones de aminoé&cidos en las
posiciones

S109N, S116Q y Q118H; o
S51N, S82Q, A135Q, S150Q y S205N o
S51N, S82Q, S109N, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y S205N; o
S51N, A75S, A77S, S82Q, S109N, Q118H, A135Q, S150Q y S205N; 0
S51N, S82Q, S116E, Q118H, A135Q, S150Q y S205N; y
en donde el polipéptido de endoglucanasa variante tiene actividad de endoglucanasa.

2. El polipéptido de endoglucanasa variante segun la reivindicacion 1 unido a un médulo de union a carbohidrato y
opcionalmente a una region enlazadora.

3. El polipéptido de endoglucanasa variante segun la reivindicacién 1, en donde el polipéptido de endoglucanasa
variante estd unido a un modulo de unién a carbohidrato y una region enlazadora, que son heterélogos u homadlogos.

4. El polipéptido de endoglucanasa variante segun la reivindicacion 3, en donde al menos uno del modulo de union a
carbohidrato y la region enlazadora es heterologo.

5. Un polinucledtido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polinucledtido o ADN complementario que codifica el polipéptido de endoglucanasa variante segun las
reivindicaciones 1 a 4;

b) un polinucleétido que codifica un fragmento de un polipéptido codificado por un polinucleétido de a) en
donde dicho fragmento tiene actividad de endoglucanasa

¢) un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétido que se degenera a la secuencia de nucleétido
de una secuencia de polinucleétido de a) o b),

o la cadena complementaria de tal polinucleotido.

6. Un vector, que comprende un polinucleétido segin la reivindicacion 5 ligado de manera operable a secuencias
reguladoras capaces de dirigir la expresion del polipéptido de endoglucanasa variante segun la reivindicacion 1.

7. Una célula hospedante que comprende el vector segun la reivindicacion 6.

8. Un método para producir el polipéptido de endoglucanasa variante segun la reivindicacion 1, comprendiendo
dicho método las etapas de transformar una célula hospedante con un vector de expresién que codifica dicho
polipéptido de endoglucanasa variante, y cultivar dicha célula hospedante bajo condiciones que permitan la
expresion de dicho polipéptido de endoglucanasa variante, y opcionalmente recuperar y purificar dicho polipéptido
de endoglucanasa variante.

9. Una preparacion de enzima que comprende el polipéptido de endoglucanasa variante segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

10. La preparacion de enzima segun la reivindicacion 9 que comprende al menos una enzima seleccionada de un
grupo que consiste en otras celulasas, amilasas, lipasas, proteasas, hemicelulasas, ligninasas, enzimas
pectinoliticas y/o enzimas oxidativas.

11. Una composicion detergente que comprende el polipéptido de endoglucanasa variante segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 0 una preparacion de enzima segun la reivindicaciéon 9 6 10, un agente tensoactivo y
opcionalmente uno o mas aditivos seleccionados de un grupo que consiste en estabilizadores, amortiguadores,
agentes activos en superficie, mejoradores de detergencia, comejoradores de detergencia, agentes blanqueadores,
activadores de blanqueado, otras enzimas detergentes, mediadores de enzimas oxidativas, agentes anti-corrosion,
agentes antiredeposicion y polimeros para liberacion de suciedad, causticos, abrasivos, abrillantadores opticos,
tintes, pigmentos, perfumes y conservantes.

12. Un método para tratar material celulésico, en donde el método comprende hacer reaccionar el material celulésico
con el polipéptido de endoglucanasa variante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la preparacion de
enzima segun la reivindicacion 9 o 10.
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13. El método segun la reivindicacion 12, en donde el material celulésico es material textil, plantas utilizadas en
alimentos para animales, o pulpa o fibra secundaria derivada de la madera.

14. El método segun la reivindicacion 13, en donde el método comprende poner en contacto el material textil con la
composicion detergente segun la reivindicacion 11.

15. El método segun la reivindicacion 14, que es ropa de colada.
16. El método segun la reivindicacion 15, que es biodesgaste o bioacabado.

17. Uso del polipéptido de endoglucanasa variante segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la
preparacion de enzima segun la reivindicacion 9 6 10 en la industria textil y de detergentes, en el procesamiento de
biomasa, en la industria de biocombustibles, almidén, pulpa y papel, alimentaria, panaderia, de alimentos o de
bebidas.

18. Uso segun la reivindicacion 17 para el bioacabado o biodesgaste de materiales textiles como telas o ropa o hilo.
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FIG. 1
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Figura 2

Figura 2A

E-253 (previo a la formacién de bolitas)
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Figura 4
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Figura 5

Figura 5A

E-253 (previo a la formacién de bolitas)
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