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ES 2 983 563 T3

DESCRIPCION
Proteina
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a nuevas xilanasas que son termoestables, y al uso de dichas xilanasas en
aplicaciones, que incluyen aplicaciones en alimentos para animales, en la elaboracién de cerveza o malta, en el
tratamiento de materias primas que contienen arabinoxilano, como los materiales a base de grano, por ejemplo en
la produccién de biocombustibles u otros productos de fermentacién, incluyendo compuestos bioquimicos (por
ejemplo, con base biolégica de isopreno), y/o en la industria de la separacién del almidén del gluten de trigo, y a
métodos de uso de estas xilanasas, asi como a composiciones (tales como composiciones de aditivos para
piensos) que comprenden dichas xilanasas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante muchos afios, las endo-p-1,4-xilanasas (EC 3.2.1.8) (denominadas xilanasas aqui) se han utilizado para
la modificacién de hidratos de carbono complejos derivados del material de la pared celular de las plantas. Es bien
conocido en la técnica que la funcionalidad de distintas xilanasas (derivadas de microorganismos o plantas
diferentes) difiere enormemente. Xilanasa es el nombre dado a una clase de enzimas que degradan el polisacéarido
lineal beta-1,4-xilano a xilooligosacaridos o xilosa, descomponiendo asi la hemicelulosa, uno de los componentes
principales de las paredes celulares de las plantas.

En funcién de la informacion estructural y genética, las xilanasas se han clasificado en distintas familias de glicésido
hidrolasas (GH) (Henrissat, (1991) Biochem. J. 280, 309-316).

Inicialmente, todas las xilanasas conocidas y caracterizadas pertenecian a las familias GH10 o GH11. Después,
otros trabajos identificaron muchos otros tipos de xilanasas que pertenecen a las familias GH5, GH7, GH8 y GH43
(Collins et al (2005) FEMS Microbiol Rev., 29 (1), 3-23).

Hasta ahora, la familia GH11 difiere de todas las demas GH, ya que es la Gnica familia que consiste solamente en
xilanasas especificas de xilano. La estructura de las xilanasas GH11 puede describirse como una estructura de
barril B tipo remolino o una estructura plegada en sandwich de todas las hebras  (Himmel et al 1997 Appl. Biochem.
Biotechnol. 63-65, 315-325). Las enzimas GH11 tienen un dominio catalitico de aproximadamente 20 kDa.

Las xilanasas GH10 tienen un dominio catalitico con pesos moleculares en el intervalo de 32-39 kDa. La estructura
del dominio catalitico de las xilanasas GH10 consiste en un barril B/a de 8 pliegues (Harris et al 1996 - Acta.
Crystallog. Sec. D 52, 393-401).

Las estructuras tridimensionales estan disponibles para un gran nimero de enzimas de la familia GH10, siendo las
primeras resueltas las de la xilanasa A de Streptomyces lividans (Derewenda et al, J Biol Chem, 19 de agosto de
1994, 269(33) 20811-4), la endoglucanasa Cex de C. fimi (White et al Biochemistry, 25 de octubre de 1994; 33(42)
12546 52), y Xyn10A de Cellvibrio japonicus (anteriormente Pseudomonas fluorescens subesp. xilanasa A) (Harris
et al Structure, 15 de noviembre de 1994; 2(11) 1107-16). Como miembros del Clan GHA, tienen un plegamiento
de barril TIM (a/B)s clasico, con los dos acidos glutamicos clave del sitio activo ubicados en los extremos C-terminal
de las hebras beta 4 (acido/base) y 7 (nucledfilo) (Henrissatet al, Proc Natl Acad Sci U S A, 1995 julio 18; 92(15)
7090 4).

Se han realizado estudios integrales que caracterizan la funcionalidad de las xilanasas en sustratos puros y bien
caracterizados (Kormelink et al., 1992 Characterisation and mode of action of xylanases and some accessory
enzymes. Tesis de doctorado, Agricultural University Wageningen, Holanda (175 pag., resumenes en inglés y
aleman)). Estos estudios muestran que distintas xilanasas tienen requisitos especificos diferentes con respecto a
la sustitucién del esqueleto de xilosa del arabinoxilano (AX). Algunas xilanasas requieren tres restos de xilosa no
sustituidos para hidrolizar el esqueleto de xilosa; otros requieren so6lo uno o dos. Se cree que las razones para
estas diferencias en la especificidad se deben a la estructura tridimensional dentro de los dominios cataliticos, que
a su vez dependen de la estructura primaria de la xilanasa, es decir, la secuencia de aminoacidos. Sin embargo,
la traduccién de estas diferencias en las secuencias de aminoacidos a diferencias en la funcionalidad de las
xilanasas hasta ahora no se ha documentado cuando la xilanasa actia en un entorno complejo, tal como un
material vegetal, por ejemplo en un alimento para animales.

Los sustratos de xilanasa en material vegetal, por ejemplo en el trigo, se han dividido tradicionalmente en dos
fracciones: El AX no extraible en agua (WU-AX) y el AX extraible en agua (WE-AX). Se han proporcionado muchas
explicaciones acerca de por qué hay dos fracciones diferentes de AX. La bibliografia mas antigua (D'Appolonia y
MacArthur - (1976, Cereal Chem. 53. 711-718) y Montgomery y Smith (1955, J. Am. Chem. Soc. 77. 3325-332)
describe diferencias bastante altas en el grado de sustitucién entre WE-AX y WU-AX. El grado de sustitucién mas
alto se encontré en WE-AX. Esto se utilizé para explicar por qué algunos de los AX eran extraibles. El alto grado
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de sustitucion hizo que el polimero fuera soluble en comparacion con un grado de sustitucién menor, lo que
causaria el enlazamiento de hidrégeno entre polimeros, y en consecuencia, la precipitacion.

Se pensaba que la diferencia entre la funcionalidad de xilanasas diferentes se debia a las diferencias en la
especificidad de las xilanasas, y de ese modo a su preferencia por los sustratos WU-AX o WE-AX.

Se ha informado sobre enzimas xilanasas para casi 100 organismos diferentes, incluidos plantas, hongos y
bacterias. Las enzimas xilanasas se clasifican en varias de las més de 40 familias de enzimas glicosil hidrolasas.
Las enzimas glicosil hidrolasas, que incluyen xilanasas, mananasas, amilasas, p-glucanasas, celulasas, y otras
carbohidrasas, se clasifican en funcién de propiedades tales como la secuencia de aminoacidos, su estructura
tridimensional, y la geometria de su sitio catalitico (Gilkes, et al., 1991, Microbiol. Reviews 55: 303-315).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID No. 26) de una xilanasa de la presente
invencién (FveXyn4). La porcién subrayada (letras minusculas) de la secuencia refleja un péptido sefial
N-terminal que puede escindirse antes de que la enzima esté madura. Ademas, los aminoacidos
mostrados en negrita y cursiva pueden escindirse a través de la modificacion postraduccional antes de
que la enzima esté completamente madura. En algunas realizaciones, esta secuencia puede ser la
secuencia esqueleto.

La Figura 1B muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID No. 27) de una xilanasa de la presente
invencion (FveXyn4). Ademas, los aminoacidos mostrados en negrita y cursiva pueden escindirse a través
de la modificacién postraduccional antes de que la enzima esté completamente madura. En algunas
realizaciones, esta secuencia puede ser la secuencia esqueleto.

La Figura 1C muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID No. 1) de una xilanasa mencionada aqui como
FveXyn4. Esta es la forma activa de la enzima. Aqui se puede hacer referencia a ella como la forma
madura de la enzima (en algunas realizaciones, esta secuencia es una secuencia esqueleto).

La Figura 2A muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 24) que codifica una xilanasa de la
presente invencion (FveXyn4). Los nucleétidos en letras minUsculas que estan en negrita muestran la
secuencia intronica. La secuencia que codifica la secuencia sefial se muestra en negrita (maylsculas).

La Figura 2B muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No.25) que codifica una xilanasa de la presente
invencién (FveXyn4). La secuencia que codifica la secuencia sefial se muestra en negrita (mayusculas).

La Figura 2C muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 2) que codifica una xilanasa mencionada
aqui como FveXyn4.

La Figura 3A muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID No. 28) de una xilanasa de la presente
invencién (FoxXyn2). La porcién subrayada (letras minisculas) de la secuencia puede reflejar un péptido
sefial N-terminal que puede escindirse antes de que la enzima esté madura. Ademas, los aminoacidos
mostrados en negrita y cursiva pueden escindirse a través de la modificacion postraduccional antes de
que la enzima esté completamente madura. En algunas realizaciones, esta secuencia es una secuencia
esqueleto.

La Figura 3B muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID No. 29) de una xilanasa de la presente
invencion (FoxXyn2). Ademas, los aminoacidos mostrados en negrita y cursiva pueden escindirse a través
de la modificacion postraduccional antes de que la enzima esté completamente madura. Esta secuencia
puede ser una forma activa de la proteina, y puede ser una sola forma activa de la proteina. Aqui se puede
hacer referencia a ella como la forma madura de la enzima. En algunas realizaciones, esta secuencia es
una secuencia esqueleto.

La Figura 3C muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID No. 3) de una xilanasa mencionada aqui como
FoxXyn2. Esta es otra forma activa de la enzima. En algunas realizaciones, aqui se puede hacer
referencia a ella como la forma madura de la enzima. En algunas realizaciones, esta secuencia es una
secuencia esqueleto.

La Figura 4A muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 30) que codifica una xilanasa de la
presente invenciéon (FoxXyn2). Los nucleétidos en letras mindsculas que estan en negrita muestran la
secuencia intrénica. La secuencia que codifica la secuencia sefial se muestra en negrita (mayusculas).

La Figura 4B muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 31) que codifica una xilanasa de la
presente invencion (FoxXyn2). La secuencia que codifica la secuencia sefial se muestra en negrita
(mayusculas).
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La Figura 4C muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 4) que codifica una xilanasa mencionada
aqui como FoxXyn2.

La Figura 5 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID No. 5) de una xilanasa de Fusarium - Fusarium
Comparative Sequencing Project, Broad Institute of Harvard and MIT (http://www.broadinstitute.org/}). En
algunas realizaciones, esta secuencia es una secuencia esqueleto.

La Figura 6A muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 32) que codifica una xilanasa para uso en
la presente invencién que proviene de Fusarium - obtenida del Fusarium Comparative Sequencing
Project, Broad Institute of Harvard and MIT (http://www.broadinstitute.org/})). Los nucleétidos en letras
mindsculas que estan en negrita muestran la secuencia intrénica. La secuencia que codifica la secuencia
sefial se muestra en negrita (mayusculas). Los cambios comparados con SEQ ID No. 24 aparecen
subrayados.

La Figura 6B muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 33) que codifica una xilanasa para uso en
la presente invencién que proviene de Fusarium - obtenida del Fusarium Comparative Sequencing
Project, Broad Institute of Harvard and MIT (http://www.broadinstitute.org/)). La secuencia que codifica la
secuencia sefial se muestra en negrita (maylsculas). Los cambios comparados con SEQ ID No. 25
aparecen subrayados.

La Figura 6C muestra una secuencia nucleotidica (SEQ ID No. 6) que codifica una xilanasa para uso en
la presente invencién que proviene de Fusarium - obtenida del Fusarium Comparative Sequencing
Project, Broad Institute of Harvard and MIT (http://www.broadinstitute.org/}), los cambios con respecto a
SEQ ID No. 4 estan subrayados.

La Figura 7 muestra un alineamiento de las proteinas maduras para FveXyn4 (SEQ ID No. 1), FoxXyn2
(SEQ ID No. 3) y la xilanasa que se muestra aqui como SEQ ID No. 5 (FVEG_13343T0).

La Figura 8 muestra secuencias nucleotidica (sin intrones) de las secuencias codificantes de las xilanasas
GH10 variantes segun la presente invencién (SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No.
10, y SEQ ID No. 11).

La Figura 9 muestra secuencias nucleotidica (los intrones se muestran subrayados) de las secuencias
codificantes de xilanasas GH10 variantes segln la presente invencién (SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13,
SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, y SEQ ID No. 16).

La Figura 10 muestra secuencias de aminoacidos de las xilanasas GH10 variantes maduras segun la
presente invencién (SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, y SEQ ID No. 21).

La Figura 11 muestra el valor de Tm de las 5 variantes A, B, C, D y E en comparacion con FveXyn4. El
valor de Tm se mide como la temperatura a la cual se obtiene 50 % de actividad residual después de 10
min de incubacién.

La Figura 12 muestra el perfil de pH de las cinco variantes medido a pH 4,0, 5,0 y 6,0, y todos los datos
son con respecto a FveXyn4 a pH 5,0.

Las Figuras 13a y b muestran la solubilizacién de pentosano de cDDGS (arriba - Figura 13a) y salvado
de trigo (abajo - Figura 13b) como una funcién de la dosificacion de la xilanasa.

La Figura 14 muestra la reduccion de viscosidad en el ensayo de reduccion de viscosidad en un modelo
animal in vitro que se ilustra en el Ejemplo 1 por las variantes de la presente invencién y en comparacién
con FveXyn4 y la referencia Econase XT. La reduccién de viscosidad se mide en trigo de alta viscosidad.

La Figura 15 muestra la recuperacién de xilanasa después de la peletizacion en el pienso a 90 y 95 °C.
La actividad se muestra con respecto a la muestra de pasta. Las muestras que contienen FveXyn4 se
analizaron usando el método de extraccién, mientras que las muestras que contienen la variante A-E se
analizaron usando el método de suspensién acuosa; ambos métodos se describen en la seccién de
materiales y métodos del Ejemplo 1.

La Figura 16 muestra un mapa plasmidico de pZZH254.

La Figura 17 muestra el perfil de temperatura de FveXyn4.

La Figura 18 muestra un mapa plasmidico de pZZH135.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 983 563 T3

La Figura 19 muestra el perfil de temperatura de FoxXyn2.
La Figura 20 muestra el mapa esquemaético de pEntry-FveXyn4.

La Figura 21 muestra mapas esquematicos del vector de destino pTTT pyr2 y vectores de expresion para
las variantes de FveXyn4 (pTTTpyr2-FveXyn4) y FveXyn4s (pTT Tpyr2-FveXyn4_VAR).

La Figura 22 muestra la reduccién de viscosidad en el material a base de grano de una enzima esqueleto
(parental) FveXyn4 en comparacién con las variantes termoestables A, B, C, D y E segln la presente
invencion. Fve Xyn4 y las variantes actlan de forma similar, de manera que muestran una reduccion de
viscosidad de 55-67 % en comparacién con el blanco (sélo SPEZYME® CL).

SUMARIO DE LA INVENCION

Una conclusiéon fundamental de la presente invencién es la modificacion de una xilanasa GH10 para hacer que la
xilanasa GH10 sea més termoestable.

Por primera vez, los presentes inventores han identificado restos clave para la modificacion con el fin de hacer que
las xilanasas GH10 sean termoestables.

Ademas, por primera vez, los presentes inventores han identificado sustituciones/modificaciones clave con el fin
de hacer que las xilanasas GH10 sean termoestables.

Particularmente, la invencion se refiere a la identificacion de restos especificos y modificaciones especificas de
una xilanasa, por ejemplo una xilanasa GH10, para hacer que sea mas termoestable, y al mismo tiempo asegurar
que las otras propiedades de la xilanasa se mantengan sin cambios.

Una de las otras propiedades de la xilanasa de la presente invencién es su capacidad para descomponer
(solubilizar) arabinoxilanos insolubles (AXinsol).

En particular, las xilanasas variantes de la presente invencién descomponen (solubilizan) eficazmente AXinsol a
partir de una gran variedad de sustratos, que incluyen maiz, trigo, DDGS, etc., en particular maiz y sustratos a
base de maiz, en particular productos tanto de trigo (incluyendo a base de trigo) como de maiz (incluyendo a base
de maiz). Esto contrasta con las enzimas conocidas anteriormente, que son frecuentemente inferiores con respecto
a la solubilizacién de AXinsol en sustratos de maiz o a base de maiz, o que no son eficaces en sustratos a base
tanto de trigo como de maiz.

Ademas, las xilanasas variantes de la presente invencién son particularmente adecuadas para descomponer
(solubilizar) AXinsol, y también para descomponer (o degradar) eficazmente los polimeros solubilizados. Al ser
capaces de descomponer (degradar) eficazmente (rapidamente) los polimeros solubilizados (obtenidos disolviendo
AXinsol), se obtiene una reduccion de viscosidad (rapida), o los polimeros solubilizados (obtenidos disolviendo
AXinsol) no pueden contribuir al aumento de la viscosidad. Este dltimo efecto es esencial en algunas de las
aplicaciones reivindicadas.

Sin desear estar atados por la teoria, la enzima variante de la presente invencion libera principalmente polimeros,
que no contribuyen a la viscosidad, debido a que los polimeros liberados son cortos.

Tipicamente, las xilanasas convencionales pueden descomponer AXinsol, pero frecuentemente conduciran a un
aumento en la viscosidad de la mezcla. Esta mayor viscosidad es una desventaja en muchas aplicaciones.

Sin desear estar atados por la teoria, aunque algunas xilanasas convencionales descomponen AXinsol, estas
conducen a un aumento en productos de degradacién solubles de peso molecular alto, lo que conduce a un
aumento en la viscosidad en la mezcla.

Ademas, 0 de manera alternativa, y nuevamente sin desear estar atados por la teoria, las enzimas xilanasas
convencionales pueden descomponer el AXinsol, pero, dado que no degradan los productos solubilizados de peso
molecular alto con la rapidez suficiente, la viscosidad en la mezcla no es ideal. En contraste, con los métodos y
usos de la presente invencién, las xilanasas variantes descomponen AXinsol sin aumentar la viscosidad y/o
mientras reducen la viscosidad rapidamente en comparacién con las enzimas convencionales. Sin desear estar
atados por la teoria, se cree que los productos de peso molecular alto no se forman por las enzimas de la presente
invencion.

Se ha descubierto que las enzimas de la presente invencién y como se describen aqui no sélo descomponen
(solubilizan) los arabinoxilanos insolubles (AXinsol) a partir de una amplia variedad de sustratos, que incluyen
maiz, trigo, DDGS, etc., en particular sustratos de maiz y a base de maiz, en particular productos tanto de trigo
(incluyendo base de trigo} como de maiz (incluyendo a base de maiz), sino también aseguran eficazmente que la
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viscosidad no aumente y/o se reduzca. Sin desear estar atados por la teoria, se cree que los productos de peso
molecular alto no se forman por las enzimas de la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a enzimas capaces de solubilizar pentosanos, en particular materiales
que contienen xilano, tales como arabinoxilanos, en particular arabinoxilanos insolubles. En particular, la enzima
es particularmente apta para solubilizar pentosanos, en particular materiales que contienen xilano, tales como
arabinoxilanos, en particular arabinoxilanos insolubles, en un amplio espectro de sustratos, que incluyen los
sustratos a base de maiz.

La presente invencién se refiere ademas a enzimas capaces de degradar AXsol o a los productos de
descomposicién de AXinsol para asegurar que la viscosidad no se incremente y/o reduzca en la mezcla de
reaccion.

Muchas de las xilanasas comercializadas para uso en alimentos para animales para solubilizar pentosanos son
enzimas GH11. Los expertos en la técnica consideraban que las xilanasas GH10 no eran tan fuertes solubilizando
pentosanos, en particular AXinsol, en comparacion con las xilanasas GH11. Sorprendentemente, se ha descubierto
que la xilanasa novedosa descrita aqui, que es una xilanasa GH10, es particularmente apta para degradar AXinsol
en un amplio espectro de sustratos, incluyendo sustratos a base de maiz. Sorprendentemente, los presentes
inventores han comprobado que las xilanasas GH10 variantes de la presente invencién tienen mejor rendimiento
que las xilanasas GH11 comerciales en cuanto a su capacidad para solubilizar pentosanos. Ademas, las xilanasas
GH10 variantes son termoestables.

El hecho de que las presentes enzimas degradan eficazmente AXinsol de sustratos de maiz y a base de maiz es
significativamente ventajoso, ya que el maiz contiene mucho mas AX en la forma insoluble en comparacién con
otros cereales, tales como por ejemplo trigo y centeno. Por lo tanto, sélo las xilanasas que pueden descomponer
AXinsol pueden mostrar un beneficio significativo para los animales alimentados con la dieta basada en maiz, tal
como por ejemplo la dieta basada en maiz y soja.

Era completamente inesperado que una xilanasa GH10 fuera tan apta para degradar AXinsol en cereales,
particularmente en sustratos de maiz o a base de maiz.

Las enzimas de la presente invencién son capaces de degradar eficazmente (y rapidamente) los polimeros y
oligbmeros que se producen a partir de la degradacién de AXinsol o que estan presentes en el material a base de
grano. Esto conduce a una ventaja inesperada para las xilanasas GH10 que se ilustran aqui, ya que son
particularmente adecuadas en un numero de aplicaciones para mantener la viscosidad en un nivel bajo o para
reducir la viscosidad, por ejemplo en alimentos para animales; en la elaboracion de cerveza y/o malta; en la
produccién de glucosa basada en granos, por ejemplo para el procesamiento adicional a biocombustibles y/o
compuestos bioquimicos (por ejemplo, isopreno de base bioldgica); o en la industria de la separacién del almidon
del gluten de trigo, por ejemplo para la produccién de almidén.

Sorprendentemente, se ha descubierto que el producto de degradacién, en promedio, es mas corto para las
enzimas GH10 probadas aqui, en comparacién con las enzimas GH11. Esto significa que los productos de
degradacién no contribuyen ni causan un aumento de la viscosidad.

En funcién de estos hallazgos, las xilanasas variantes segun la presente invencién se pueden utilizar para degradar
un material que contiene xilano, particularmente arabinoxilanos, particularmente AXinsol. Adicional o
alternativamente, las xilanasas segun la presente invencién se pueden utilizar para degradar polimeros solubles
(por ejemplo, oligbmeros) que se producen a partir de la degradacién de AXinsol o que estan presentes
(naturalmente) en materiales a base de grano. Sorprendentemente, se ha descubierto que las xilanasas variantes
segun la presente invencién se pueden utilizar tanto para degradar un material que contiene xilano, particularmente
arabinoxilanos, particularmente AXinsol, como para degradar polimeros solubles (por ejemplo, oligémeros) que se
producen a partir de la degradacién de AXinsol.

Tales enzimas pueden aplicarse en muchas industrias, incluyendo alimentos para animales, elaboracién de
cerveza y malta, en el tratamiento de materias primas que contienen arabinoxilanos como materiales a base de
grano; aqui, materiales a base de grano incluyen granos y cereales; en la industria de la separacién del almidén
del gluten de trigo, en la produccién de jarabes derivados de almidén, en la produccién de biocombustibles, y
similares.

La expresién “xilanasa o xilanasas variantes”, como se usa aqui, se puede utilizar indistintamente con la expresiéon
“xilanasa o xilanasas modificadas”.

EXPOSICION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una enzima para uso en la elaboracioén de cerveza o malta, en la degradacién
de material basado en grano, y/o en la separacion del gluten de trigo del almidén, en la que dicha enzima es una
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xilanasa GH10 o un fragmento de la misma que tiene actividad xilanasa, comprendiendo dicha enzima los
siguientes aminoacidos en dos o mas de las posiciones indicadas: 7D; 33V, 79Y, V,F, |, Lo M; 217Q, E, P D o M;
y 298Y, F, o W, 0 en la que la numeracién corresponde a la numeracioén de la secuencia de aminoacidos de FveXyn4
mostrada en SEQ ID No. 1, en la que dicho fragmento tiene al menos 60 % de la longitud completa de la enzima
xilanasa GH10 de la cual deriva el fragmento, y en la que dicha enzima es:

a) una enzima xilanasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70 % de identidad,
preferiblemente al menos 80 %, al menos 20 %, al menos 95 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de
identidad, con SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No.
29 0 SEQID No. 5; 0

b) una enzima xilanasa codificada por una secuencia nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica
que tiene al menos 70 % de identidad, preferiblemente al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %,
al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad, con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ
ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o0 SEQ ID No. 33.

La presente invencion también proporciona el uso de una enzima segun la invencién en la elaboracion de cerveza
0 malta, en la descomposicion de material basado en grano, y/o en la separacién del gluten de trigo del almidén.

La presente invencién proporciona ademas un método para hidrolizar arabinoxilanos durante la elaboracién de
cerveza o malta, en el que granos de trigo, granos de cebada, o una combinacién de los mismos, o porciones de
los granos de trigo y/o cebada, se mezclan con la enzima para uso en la elaboracién de cerveza o malta segun la
invencion, preferiblemente en el que los arabinoxilanos son arabinoxilano insoluble en agua y arabinoxilano soluble
en agua.

La presente invencién también proporciona una bebida que comprende la enzima para uso en elaboracion de
cerveza o malta segun la invencion, preferiblemente en la que la bebida es una bebida fermentada, preferiblemente
en la que la bebida es cerveza o vino.

La presente invencién proporciona ademas un método para preparar una bebida fermentada, que comprende
mezclar la enzima para uso en la elaboracién de cerveza o malta segin la invencién con malta o adyuvante,
preferiblemente en el que la bebida fermentada es cerveza.

La presente invencién también proporciona el uso de la enzima segin la invencién en la degradacion de
arabinoxilano insoluble en agua y arabinoxilano soluble en agua durante el procesamiento de grano de un material
basado en grano, preferiblemente en el que el material basado en grano es granos enteros, porciones de granos
enteros, o mezclas de los mismos.

La presente invencién proporciona ademas el uso de la enzima segun la invencion para degradar arabinoxilano
insoluble en agua y arabinoxilano soluble en agua durante la separacién del almidon de trigo y el gluten.

La presente invencién también proporciona un método para separar una harina de cereal en fracciones de almidén
y gluten, en la que el método comprende mezclar una harina de cereal, agua y la enzima para uso en la separacién
del gluten de trigo del almidén segun la invencién, preferiblemente en el que la harina de cereal, el agua y la enzima
se mezclan simultanea o secuencialmente, preferiblemente en el que la harina de cereal y el agua se mezclan
antes de mezclarlos con la enzima.

Se describe aqui una enzima xilanasa GH10 modificada o un fragmento de la misma que tiene actividad xilanasa,
en la que dicha xilanasa GH10 modificada o fragmento de la misma tiene una mayor termoestabilidad en
comparacién con una enzima xilanasa GH10 parental, habiéndose modificado la xilanasa GH10 parental en dos o
mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas preferiblemente al menos cinco de) las siguientes posiciones 7, 33,
79, 217 y 298, en la que la numeracién se basa en la numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

También se describe aqui una molécula de acido nucleico (por ejemplo una molécula de acido nucleico aislada o
recombinante) que codifica una xilanasa termoestable, y que comprende (o consiste en) una secuencia
polinucleotidica esqueleto que comprende (o consiste en) una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en:

a. una secuencia nucleotidica mostrada aqui como SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID
No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 0 SEQ ID No. 33; 0

b. una secuencia nucleotidica que tiene al menos 70 % de identidad (adecuadamente al menos 80 %,
adecuadamente al menos 90 %, adecuadamente al menos 95 %, adecuadamente al menos 98 %,
adecuadamente al menos 99 % de identidad) con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID
No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 320 SEQ ID No. 33; 0
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¢. una secuencia nucleotidica que se puede hibridar con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ
ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 0 SEQ ID No. 33 en condiciones
de rigurosidad alta.

secuencia polinucleotidica esqueleto la cual esta modificada en dos 0 méas de (preferiblemente en tres o mas, méas
preferiblemente, en al menos cinco de) los codones que codifican los aminoacidos 7, 33, 79, 217 y 298 en el
polipéptido codificado, en la que la numeracién esta basada en la numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ
ID No. 1).

Se describe aqui un vector (por ejemplo un plasmido) o constructo que comprende (o consiste en) una secuencia
polinucleotidica esqueleto que comprende una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en:

a. una secuencia nucleotidica mostrada aqui como SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID
No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 0 SEQ ID No. 33; 0

b. una secuencia nucleotidica que tiene al menos 70 % de identidad (adecuadamente al menos 80 %,
adecuadamente al menos 90 %, adecuadamente al menos 95 %, adecuadamente al menos 98 %,
adecuadamente al menos 99% de identidad) con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID
No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 0 SEQ ID No. 33; 0

¢. una secuencia nucleotidica que se puede hibridar con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ
ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 0 SEQ ID No. 33 en condiciones
de rigurosidad alta.

secuencia polinucleotidica esqueleto la cual estd modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas
preferiblemente, en al menos cinco de) los codones que codifican los aminoacidos 7, 33, 79, 217 y 298 en el
polipéptido codificado, en la que la numeracién esta basada en la numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ
ID No. 1.

Se describe aqui una célula hospedadora que comprende el acido nucleico como se describe agui o un vector o
constructo como se describe aqui.

Se describe aqui un método para mejorar la termoestabilidad de una xilanasa GH10, que comprende: modificar
una xilanasa GH10 parental en dos 0 mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas preferiblemente, en cinco de)
las siguientes posiciones: 7, 33, 79, 217 y 298, en la que la numeracion estad basada en la numeracién de
aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

Se describe aqui una enzima que tiene actividad xilanasa; siendo dicha enzima una xilanasa GH10 o un fragmento
de la misma; teniendo dicha enzima modificaciones en dos 0 mas de (adecuadamente tres o0 mas, adecuadamente
al menos todas) las siguientes posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, en la que la numeraciéon esta basada en la
numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1), y teniendo dicha enzima una mayor termoestabilidad en
comparacién con una xilanasa GH10 que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica a dicha
enzima, excepto por dichas modificaciones.

Se describe aqui una enzima xilanasa GH10 o un fragmento de la misma que tiene actividad xilanasa, en la que
dicha enzima xilanasa GH10 comprende un polipéptido que tiene al menos 70 % (adecuadamente al menos 80 %,
adecuadamente al menos 90 %, adecuadamente al menos 95 %, adecuadamente al menos 98 %, adecuadamente
al menos 99 %) de identidad con una xilanasa GH10 (por ejemplo, una xilanasa GH10 parental); y comprende los
siguientes aminoacidos en dos o0 mas de (adecuadamente, en tres 0 mas, adecuadamente, en todas) las posiciones
indicadas: 7D; 33V, 79Y, V, F, |, L o M (preferiblemente 79Y, F o V, mas preferiblemente, Y); 217Q, E, P, Do M
(preferiblemente 217Q, E o P, mas preferiblemente, Q); y 298Y, F o W (preferiblemente Y o F, mas preferiblemente,
Y), en la que la numeracién estéd basada en la numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

Se describe aqui una enzima xilanasa GH10 o un fragmento de la misma que tiene actividad xilanasa, en la que
dicha enzima xilanasa GH10 comprende un polipéptido que tiene al menos 90 % (adecuadamente al menos 95 %,
adecuadamente al menos 98 %, adecuadamente al menos 99 %) de identidad con una xilanasa GH10 (por ejemplo,
una xilanasa GH10 parental o esqueleto); y comprende los siguientes aminoacidos en dos o mas de
(adecuadamente, en tres 0 mas, adecuadamente, en todas) las posiciones indicadas: 7D; 33V, 79Y; 217Q); y 298Y,
en la que la numeracién esta basada en la numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

También se describe aqui un método para producir una variante de xilanasa, que comprende:
a. modificar (por ejemplo, transformar) una célula hospedadora con una molécula de acido nucleico como se
describe aqui, o un vector o constructo (por ejemplo; constructo de ADN) como se describe aqui, o con

un constructo de ADN que comprende un promotor que tiene actividad transcripcional en la célula
hospedadora conectado operablemente con una secuencia polinucleotidica heteréloga como se describe
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aqui, o con un constructo de ADN que comprende un promotor que tiene actividad transcripcional en la
célula hospedadora conectado operablemente con una secuencia polinucleotidica heteréloga que codifica
una variante de xilanasa como se describe aqui;

b. cultivar la célula hospedadora modificada (por ejemplo, transformada) en un medio de cultivo adecuado,
para permitir la expresion de la xilanasa.

Se describe aqui un producto fermentado producido por el método como se describe aqui.
Se describe aqui la provisién de una xilanasa producida por el método como se describe aqui.

Se describe aqui una composicién enzimatica que comprende a) una enzima que tiene actividad xilanasa, por
ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma,
como se describe aqui, b} el producto fermentado como se describe aqui, o ¢} una combinacién de los mismos.

Se describe aqui una composicion de aditivo para pienso, que comprende a) una enzima que tiene actividad
xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de
la misma, como se describe aqui, b) el producto fermentado como se describe aqui, o ¢} una combinacion de los
mismos.

Se describe aqui una premezcla, que comprende a) una enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima
xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, como se describe
aqui, b) el producto fermentado como se describe aqui, ¢) la composicion enzimatica como se describe aqui, d)
una composicién de aditivo para pienso como se describe aqui, 0 €) una combinaciéon de los mismos; y al menos
una vitamina y/o al menos un mineral.

Se describe aqui un pienso (o alimento para animales) que comprende a) una enzima que tiene actividad xilanasa,
por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma,
como se describe aqui, b) el producto fermentado como se describe aqui, ¢) la composicién enzimatica como se
describe aqui, d) una composicién de aditivo para pienso como se describe aqui, e} una premezcla como se
describe aqui, o f) una combinacioén de los mismos.

Se describe aqui un método para preparar un alimento para animales, que comprende mezclar un componente
para pienso con a) una enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, como se describe aqui, b) el producto fermentado
como se describe aqui, ¢} la composicién enzimatica como se describe aqui, d) una composicién de aditivo para
pienso como se describe aqui, e) una premezcla como se describe aqui, o f} una combinacién de los mismos.

Se describe aqui un método para degradar material que contiene arabinoxilano en un material que contiene xilano,
que comprende mezclar dicho material que contiene xilano con a) una enzima que tiene actividad xilanasa, por
ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma,
como se describe aqui, b) el producto fermentado como se describe aqui, ¢) la composicién enzimatica como se
describe aqui, d) una composicion de aditivo para pienso como se describe aqui, €) una premezcla como se
describe aqui, o f) una combinacién de los mismos.

Se describe aqui el uso de a) una enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal
como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma como se describe aqui, b) el producto
fermentado como se describe aqui, ¢) la composiciéon enzimatica como se describe aqui, d) una composicién de
aditivo para pienso como se describe aqui, €) una premezcla como se describe aqui, o f) una combinacién de los
mismos, para solubilizar arabinoxilano en un material que contiene xilano.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS DE LA INVENCION

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el mismo
significado cominmente entendido por un experto normal en la técnica a la cual pertenece esta descripcion.
Singleton,et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 202 ED., John Wiley and Sons,
Nueva York (1994), y Hale y Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper Perennial, NY
(1991), proporcionan a un experto un diccionario general de muchos de los términos utilizados en esta descripcién.

Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. A menos que se indique de otra manera,
cualquier secuencia de acido nucleico se escribe de izquierda a derecha en la orientaciéon 5' a 3'; las secuencias
de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacién de amino a carboxi, respectivamente.

Aqui se hace referencia a los aminoacidos por medio del nombre del aminoacido, la abreviatura de tres letras, o la
abreviatura de una sola letra.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 983 563 T3

El término “proteina”, como se usa aqui, incluye proteinas, polipéptidos, y péptidos.

Como se usa aqui, la expresion “secuencia de aminoacidos” es sinénimo del término “polipéptido” y/o del término
“proteina”. En algunos casos, la expresiéon “secuencia de aminoacidos” es sinénimo del término “péptido”. En
algunos casos, la expresién “secuencia de aminoacidos” es sinénimo del término “enzima”.

Los términos “proteina” y “polipéptido” se utilizan indistintamente aqui. En la presente descripcién y en las
reivindicaciones, se pueden utilizar los cédigos convencionales de una letra y de tres letras para los restos de
aminoacidos. El cédigo de 3 letras para los aminoacidos es el que se define de acuerdo con IUPACIUB Joint
Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN). Se entiende ademas que un polipéptido puede estar codificado
por mas de una secuencia nucleotidica debido a la degeneracién del coédigo genético.

Pueden encontrarse otras definiciones de términos en toda la memoria descriptiva. Ademas, se entiende que la
terminologia utilizada aqui es con la finalidad de describir realizaciones particulares solamente, y no esta destinada
a ser limitativa, puesto que el alcance de la presente descripcién estara limitado solamente por las reivindicaciones
anexas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que también se describe especificamente cada valor
intermedio hasta la décima parte de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo
contrario, entre los limites superior e inferior de ese intervalo. Cada intervalo mas pequefio entre cualquier valor
sefialado o valor intermedio en un intervalo sefialado y cualquier otro valor sefialado o intermedio en ese intervalo
sefialado queda abarcado dentro de esta descripcién. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas
pequefios pueden incluirse 0 excluirse independientemente en el intervalo, y cada intervalo en el cual alguno,
ninguno o ambos limites se incluyen en los intervalos mas pequefios también esta comprendido dentro de esta
descripcion, sujeto a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo sefialado. Cuando el intervalo
sefialado incluye uno o ambos limites, los intervalos que excluyen alguno o los dos limites incluidos también estan
comprendidos en esta descripcion.

Debe mencionarse que, como se usa aqui y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares “un”, “uno/una”
y “el/la” incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por
ejemplo, la referencia a “una enzima” incluye una pluralidad de esos agentes candidato, y la referencia a “el pienso”
incluye la referencia a uno o mas piensos y sus equivalentes conocidos para los expertos en la técnica, etc.

Las publicaciones descritas aqui se proporcionan Unicamente para su descripcion antes de la fecha de
presentacion de la presente solicitud. Nada de lo descrito aqui se interpretarda como una admisiéon de que tales
publicaciones constituyen una materia anterior a las reivindicaciones anexas a la presente invencion.

Los precios cada vez mayores de la materia prima utilizada tradicionalmente como fuente de energia en piensos
para animales, como materia prima en la produccion de biocombustibles, como un ingrediente en la elaboracién
de cerveza o malta, o como materia prima en procedimientos de separacion del almidén del gluten de trigo, por
ejemplo, han conducido a la inclusion de materiales fibrosos de bajo coste en los sustratos iniciales para estas
industrias, particularmente el uso de subproductos fibrosos de bajo coste en piensos para animales.

La adicién de fibras puede producir varios efectos desfavorables. Por ejemplo, en los piensos para animales, la
adicién de fibras puede causar efectos antinutricionales. La presencia de polimeros no degradados en el intestino
de los animales genera un contenido altamente viscoso y dificulta la difusién, lo que da como resultado una
absorcion reducida de nutrientes. Ademas, los polimeros tienen una alta capacidad de retencién de agua, lo que
dificulta la reabsorcion eficaz de agua, y la retencion de agua aumenta el volumen del contenido del intestino, lo
que conduce a un menor tiempo de transito intestinal (Englyst y Kingman (1993) en Human Nutrition and Dietetics,
92 edicién (Garrow J. S., James W. P. T., eds.) pag. 53).

En alimentos para animales, la hemicelulosa y la celulosa (que incluyen arabinoxilano insoluble) forman ademas
barreras fisicas que encapsulan (o atrapan) nutrientes como almidén y proteina, y de esa manera retienen el
acceso a estos nutrientes para el animal.

La hemicelulosa y la celulosa (que incluyen arabinoxilanos insolubles (AXinsol)) en si mismas son también fuentes
de energia potenciales, ya que consisten en sacaridos de C5 y C6. Los animales pueden utilizar los monosacaridos
de C6 como fuente de energia, mientras que los oligosacaridos de C5 pueden transformarse en acidos grasos de
cadena corta por la microflora presente en el intestino del animal (van den Broek et al., 2008 Molecular Nutrition &
Food Research, 52, 146-63), acidos grasos de cadena corta los cuales pueden ser absorbidos y digeridos por el
intestino del animal.

La liberaciéon de nutrientes y agua de los piensos como consecuencia de la degradacién de la barrera fisica

depende de la capacidad de la xilanasa para degradar componentes de fibra insoluble (por ejemplo, arabinoxilanos
insolubles (AXinsol)).
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Se describe aqui una enzima, en la que dicha enzima es una xilanasa GH10 o un fragmento de la misma que tiene
actividad xilanasa, en la que dicha enzima o fragmento de la misma tiene una mayor termoestabilidad en
comparacién con una enzima xilanasa GH10 parental, habiéndose modificado la xilanasa GH10 parental en, al
menos, dos de las siguientes posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, en la que la numeracién esta basada en la
numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

Se describe aqui una enzima, en la que dicha enzima es una xilanasa GH10 o un fragmento de la misma que tiene
actividad xilanasa, en la que dicha enzima o fragmento de la misma tiene una mayor termoestabilidad en
comparacién con una enzima xilanasa GH10 parental, modificandose la xilanasa GH10 parental en, al menos, tres

de las siguientes posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, en la que la numeracién estd basada en la numeracion de
aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

Se describe aqui una enzima, en la que dicha enzima es una xilanasa GH10 o un fragmento de la misma que tiene
actividad xilanasa, en la que dicha enzima o fragmento de la misma tiene una mayor termoestabilidad en
comparacién con una enzima xilanasa GH10 parental; modificandose la xilanasa GH10 parental en, al menos, las

siguientes posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, en la que la numeracién esta basada en la numeracion de aminoacidos
de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, segln la presente invencién comprende al menos
dos (preferiblemente al menos tres) de las siguientes modificaciones:

N7D;

T33YV,

K79Y, V,F, I, Lo M;

A217Q,E,P Do My

T298Y,Fo W.
En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, segun la presente invencién comprende los
siguientes aminoacidos en al menos dos (preferiblemente al menos tres) de las posiciones indicadas:

7D;

33v;
79Y,V,F, I,Lo M;
217Q,E,P, Do M;y
298Y,Fo W.

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segln la presente invencién comprende al menos dos
(preferiblemente al menos tres) de las siguientes modificaciones:

N7D;

T33V,

K79Y,F o V;

A217Q,EoP;y

T298Y o F.
En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo, la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, segun la presente invencién comprende los
siguientes aminoacidos en al menos dos (preferiblemente al menos tres) de las posiciones indicadas:

7D;

33V,
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79Y,FoV,
217Q,EoP;y
298YoF.

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segun la presente invencion comprende al menos dos
(preferiblemente, al menos tres) de las siguientes modificaciones:

N7D;

T33V;

K79Y,

A217Q; y

T298Y.
En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo, la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, segun la presente invencién comprende los
siguientes aminoacidos en al menos dos (preferiblemente al menos tres) de las posiciones indicadas:

7D;

33V,

79Y;
217Q;y
298Y.

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segun la presente invencién comprende al menos las siguientes
modificaciones:

N7D;

T33V,

K79Y,V,F, 1,Lo M,

A217Q,E,P, Do M,y

T298Y, F o W.
En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, segun la presente invencién comprende los
siguientes aminoacidos en las posiciones indicadas:

7D;

33v;
79Y,V,F, l,Lo M,
217Q,E,P, Do M;y
298Y,Fo W.

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segun la presente invencién comprende al menos las siguientes
modificaciones:

N7D;
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T33V,

K79Y,F o V;
A217Q,EoP;y
T298Y o F.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, segun la presente invencién comprende los
siguientes aminoacidos en las posiciones indicadas:

7D;

33V,

79Y,FoV,
217Q,EoP;y
298YoF.

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segun la presente invencién comprende al menos las siguientes
modificaciones:

N7D;
T33V;
K79Y,
A217Q; y
T298Y.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, segun la presente invencién comprende los
siguientes aminoacidos en las posiciones indicadas:

7D;

33V,

79Y,

217Q;y
298Y.

En una realizacién, ademas de estar modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres o mas, mas
preferiblemente, en todas) las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, la enzima xilanasa modificada segun la presente
invencién puede estar modificada ademas en una o mas de las siguientes posiciones: 25, 57, 62, 64, 89, 103, 115,
147,181, 193, 219.

En una realizacién, ademas de estar modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas
preferiblemente, en todas) las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, la enzima xilanasa modificada segun la presente
invencién puede estar modificada ademas en dos 0 mas de las siguientes posiciones: 25, 57, 62, 64, 89, 103, 115,
147, 181, 193, 219.

En una realizacién, ademas de estar modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres o mas, mas
preferiblemente, en todas) las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, la enzima xilanasa modificada segun la presente
invencién puede estar modificada ademas en tres 0 mas de las siguientes posiciones: 25, 57, 62, 64, 89, 103, 115,
147, 181, 193, 219.

En una realizacién, ademas de estar modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres o mas, mas
preferiblemente, en todas) las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, la enzima xilanasa modificada segun la presente
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invencién puede estar modificada ademas en cuatro o0 mas de las siguientes posiciones: 25, 57, 62, 64, 89, 103,
115, 147, 181, 193, 219.

En una realizacién, ademas de estar modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas
preferiblemente, en todas) las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, la enzima xilanasa modificada segun la presente
invencién puede estar modificada ademas en cinco o mas de las siguientes posiciones: 25, 57, 62, 64, 89, 103,
115, 147, 181, 193, 219.

En una realizacién, ademas de estar modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres o mas, mas
preferiblemente, en todas) las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, la enzima xilanasa modificada segun la presente
invencién puede estar modificada ademas en siete 0 mas de las siguientes posiciones: 25, 57, 62, 64, 89, 103,
115, 147, 181, 193, 219.

En una realizacién, ademas de estar modificada en dos o mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas
preferiblemente, en todas) las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, la enzima xilanasa modificada segun la presente
invencién puede estar modificada ademas en nueve o mas de las siguientes posiciones: 25, 57, 62, 64, 89, 103,
115, 147, 181, 193, 219.

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicion 25, la modificacién puede ser N25P.
En otras palabras, el aminoécido en el resto 25 de la xilanasa GH10 de la presente invencién es preferiblemente
P.

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posiciéon 57, la modificacién se puede
seleccionar de S57Q, T o V (preferiblemente Q). En otras palabras, el amino&cido en el resto 57 de la xilanasa
GH10 de la presente invencion es preferiblemente Q, T o V (preferiblemente Q).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posiciéon 62, la modificacién se puede
seleccionar de N62T o S (preferiblemente T). En otras palabras, el aminoacido en el resto 62 de la xilanasa GH10
de la presente invencién es preferiblemente T o S (preferiblemente T).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posiciéon 64, la modificacién se puede
seleccionar de G64T o S (preferiblemente T). En otras palabras, el aminoacido en el resto 64 de la xilanasa GH10
de la presente invencién es preferiblemente T o S (preferiblemente T).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicion 89, la modificacion se puede
seleccionar de S89G, N, Q, L o M (preferiblemente G o Q, mas preferiblemente, G). En otras palabras, el
aminoécido en el resto 89 de la xilanasa GH10 de la presente invencién es preferiblemente G, N, Q, Lo M
(preferiblemente G o Q, mas preferiblemente, G).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicion 103, la modificacion se puede
seleccionar de T103M o K (preferiblemente M). En otras palabras, el aminoacido en el resto 103 de la xilanasa
GH10 de la presente invencion es preferiblemente M o K (preferiblemente M).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicién 115, la modificacién se puede
seleccionar de V115E o L (preferiblemente L). En otras palabras, el aminoacido en el resto 115 de la xilanasa GH10
de la presente invencién es preferiblemente E o L (preferiblemente L).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicién 147, la modificacion puede ser
N147Q. En otras palabras, el aminoacido en el resto 147 de la xilanasa GH10 de la presente invencion es
preferiblemente Q.

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicion 181, la modificacion se puede
seleccionar de G181Q, A, D o P (preferiblemente Q). En otras palabras, el aminoacido en el resto 181 de la xilanasa
GH10 de la presente invenciéon es preferiblemente Q, A, D o P (preferiblemente Q).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicion 193, la modificacion se puede
seleccionar de S193Y o N (preferiblemente Y). En otras palabras, el aminoacido en el resto 193 de la xilanasa
GH10 de la presente invencion es preferiblemente 193Y o N (preferiblemente Y).

Cuando la enzima xilanasa modificada esta modificada ademas en la posicion 219, la modificacion se puede
seleccionar de G219D o P (preferiblemente P). En otras palabras, el aminoacido en el resto 219 de la xilanasa
GH10 de la presente invencién es preferiblemente D o P (preferiblemente P).

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segun la presente invencién, ademas de comprender
modificaciones en dos o mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas preferiblemente, en todas) las posiciones 7,
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33, 79, 217 y 298, comprende ademas modificaciones en los siguientes restos: 25 y 89 (preferiblemente N25P y
S89G).

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segin la presente invencién, ademas de comprender
modificaciones en dos o mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas preferiblemente, en todas) las posiciones 7,
33, 79, 217 y 298, comprende ademas modificaciones en los siguientes restos: 57, 62, 64 y 89 (preferiblemente
S57Q, N62T, G64T y S89G).

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada segun la presente invencién, ademas de comprender
modificaciones en dos o mas de (preferiblemente en tres 0 mas, mas preferiblemente, en todas) las posiciones 7,
33, 79, 217 y 298, comprende ademas modificaciones en los siguientes restos: 25, 57, 62, 64, 103, 115, 147, 181,
193 y 219 (preferiblemente N25P, S57Q, N62T, G64T T103M, V115L, N147Q, G181Q, S193Y y G219P).

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada de acuerdo con la presente invencién, ademas de comprender
modificaciones en dos o mas de (preferiblemente, en tres o mas, mas preferiblemente, en todas) las posiciones 7,
33, 79, 217 y 298, comprende ademas modificaciones en los siguientes restos: 25, 57, 62, 89, 103, 115, 147, 181,
193 y 219 (preferiblemente N25P, S57Q, N62T, S89G, T103M, V115L, N147Q, G181Q, S193Y, G219P y T298Y.
En una realizacion, la enzima xilanasa modificada de acuerdo con la presente invencién, ademas de comprender
modificaciones en dos 0 mas de (preferiblemente, en tres 0 mas, mas preferiblemente, en todas) las posiciones 7,
33, 79, 217 y 298, comprende ademas modificaciones en los siguientes restos: 25, 89 y 64 (preferiblemente N25P,
S89G, G64T).

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada (o la xilanasa GH10) segun la presente invencion puede
comprender los siguientes aminoacidos en las posiciones indicadas:

a. 7D, 25P, 33V, 64T, 79Y, 89G, 217Q y 298Y;

b. 7D, 25P, 33V, 79Y, 89G, 217Qy 298Y;

c. 7D, 25P, 33V, 57Q, 62T, 64T, 79Y, 103M, 115L, 147Q, 181Q, 193Y, 217Q, 219P y 298Y,
d. 7D, 25P, 33V, 57Q, 62T, 79Y, 89G, 103M, 115L, 147Q, 181Q, 193Y, 217Q, 219P y 298Y;
e. 7D, 33V, 57Q, 62T, 64T, 79Y, 89G, 217Q y 298Y;

f. 79F_217Q_y 298F;

g. 7D,_33V,_217Q_y 298F;

h. 7D,_79F y 298F;

i. 33V, 79F y_217Q;

j- 7D, 33V y_298Y,

k. 33V,_217Q_y 298Y,

[. 7D,_217Qy_298F;

m. 7D,_33Vy 217Q;

n. 79F y 298F;

0. 7Dy 79F;

p. 33V_y 79F;

g. 33V y_298Y;

r.7D_y 33V, o

s. 33Vy_A217Q.

En una realizacion, la enzima xilanasa modificada (o la xilanasa GH10) de acuerdo con la presente invencién
puede comprender los siguientes aminoacidos en las posiciones indicadas:
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a. 7D, 25P, 33V, 64T, 79Y, 89G, 217Q y 208Y;

b. 7D, 25P, 33V, 79Y, 89G, 217Q y 298Y,

c. 7D, 25P, 33V, 57Q, 62T, 64T, 79Y, 103M, 115L, 147Q, 181Q, 193Y, 217Q, 219P y 298Y,
d. 7D, 25P, 33V, 57Q, 62T, 79Y, 89G, 103M, 115L, 147Q, 181Q, 193Y, 217Q, 219P y 298Y,
e. 7D, 33V, 57Q, 62T, 64T, 79Y, 89G, 217Q y 208Y;

En una realizacién, la enzima xilanasa modificada (o la xilanasa GH10) segun la presente invencién puede
comprender las siguientes modificaciones:

a. N7D, N25P, T33V, G64T, K79Y, S89G, A217Q y T298Y,
b. N7D, N25P, T33V, K79Y, S89G, A217Q y T298Y,

c. N7D, N25P, T33V, S57Q, N62T, G64T, K79Y, T103M, V115L, N147Q, G181Q, S193Y, A217Q, G219P y
T208Y;

d. N7D, N25P, T33V, S57Q, N62T, K79Y, S89G, T103M, V115L, N147Q, G181Q, S193Y, A217Q, G219P y
T208Y;

e. N7D, T33V, S57Q, N62T, G64T, K79Y, S89G, A217Q y T298Y;
f. K7T9F_A217Q_T298F;

g. N7D_T33V_A217Q_T298F;
h. N7D_K79F_T298F;

i. T33V_K79F_A217Q;

j. N7D_T33V_T298Y;

k. T33V_A217Q_T298Y,

I. N7D_A217Q_T298F;

m. N7D_T33V_A217Q;

n. K79F_T298F;

0. N7D_K79F;

p. T33V_K79F;

g. T33V_T298Y;

r.N7D_T33V,; o

s. T33V_A217Q.

En una realizaciéon, la enzima xilanasa modificada (o la xilanasa GH10) de acuerdo con la presente invencién
puede comprender las siguientes modificaciones:

a. N7D, N25P, T33V, G64T, K79Y, S89G, A217Q y T298Y,
b. N7D, N25P, T33V, K79Y, S89G, A217Q y T298Y,

c. N7D, N25P, T33V, S57Q, N62T, G64T, K79Y, T103M, V115L, N147Q, G181Q, S193Y, A217Q, G219P y
T298Y;

d. N7D, N25P, T33V, S57Q, N62T, K79Y, S89G, T103M, V115L, N147Q, G181Q, S193Y, A217Q, G219P y
T208Y;
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e. N7D, T33V, S57Q, N62T, G64T, K79Y, S89G, A217Q y T298Y;

En una realizacién, la enzima xilanasa segun la presente invencién (por ejemplo, la enzima xilanasa modificada)
tiene una secuencia de aminoacidos esqueleto (antes de la modificacién) que comprende (o consiste en) una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27,
SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29, 0 SEQiD No. 5; o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
70 % de identidad (adecuadamente al menos 80 %, adecuadamente al menos 90 %, adecuadamente al menos 95
%, adecuadamente al menos 98 %, adecuadamente al menos 99 % de identidad) con SEQ ID No. 1, SEQ ID No.
26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29, 0 SEQ ID No. 5; o una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia nucleotidica que comprende la secuencia nucleotidica mostrada agui como SEQ ID
No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No
32 o0 SEQ ID No. 33; o una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia nucleotidica que comprende
una secuencia nucleotidica que tiene al menos 70 % de identidad (adecuadamente al menos 80 %, adecuadamente
al menos 90 %, adecuadamente al menos 95 %, adecuadamente al menos 98 %, adecuadamente al menos 99 %
de identidad) con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24 o SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31,
SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o SEQ ID No. 33; 0 una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia
nucleotidica que puede hibridarse con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No.
30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o SEQ ID No. 33 en condiciones de rigurosidad alta.

El término “parental” significa una xilanasa, preferiblemente una xilanasa GH10, en la que se ha realizado una
alteracion para producir una enzima modificada de la presente invencién. En una realizacién, la enzima parental
es una xilanasa GH10. De manera conveniente, la enzima parental puede ser un polipéptido de origen natural (tipo
salvaje) o una variante o fragmento del mismo. En una realizacion preferida, la enzima parental es un polipéptido
de origen natural (polipéptido de tipo salvaje).

Adecuadamente, la xilanasa modificada o la xilanasa GH10 como se describe aqui comprende (o consiste
esencialmente en, o consiste en) una secuencia de aminoacidos que es idéntica o sustancialmente idéntica a dicha
enzima parental, excepto por una modificacién en dos 0 mas (preferiblemente en tres 0 mas, mas preferiblemente,
en al menos las cinco) de las siguientes posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, en la que la numeracién esta basada en
la numeracion de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

La xilanasa modificada o la xilanasa GH10 como se describe aqui puede comprender (o consistir esencialmente
en, o consistir en) una secuencia de aminoacidos que es idéntica o sustancialmente idéntica a dicha enzima
parental, excepto por una modificacion en dos 0 mas (preferiblemente en tres 0 mas, mas preferiblemente, en al
menos las cinco) de las siguientes posiciones 7, 33, 79, 217 y 298, asi como en una o mas de las siguientes
posiciones 25, 57, 62, 64, 89, 103, 115, 147, 181, 193, 219, en la que la numeracién esta basada en la numeracién
de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

La xilanasa GH10 modificada o la xilanasa GH10 segun la presente invencion (y reivindicada, por ejemplo, en la
reivindicacion 1) tiene adecuadamente al menos alrededor de 90 % de identidad de secuencia (preferiblemente al
menos 93 %, adecuadamente al menos 97 %, adecuadamente al menos 99 % de identidad de secuencia con la
enzima parental.

El término “esqueleto”, como se usa aqui, significa una secuencia polipeptidica que es un polipéptido de xilanasa
GH10, que esta modificado para comprender los siguientes aminoacidos en dos 0 mas (preferiblemente en tres o
mas, mas preferiblemente, en todas) de las posiciones indicadas: 7D; 33V, 79Y, V, F, |, L o M (preferiblemente 79Y,
F o V, mas preferiblemente, Y); 217Q, E, P, D o M (preferiblemente 217Q, E o P, mas preferiblemente, Q); y 298Y,
F o W (preferiblemente Y o F, mas preferiblemente, Y), en la que la numeracién esté basada en la numeracién de
aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 como se describe aqui (por ejemplo,
la enzima xilanasa GH10 modificada), comprende preferiblemente un polipéptido que tiene al menos 70 %
(adecuadamente al menos 80 %, adecuadamente al menos 90 %, adecuadamente al menos 95 %, adecuadamente
al menos 98 %, adecuadamente al menos 99 %) de identidad con una xilanasa GH10 (por ejemplo, una xilanasa
GH10 parental o esqueleto); y comprende los siguientes aminoacidos en dos o mas (preferiblemente en tres o
mas, mas preferiblemente, en todas) de las posiciones indicadas: 7D; 33V, 79Y, V, F, |, L o M (preferiblemente 79Y,
F o V, mas preferiblemente, Y); 217Q, E, P, D o M (preferiblemente 217Q, E o P, mas preferiblemente, Q); y 298Y,
F o W (preferiblemente Y o F, mas preferiblemente, Y), en la que la numeracién esté basada en la numeracién de
aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 como se describe aqui (por ejemplo,
la enzima xilanasa GH10 modificada), comprende preferiblemente un polipéptido que tiene al menos 95 %
(adecuadamente al menos 98 %, adecuadamente al menos 99 %) de identidad con una xilanasa GH10 (por
ejemplo, una xilanasa GH10 parental o esqueleto); y comprende los siguientes aminoacidos en dos o mas
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(preferiblemente en tres o0 mas, mas preferiblemente, en todas) de las posiciones indicadas: 7D; 33V, 79Y, 217Q),
y 298Y, en la que la numeracion esta basada en la numeracién de aminoacidos de FveXyn4 (SEQ ID No. 1).

En una realizacién, la xilanasa GH10 esqueleto o parental (antes de la modificacién) es:

a. una xilanasa que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5;
o}

b. una enzima xilanasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70 % de identidad
(adecuadamente al menos 80 %, adecuadamente al menos 90 %, adecuadamente al menos 95 %,
adecuadamente al menos 98 %, adecuadamente al menos 99 % de identidad) con SEQ ID No. 1, SEQ
ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5; 0

¢. una enzima xilanasa codificada por una secuencia nucleotidica que comprende la secuencia nucleotidica
mostrada aqui como SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ
ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 0 SEQ ID No. 33; 0

d. una enzima xilanasa codificada por una secuencia nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica
que tiene al menos 70 % de identidad (adecuadamente al menos 80 %, adecuadamente al menos 90 %,
adecuadamente al menos 95 %, adecuadamente al menos 98 %, adecuadamente al menos 99 % de
identidad) con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No.
31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 320 SEQ ID No. 33; 0

€. una enzima xilanasa codificada por una secuencia nuclectidica que se puede hibridar con SEQ ID No. 2,
SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No
32 0 SEQ ID No. 33 en condiciones de rigurosidad alta.

En una realizacién, la secuencia de aminoacidos parental o esqueleto tiene al menos 80 % de identidad con SEQ
ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5.

En una realizacién, la secuencia de aminoacidos parental o esqueleto tiene al menos 90 % de identidad con SEQ
ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5.

En una realizacién, la secuencia de aminoacidos parental o esqueleto tiene al menos 95 % de identidad con SEQ
ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5.

En una realizacién, la secuencia de aminoacidos parental o esqueleto tiene al menos 98 % de identidad con SEQ
ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5.

En una realizacién, la enzima xilanasa parental o esqueleto puede estar codificada por una secuencia nucleotidica
que comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos 80 % de identidad con SEQ ID No. 2, SEQ ID No.
24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o0 SEQ ID No. 33.

En una realizacién, la enzima xilanasa parental o esqueleto puede estar codificada por una secuencia nucleoctidica
que comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos 90 % de identidad con SEQ ID No. 2, SEQ ID No.
24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o0 SEQ ID No. 33.
En una realizacién, la enzima xilanasa parental o esqueleto puede estar codificada por una secuencia nucleotidica
que comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos 95 % de identidad con SEQ ID No. 2, SEQ ID No.
24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o0 SEQ ID No. 33.
En una realizacién, la enzima xilanasa parental o esqueleto puede estar codificada por una secuencia nucleoctidica
que comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos 98 % de identidad con SEQ ID No. 2, SEQ ID No.
24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o0 SEQ ID No. 33.

Adecuadamente, la xilanasa GH10 parental o esqueleto puede obtenerse (obtenerse adecuadamente) de un
organismo Fusarium.

Adecuadamente, la xilanasa parental o esqueleto es una endo-1,4-8-d-xilanasa.
La xilanasa modificada o xilanasa GH10 segun la presente invencion es preferiblemente una endo-1,4-B-dxilanasa.

En una realizacién preferida, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal
como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencion, tiene un
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valor de Tm mayor que 70 °C (preferiblemente mayor que 75 °C), en la que el valor de Tm se mide como la
temperatura a la que se obtiene 50 % de actividad residual después de 10 min de incubacion.

La termoestabilidad de una xilanasa (por ejemplo, una xilanasa modificada) segln la presente invencién puede
determinarse usando el “ensayo para la medida de la termoestabilidad” (véase a continuacién).

Ensayo para la medida de la termoestabilidad

Los perfiles de desnaturalizacion térmica de las variantes de FveXyn4 se determinaron por la diluyendo y
preincubando las muestras de enzima en amortiguador MES 25 mM, pH 6,0, durante 10 min a temperaturas
variables (66, 66,7, 68,2, 70,6, 73,5, 76, 76,5, 76,8, 79,7, 81,9, 83,5, 84,6, y 85 °C, respectivamente), y midiendo
posteriormente la actividad residual por el método de determinacion de la actividad xilanasa descrito en el Ejemplo
1. La actividad medida sin preincubacion se fijé en 100 %, y la actividad residual de cada variante a cada una de
las temperaturas se calculd con respecto a esta. El valor de Tm se calcula a partir de los perfiles de
desnaturalizacién térmica como la temperatura a la que se obtiene 50 % de la actividad residual.

En una realizacién, una enzima se considera termoestable segun la presente invencién si tiene un valor de Tm
mayor que 70 °C, en la que el valor de Tm es la temperatura a la que se obtiene 50 % de la actividad residual
después de 10 min de incubacién. Este valor de Tm puede medirse de acuerdo con el ensayo para la medida de
la termoestabilidad como se ensefia aqui.

En una realizacién, una enzima se considera termoestable segun la presente invencién si tiene un valor de Tm
mayor que 76 °C, en la que el valor de Tm es la temperatura a la que se obtiene 50 % de la actividad residual
después de 10 min de incubacién. Este valor de Tm puede medirse de acuerdo con el ensayo para la medida de
la termoestabilidad como se ensefia aqui.

En una realizacién, una enzima se considera termoestable segun la presente invencién si tiene un valor de Tm
mayor que 85 °C, en la que el valor de Tm es la temperatura a la que se obtiene 50 % de la actividad residual
después de 10 min de incubacién. Este valor de Tm puede medirse de acuerdo con el ensayo para la medida de
la termoestabilidad como se ensefia aqui.

Preferiblemente, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segln la presente invencién (0 composicién que la
comprende), puede soportar un tratamiento térmico (por ejemplo, durante el procedimiento de peletizacion) de
hasta alrededor de 70 °C, por ejemplo hasta 75 °C, por ejemplo hasta 76°C, por ejemplo hasta alrededor de 85 °C,
por ejemplo o hasta alrededor de 95 °C. El tratamiento térmico puede realizarse durante hasta alrededor de 1
minuto; hasta alrededor de 5 minutos; hasta alrededor de 10 minutos; hasta alrededor de 30 minutos; hasta
alrededor de 60 minutos. Soportar tal tratamiento térmico significa que al menos alrededor de 50 % de la enzima
que estaba presente/activa en el aditivo antes del calentamiento hasta la temperatura especificada todavia esta
presente/activa después de que se enfria hasta la temperatura ambiente. Preferiblemente, al menos alrededor de
80 % de la enzima que esta presente y activa en el aditivo antes del calentamiento hasta la temperatura
especificada todavia esta presente y activa después de que se enfria hasta la temperatura ambiente.

El término “termoestabilidad” es la capacidad de una enzima para resistir la inactivacion irreversible (habitualmente
por desnaturalizacién) a una temperatura relativamente alta. Esto significa que la enzima retiene una cantidad
especificada de actividad enzimatica después de la exposicién a una temperatura identificada durante un periodo
de tiempo dado.

Hay muchas maneras de medir la termoestabilidad. A titulo de ejemplo, las muestras de enzima pueden incubarse
sin un sustrato durante un periodo de tiempo definido (por ejemplo, 10 min, o 1 a 30 min) a una temperatura
elevada en comparacién con la temperatura a la que la enzima es estable durante un tiempo mas prolongado
(dias). Después de la incubacién a temperatura elevada, la muestra de enzima se analiza para determinar la
actividad residual a la temperatura tolerante de por ejemplo 30 2C (alternativamente 25 a 50 2C, o incluso hasta 70
°C). La actividad residual se calcula con respecto a una muestra de la enzima que no se ha incubado a la
temperatura elevada.

La termoestabilidad puede medirse también como inactivacién de la enzima en funcion de la temperatura. En este
caso, las muestras de enzima se incuban sin un sustrato durante un periodo de tiempo definido (por ejemplo, 10
min, o 1 a 30 min) a diversas temperaturas, y después de la incubacioén, se analizan para determinar la actividad
residual a la temperatura tolerante de por ejemplo 30 °C (alternativamente 25-70 °C, o incluso mas alta). La
actividad residual a cada temperatura se calcula con respecto a una muestra de la enzima que no se ha incubado
a la temperatura elevada. El perfil de desnaturalizacién térmica resultante (la temperatura frente a la actividad
residual} se puede utilizar para calcular la temperatura a la que se obtiene 50 % de la actividad residual. Este valor
se define como el valor de Tm.
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Aldn mas, la termoestabilidad puede medirse como la inactivacion de la enzima en funcion del tiempo. Aqui, las
muestras de enzima se incuban sin un sustrato a una temperatura elevada definida (por ejemplo, 76°C) durante
diversos periodos de tiempo (por ejemplo, entre 10 s y 30 min), y después de la incubacién, se analizan para
determinar la actividad residual a la temperatura tolerante de por ejemplo 30 °C (alternativamente, 25-70 °C, o
incluso mas alta). La actividad residual a cada temperatura se calcula con respecto a una muestra de la enzima
que no se ha incubado a la temperatura elevada. El perfil de inactivacion resultante (tiempo frente a actividad
residual} se puede utilizar para calcular el tiempo en el que se obtiene 50 % de la actividad residual. Este se
proporciona habitualmente como T1/2.

Estos son ejemplos de como medir la termoestabilidad. La termoestabilidad puede medirse también con otros
métodos. Preferiblemente, la termoestabilidad se evalla mediante el uso del “ensayo para la medida de la
termoestabilidad” como se ensefia aqui.

En contraposicién con la termoestabilidad, la termoactividad es la actividad de la enzima en funcién de la
temperatura. Para determinar la termoactividad, las muestras de enzima pueden incubarse (analizarse) durante el
periodo de tiempo definido por el ensayo a diversas temperaturas en presencia de un sustrato. La actividad
enzimatica se obtiene durante o inmediatamente después de la incubacién segun lo definido por el ensayo (por
ejemplo, la lectura de un valor de DO que refleja la cantidad de producto de reaccién formado). La temperatura a
la que se obtiene la actividad mas alta es la temperatura 6ptima de la enzima en las condiciones de ensayo dadas.
La actividad obtenida a cada temperatura puede calcularse con respecto a la actividad obtenida a la temperatura
optima. Esto proporcionara un perfil de temperatura para la enzima en las condiciones de ensayo dadas.

En la presente solicitud, termoestabilidad no es lo mismo que termoactividad.

Adecuadamente, la xilanasa modificada segun la presente invencion tiene un pH éptimo en el intervalo de 4,6 a 7,
preferiblemente alrededorde 5 a 6.

En una realizacion preferida, la xilanasa modificada segun la presente invencién comprende una de las secuencias
de aminoacidos que se muestran aqui como SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, o
SEQ ID No. 21, o un fragmento de la mismas, que tiene actividad xilanasa.

En una realizacion, las modificaciones en la secuencia polinucleotidica esqueleto son tales que proporcionan las
modificaciones detalladas anteriormente en la secuencia de aminoacidos codificada:

Los métodos como se describen aqui son adecuados para proporcionar las modificaciones como se ensefié
anteriormente en la secuencia polinuclectidica o de aminoacidos.

La célula hospedadora como se describe aqui se puede seleccionar del grupo que consiste en una célula
bacteriana, célula fungica, célula de levadura, célula fungica filamentosa, y una célula vegetal. Preferiblemente, la
célula hospedadora es una célula bacteriana o fungica.

En una realizacién preferida, se recupera la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa
GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencion
producida segun un método como se describe aqui.

En una realizacién preferida, se aisla y/o purifica la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima
xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente
invencién producida segin un método como se describe aqui.

En algunas realizaciones, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como
la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencién, se puede utilizar
directamente como un producto fermentado, sin aislamiento y/o purificacién de la enzima.

La composicién de aditivo para pienso como se describe aqui, o la premezcla como se describe aqui, comprende
ademas una o mas de las enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una proteasa (por ejemplo, subtilisina
(E.C. 3.4.21.62) o0 una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serina proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una queratinasa
(E.C. 3.4.x.x)) y/o una amilasa (incluyendo a-amilasas (E.C. 3.2.1.1), amilasas formadoras de G4 (E.C. 3.2.1.60),
B-amilasas (E.C. 3.2.1.2) y y-amilasas (E.C. 3.2.1.3)).

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencién, se puede utilizar en un método para degradar
material que contiene arabinoxilano en un material que contiene xilano.

Adecuadamente, el arabinoxilano puede ser arabinoxilano insoluble (AXinsol).
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En una realizacién, el material que contiene xilano se selecciona de uno o mas del grupo que consiste en un pienso
0 alimento para animales; un componente para pienso; un material a base de grano; un producto macerado; un
mosto; una malta; cebada malteada; un agente adicional, un producto macerado de cebada; y una harina de cereal.

En una realizacién preferida, los arabinoxilanos se solubilizan sin aumentar la viscosidad en el medio de reaccién.

En una realizacion de la presente invencion, el pienso o alimento para animales o componente para pienso
comprende o consiste en maiz, DDGS (tal como cDDGS), trigo, salvado de trigo, o una combinacioén de los mismos.

En una realizacién preferida, el pienso o alimento para animales es un alimento para animales basado en maiz.

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencién, se pueden utilizar en combinacién con una
o mas de las enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una proteasa (por ejemplo, subtilisina (E.C.
3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serina proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una queratinasa (E.C.
3.4.x.x}) y/o una amilasa (incluyendo a-amilasas (E.C. 3.2.1.1), amilasas formadoras de G4 (E.C. 3.2.1.60), B-
amilasas (E.C. 3.2.1.2) y y-amilasas (E.C. 3.2.1.3)).

El método o uso como se describe aqui puede comprender administrar a un sujeto una enzima que tiene actividad
xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de
la misma como se describe aqui, o un producto fermentado que comprende dicha enzima como se describe aqui,
0 una composicién enzimatica que comprende dicha enzima xilanasa como se describe aqui, 0 una composicién
de aditivo para piensos que comprende dicha enzima xilanasa como se describe aqui, o una premezcla que
comprende dicha enzima xilanasa como se describe aqui, o un alimento para animales que comprende dicha
enzima xilanasa como se describe aqui.

En una realizacion, el método o uso de la presente invencién es (o es parte de) un procedimiento de separacién
del gluten de trigo del almidén.

En otra realizacién, el método o uso de la presente invencién es (0 es parte de) un procedimiento de produccion
de un biocombustible (por ejemplo, bioetanol) o compuesto bioquimico (por ejemplo, isopreno de base biolégica).

En otra realizacion, el método o uso de la presente invencion es (o es parte de) un procedimiento de elaboracién
de cerveza o malta.

Adecuadamente, se describe aqui una bebida fermentada, por ejemplo cerveza, producida por un método segin
la presente invencién.

En una realizacion, la enzima xilanasa parental de la presente invencién puede denominarse aqui como FveXyn4.

Tanto las secuencias polipeptidicas como las secuencias de &cido nucleico que se ensefian aqui estan
preferiblemente aisladas.

La xilanasa de la presente invencién es una xilanasa GH10. En otras palabras, la xilanasa puede tener un peso
molecular en el intervalo de 32-39 kDa, y/o el dominio catalitico de la xilanasa consiste en una estructura de barril
B/a de ocho pliegues (como ensefian Harris et al, en 1996 - Acta. Crystallog. Sec. D 52, 393-401).

En un aspecto de la invencion, la xilanasa de la invencién es una xilanasa de la familia 10 de las glucosido
hidrolasas (GH). La expresién “de la familia 10 de las glucésido hidrolasas (GH)” significa que la xilanasa en
cuestion es de, o puede clasificarse en, la familia 10 de GH.

Las blsquedas de similitud entre proteinas (por ejemplo, Blast para proteinas en
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) pueden determinar si una secuencia
desconocida cae dentro de la expresién de un miembro de la familia de xilanasas GH10, particularmente las
familias GH pueden categorizarse segun la homologia de secuencias en regiones clave. Adicional o
alternativamente, para determinar si una secuencia proteica desconocida es una proteina xilanasa dentro de la
familia GH10, la evaluacién puede hacerse no soélo para la similitud/homologia/identidad de secuencias, sino
también para la similitud de estructuras 3D. La clasificacién de familias GH se basa a menudo en el plegamiento
3D. El software que predice el plegamiento 3D de una secuencia proteica desconocida es HHpred
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). La potencia de este software para predecir la estructura proteica se basa
en identificar secuencias homélogas con estructura conocida que se van a utilizar como molde. Esto funciona bien
porgue las estructuras divergen mucho més lentamente que las secuencias primarias. Las proteinas de la misma
familia pueden tener estructuras muy similares aun cuando sus secuencias hayan divergido mas alla del
reconocimiento.
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En la practica, una secuencia desconocida puede “pegarse” en el software (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred)
en el formato FASTA. Una vez hecho esto, puede enviarse la busqueda. El resultado de la busqueda mostrara una
lista de secuencias con estructuras 3D conocidas. Para confirmar que la secuencia desconocida es efectivamente
una xilanasa GH10, las xilanasas GH10 pueden encontrarse dentro de la lista de homélogos que tienen una
probabilidad de > 90. No todas las proteinas identificadas como homélogos se caracterizaran como xilanasas
GH10, pero algunas lo haran. Las ultimas proteinas son proteinas con una estructura conocida y caracterizacion
bioguimica que las identifica como xilanasas. Las primeras no se han caracterizado bioquimicamente como
xilanasas GH10. Varias referencias describen este protocolo, tales como Séding J. (2005) Protein homology
detection by HMM-HMM comparison - Bioinformatics 21, 951-960 (doi:10.1093/bicinformatics/bti125) y Séding J,
Biegert A, y Lupas AN. (2005) The HHpred interactive server for protein homology detection and structure prediction
- Nucleic Acids Research 33, W244--W248 (Web Server issue) (doi:10.1093/nar/gki40).

De acuerdo con el sitio Cazy (http://www.cazy.org/}, la familia 10 de glucésido hidrolasas puede caracterizarse
como sigue:

Actividades conocidas: endo-1,4-B-xilanasa (EC 3.2.1.8); endo-1,3-B-xilanasa (EC:3.2.1.32); tomatinasa
(EC 3.2.1.-)

Mecanismo: Retencioén

Clan: GH-A

Base/nucledfilo catalitico Glu (experimental)
Donante de protén catalitico: Glu (experimental)
Estado de la estructura 3D: (B / a)s

La xilanasa GH10 de la presente invencién puede tener un dominio catalitico con pesos moleculares en el intervalo
de 32-39 kDa. La estructura del dominio catalitico de la xilanasa GH10 de la presente invencién consiste en un
barril B/a de 8 pliegues (Harris et al 1996 - Acta. Crystallog. Sec. D 52, 393-401).

Las estructuras tridimensionales estan disponibles para un gran numero de enzimas de la Familia GH10, siendo
las primeras resueltas aquellas de la xilanasa A de Streptomyces lividans (Derewenda et al, J Biol Chem 1994
agosto 19; 269(33) 20811-4), la endoglucanasa Cex de C.fimi (White et al Biochemistry, 1994 octubre 25; 33(42)
12546 52) y la Xyn10A de Cellvibrio japonicus (anteriormente, Pseudomonas fluorescens subesp. xilanasa A)
(Harris et al Structure 1994 noviembre 15; 2(11) 1107-16). Como miembros del Clan GHA tienen un plegamiento
de barril TIM (a/B)s clasico con los dos acidos glutamicos clave del sitio activo ubicados en los extremos C-terminal
de las hebras beta 4 (acido/base) y 7 (nucleéfilo) (Henrissatet al, Proc Natl Acad Sci U S A 18 de julio de 1995;
92(15) 7090-4).

La expresion “xilanasa GH10”, como se usa aqui, significa un polipéptido que tiene actividad xilanasa y que tiene
un plegamiento de barril TIM (a/B)s, con los dos acidos glutamicos clave del sitio activo ubicados en los extremos
C-terminal de las hebras beta 4 (acido/base) y 7 (nucledfilo).

La enzima xilanasa esqueleto (o parental) usada aqui puede referirse como FveXyn4 o FoxXyn 2 (estos términos
se refieren a las proteinas activas, por ejemplo las proteinas maduras).

En una realizacion, preferiblemente la xilanasa es una xilanasa flingica.

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencion y/o enzima parental es una xilanasa GH10.

En una realizacién, preferiblemente la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10
(tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencién (y/o
xilanasa parental), es una xilanasa GH10 fungica.

En una realizacion, preferiblemente la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10
(tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segln la presente invencién (y/o
xilanasa parental), es una endoxilanasa, por ejemplo una endo-1,4-B-d-xilanasa. La clasificacion para una endo-
1,4-B-d-xilanasa es E.C. 3.2.1.8.

En algunas realizaciones, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como

la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencion, tiene un pH éptimo a
alrededor de 6.
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Preferiblemente, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencién, retiene mas de 70 % de la
actividad maxima entre pH 4 y 8, adecuadamente entre pH 4,6 y 7.

En algunas realizaciones, por ejemplo en aplicaciones para pienso, la enzima que tiene actividad xilanasa, por
ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma
segun la presente invencion, retiene preferiblemente mas de 70 % de la actividad maxima entre 5,1y 7.

Sin desear estar limitados por la teoria, el pH puede tener también un efecto importante en la eficiencia y eficacia
de la enzima. Para aplicaciones para pienso particularmente, el perfil de pH de las xilanasas como se describen
aqui favorece la actividad en el intestino delgado, en condiciones neutras.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencién, es capaz de degradar
(o degrada) un material que contiene xilano, particularmente arabinoxilanos, particularmente arabinoxilanos
insolubles (AXinsol).

En otra realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencion, es capaz de degradar
(o degrada) polimeros solubles (por ejemplo, oligémeros) que se producen a partir de la degradacién de AXinsol o
que estan presentes (naturalmente) en el material a base de grano.

En otra realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencion, es capaz de degradar
(o degrada) tanto un material que contiene xilano, particularmente arabinoxilanos, particularmente AXinsol, como
polimeros solubles (por ejemplo, oligdbmeros) que se producen a partir de la degradacion de AXinsol.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo, la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma seguln la presente invencién, no se ve afectada
por los inhibidores de xilanasas de trigo, por ejemplo inhibidores proteicos, por ejemplo inhibidores proteicos de
tipo TAXI en trigo. Las xilanasas fungicas de la técnica anterior pueden inhibirse tanto como 70-95 % por los
inhibidores proteicos del trigo. Preferiblemente, las xilanasas de la presente invencién se inhiben solamente en 20-
30 % en la mayoria de las aplicaciones de trigo.

TAXI son los inhibidores de xilanasas de Triticum aestivum, presentes en cereales.

La expresién “gue consiste esencialmente en”, como se usa aqui, significa que los componentes no especificados
pueden estar presentes si las caracteristicas de la composicion reivindicada no resultan de ese modo
materialmente afectadas.

La expresién “que consiste en” significa que las proporciones de los ingredientes especificos deben dar un total de
100 %.

La expresién “que comprende”, usado aqui, puede modificarse en algunas realizaciones para referirse a que
consiste esencialmente en o que consiste en (teniendo ambos un significado mas limitado que "que comprende”).

En una realizacién, el material que contiene arabinoxilano insoluble no es paja de trigo.

La expresion “fragmento de la misma”, como se usa aqui, significa un fragmento activo. En otras palabras, el
fragmento es un fragmento que tiene actividad xilanasa. Adecuadamente, el fragmento puede tener la misma
actividad xilanasa que la enzima xilanasa GH10 modificada de longitud completa de la cual deriva el fragmento.
Alternativamente, el fragmento puede tener una actividad modificada (por ejemplo, especificidad, actividad
especifica, pH o perfil de temperatura mejorados) en comparacién con la enzima xilanasa GH10 modificada de
longitud completa de la cual deriva el fragmento. Adicionalmente, el fragmento debe retener las propiedades
termoestables de la enzima xilanasa GH10 modificada de la cual es un fragmento.

En una realizacién, el fragmento es al menos 60 % de la longitud completa de la enzima xilanasa GH10 modificada
de la cual deriva el fragmento.

En una realizacién, el fragmento es al menos 75 % de la longitud completa de la enzima xilanasa GH10 modificada
de la cual deriva el fragmento.

En una realizacién, el fragmento es al menos 85 % de la longitud completa de la enzima xilanasa GH10 modificada
de la cual deriva el fragmento.
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En una realizacién, el fragmento es al menos 95 % de la longitud completa de la enzima xilanasa GH10 modificada
de la cual deriva el fragmento.

En una realizacién, el fragmento es al menos 98 % de la longitud completa de la enzima xilanasa GH10 modificada
de la cual deriva el fragmento.

En una realizacion, el fragmento es un fragmento de una o mas de las secuencias seleccionadas del grupo que
consiste en SEQ ID No. 17, SEQ. ID. No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, o SEQ ID No. 21.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma segun la presente invencién, a) comprende una
de las secuencias de aminoacidos mostradas aqui como SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID
No. 20 o0 SEQ ID No. 21, o b) comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 96 %, preferiblemente
al menos 98,5 % de identidad con las secuencias de aminoacidos mostradas aqui como SEQ ID No. 17, SEQ ID
No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20 o0 SEQ ID No. 21, siempre que los aminoacidos en las posiciones 7, 33, 79,
217 y 298 sean idénticos a los mostrados en SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, o
SEQ ID No. 21.

Se describe aqui una molécula de acido nucleico como se describe aqui, o un vector o constructo que la
comprende, en la que la secuencia nucleotidica se selecciona del grupo que consiste en: SEQ ID No. 7, SEQ ID
No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12. SEQ ID No. 13, SEQ ID No.14, SEQ ID No.
15y SEQ ID No. 16; o0 una secuencia nucleotidica que es al menos 96 %, preferiblemente 98,5 %, idéntica a las
secuencias nucleotidicas mostradas aqui como SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ
ID No. 11, SEQ ID No. 12. SEQ ID No. 13, SEQ ID No.14, SEQ ID No. 15 or SEQ ID No. 16 en tanto que los
codones que codifican las posiciones de aminoacidos 7, 33, 79, 217 y 298 en la proteina madura sean iguales que
los de SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12. SEQ ID No.
13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15 0 SEQ ID No. 16.

La expresién “que modifica”, como se usa aqui, significa que cambia o altera. Particularmente, la expresién “que
modifica”, como se usa aqui, significa que altera con respecto a lo que se encuentra en la naturaleza. En otras
palabras, al modificar la enzima, la enzima se modifica de tal manera que queda alterada con respecto a la enzima
esqueleto parental. Preferiblemente, la enzima modificada no existe como tal en la naturaleza. Por lo tanto, la
enzima modificada es una enzima que no es de origen natural.

El término "modificada”, como se usa aqui, significa alterada, por ejemplo con respecto a su forma de origen natural.
Las enzimas modificadas segun la presente invencién son preferiblemente enzimas que no son de origen natural
o variantes de un origen natural. En otras palabras, las enzimas modificadas segun la presente invencion son
preferiblemente enzimas modificadas que no se encuentran en la naturaleza. Preferiblemente, las enzimas
modificadas de la presente invencién no aparecen espontaneamente.

En algunas realizaciones, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como
la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, se prepara modificando
una enzima parental o una enzima esqueleto. Sin embargo, en otras realizaciones, la enzima que tiene actividad
xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de
la misma de la presente invencién, se prepara sin modificar una enzima parental o0 una enzima esqueleto, por
ejemplo puede prepararse sintéticamente. La expresion "xilanasa modificada” o “xilanasa GH10 modificada”, como
se usa aqui, no determina que la xilanasa se ha preparado mutando una enzima parental. La xilanasa modificada
se puede haber preparado adecuadamente por otros métodos, por ejemplo sintéticamente.

UsSos

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, se puede usar adecuadamente en cualquiera
de las aplicaciones siguientes:

a) Un aditivo en piensos para animales; y/o
b) Un suplemento de pienso para un animal; y/o

c) La descomposicién del material a base de grano (por ejemplo, este puede ser grano entero o parte del
grano). Los productos de descomposicién (por ejemplo, glucosa) se pueden usar como materia prima
para cualquier procedimiento de fermentacién, tal como en la produccién de biocombustibles (por ejemplo,
bioetanol) o en la produccién de otros productos tales como compuestos bioquimicos (por ejemplo,
isopreno de base bioldgica). Por lo tanto, en una realizacién, la presente invencion se refiere a la
produccién de biocombustible (por ejemplo, bioetanol) y al uso mejorado de materiales a base de grano
en la industria de los biocombustibles; y/o
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d) La industria de separacién del gluten de cereales (por ejemplo, trigo) del almidén. El producto o los
productos resultantes pueden ser almidén (por ejemplo, almidén purificado) y/o gluten y/o fibras y/o
sustancias solubles en agua (tales como pentosanos solubles). En una realizacién, la presente invencion
se refiere a la produccién de almidén y/o gluten; y/o

e) La mejora en la elaboracién de cerveza y malta, por ejemplo descomponiendo material a base de grano
(por ejemplo, cebada malteada), y/o

f} para degradar AXsol o los productos de descomposicion de AXinsol para asegurar que la viscosidad no
aumente y/o la viscosidad se reduzca en la mezcla de reaccién;

g} para reducir la viscosidad cuando se degradan materiales a base de grano, por ejemplo en procedimientos
de produccién de biocombustible (por ejemplo, bioetanol).

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma como se describe aqui, se puede usar en un alimento para animales.
Preferiblemente, un alimento para animales comprende maiz, o es un alimento para animales basado en maiz.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, se usa en la elaboracion
de cerveza o0 malta.

En una realizacién adicional, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal
como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, se usa en la
separacién del gluten de trigo del almidén.

En otra realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, se usa en la
descomposicién de material a base de grano, y puede ser parte del procedimiento de produccién de biocombustible
(por ejemplo, bioetanol).

VENTAJAS

La nueva enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa
GH10 modificada) o un fragmento de la misma ilustrada aqui, tiene muchas ventajas en comparacién con las
xilanasas conocidas.

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencion, es termoestable. Por ejemplo, la enzima que
tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o
un fragmento de la misma de la presente invencién, es significativamente méas estable que la xilanasa parental
(esqueleto) antes de la modificaciéon. Adecuadamente, la xilanasa modificada tiene un valor de Tm mayor que 70
°C (preferiblemente mayor que 75 °C), en la que el valor de Tm se mide como la temperatura a la cual se obtiene
50 % de actividad residual después de 10 min de incubacién.

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, también es inesperadamente adecuada para
solubilizar pentosanos.

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencion, es inesperadamente adecuada para solubilizar
AXinsol.

Sorprendentemente, se ha descubierto que la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa
GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencion, es
particularmente adecuada para degradar materiales que contienen arabinoxilanos, por ejemplo AXinsol, en un
amplio espectro de sustratos, maiz, trigo, DDGS, etc., particularmente sustratos de maiz y a base de maiz,
particularmente productos tanto de trigo (que incluyen productos a base de trigo}) como de maiz (que incluyen
productos a base de maiz). En comparacién con las xilanasas de referencia que son todas xilanasas producidas y
distribuidas comercialmente, la nueva xilanasa ilustrada aqui tenia una capacidad mucho mas eficiente de
degradacion y de liberacién de pentosanos a partir de mas materiales basados en plantas (particularmente
sustratos a base de maiz) en comparacién con las xilanasas comercializadas. Esto resulté ser totalmente
inesperado. Esto contrasta con las enzimas conocidas anteriormente, que son frecuentemente inferiores con
respecto a la solubilizacién de AXinsol en sustratos de maiz o0 a base de maiz, o que no son tan eficaces en
sustratos tanto a base de trigo como a base de maiz.
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Ademas, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa
GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, es particularmente buena no sélo
descomponiendo (solubilizando) AXinsol, sino también descomponiendo (o0 degradando) eficazmente los
polimeros solubilizados. La capacidad de descomponer (degradar) eficazmente (rapidamente) los polimeros
solubilizados (obtenidos a partir de la disolucién del AXinsol) permite obtener una reduccién de la viscosidad. Este
ultimo efecto es esencial en algunas de las aplicaciones reivindicadas.

Tipicamente, las xilanasas convencionales pueden descomponer AXinsol, pero esto conducira a un aumento en
los productos de produccién de polimeros, lo que conducira a un aumento en la viscosidad de la mezcla. Esta
mayor viscosidad es una desventaja en muchas aplicaciones.

Se ha descubierto que la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién y como se describe aqui,
no so6lo descompone (solubiliza) arabinoxilanos insolubles (AXinsol) a partir de una amplia variedad de sustratos,
que incluyen maiz, trigo, DDGS, etc., en particular sustratos de maiz y a base de maiz, en particular productos de
trigo (que incluyen productos a base de trigo) y maiz (que incluyen productos a base de maiz), sino también
descompone eficazmente los polimeros solubilizados de esta manera para asegurar que la viscosidad no aumente
y/o para reducir la viscosidad.

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién y como se describe aqui, tiene la capacidad de
degradar AXsol o los productos de la descomposicion de AXinsol para asegurar que la viscosidad no aumente y/o
que la viscosidad se reduzca en la mezcla de reaccion.

Muchas de las xilanasas comercializadas para uso en alimentos para animales para solubilizar pentosanos son
enzimas GH11. Los expertos en la técnica han considerado que las xilanasas GH10 no eran tan fuertes
solubilizando pentosanos, particularmente, AXinsol, en comparacién con las xilanasas GH11. Sorprendentemente,
se ha descubierto que la o las nuevas xilanasas modificadas descritas aqui, que son xilanasas GH10, son
particularmente adecuadas para solubilizar AXinsol en un amplio espectro de sustratos, que incluyen los sustratos
a base de maiz. Sorprendentemente, los presente inventores han descubierto que las xilanasas GH10 modificadas
de la presente invencién (y que se ilustran aqui) tienen mejor rendimiento que las xilanasas GH11 comerciales con
respecto a su capacidad para solubilizar pentosanos.

El hecho de que las presentes enzimas solubilicen eficazmente AXinsol a partir de sustratos de maiz y a base de
maiz es significativamente ventajoso, ya que el maiz contiene mucho mas AX en la forma insoluble en comparacién
con otros cereales, tales como por ejemplo trigo y centeno. Por lo tanto, sbélo las xilanasas que pueden
descomponer el AXinsol pueden mostrar un beneficio significativo para los animales alimentados con una dieta de
maiz-soja, por ejemplo.

Era completamente inesperado que una xilanasa GH10 fuera tan adecuada solubilizando AXinsol en cereales,
particularmente en sustratos de maiz y a base de maiz.

Las enzimas de la presente invencién son capaces de degradar eficazmente (y rapidamente) los polimeros y/u
oligémeros producidos a partir de la solubilizacién del AXinsol o que estan presentes en materiales a base de
granos. Esto conduce a una ventaja inesperada para las xilanasas GH10 modificadas ilustradas aqui por cuanto
son particularmente adecuadas en varias aplicaciones para mantener la viscosidad baja o para reducir la
viscosidad, por ejemplo en alimento para animales; en la elaboracion de cerveza y/o malta; en la produccién de
glucosa basada en granos, por ejemplo para el procesamiento adicional a biocombustibles y/o compuestos
bioquimicos (por ejemplo, isopreno de base biolégica); o en la industria de la separacién del almidén del gluten de
trigo, por ejemplo para la produccién de almidon.

Ademas, la xilanasa GH10 modificada de la presente invencién es particularmente termoestable. Esto proporciona
ventajas significativas en algunas aplicaciones. Particularmente, en aplicaciones para pienso, las enzimas pueden
someterse al tratamiento térmico, por ejemplo durante los procedimientos de peletizacién. Por lo tanto, es
necesario que las enzimas mantengan su actividad después de dicho procesamiento. Las xilanasas modificadas
de la presente invencién son particular e inesperadamente termoestables.

Asimismo, una termoestabilidad mejorada es también muy beneficiosa durante la degradacién de almidén, que
tiene lugar a temperaturas elevadas durante la licuefaccion (alrededor de 85-95 °C). La termoestabilidad permite
la adicion de la enzima durante esta etapa.

Notablemente, se ha descubierto que el producto de degradacién a partir del uso de la xilanasa modificada es mas

corto en promedio para las enzimas GH10 probadas aqui en comparacién con las enzimas GH11. Esto mejora la
reduccién del efecto de la viscosidad.
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Ademas, una ventaja adicional de la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10
(tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencion (a diferencia
de muchas xilanasas GH11), es que no se ve afectada por los inhibidores de xilanasa de trigo, por ejemplo
inhibidores proteicos de tipo TAXI, que se producen en el trigo.

Una ventaja de la presente invencién es que mejora la separacion del almidén del gluten de trigo.

La enzima de la presente invencién es particularmente eficaz para mejorar la capacidad de un sujeto o mejorar la
digestibilidad de una materia prima en un pienso y/o para mejorar la eficacia del pienso en un sujeto.

MATERIAL QUE CONTIENE XILANO

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién (o0 composicién que comprende la xilanasa
modificada de la presente invencion), se puede utilizar para degradar cualquier material que contiene xilano.

En una realizacion, el material que contiene xilano es cualquier material vegetal que comprende arabinoxilano.

En una realizacién, el material que contiene xilano es cualquier material vegetal que comprende arabinoxilano
insoluble (AXinsol).

En una realizacién, el material que contiene xilano es un componente de un alimento para animales o pienso.

En una realizacion, el material que contiene xilano es un material a base de grano (que incluye granos enteros o
partes de granos o granos malteados, por ejemplo cebada malteada). Cuando el método se refiere a la produccion
de biocombustibles (por ejemplo, produccién de bioetanol), entonces preferiblemente el material que contiene
xilano es un material a base de grano.

En otra realizaciéon, el material que contiene xilano puede ser una pasta o malta de cebada, o cebada malteada o
combinaciones de las mismas.

En adn una realizacién adicional, el material que contiene xilano puede ser una harina de cereal (por ejemplo,
harina de trigo, avena, centeno o cebada). Cuando el método se refiere a un procedimiento de separacién del
almidén del gluten, preferiblemente el material que contiene xilano es una harina de cereal (por ejemplo, harina de
trigo, avena, centeno o cebada).

DESCOMPOSICION O DEGRADACION

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién (o composicidon que comprende la enzima), se
puede usar para descomponer (degradar) AXinsol o AXsol o los productos de degradacion de AXinsol.

Los términos “descomponer” o “degradar” son sinénimos de hidrolisis.

SOLUBILIZACION / DEGRADACION

Se describe aqui un método para degradar un material que contiene xilano (preferiblemente un material que
contiene arabinoxilano, preferiblemente un material que contiene arabinoxilano insoluble (AXinsol}) para producir

pentosanos solubles (que pueden ser poliméricos, oligoméricos o0 monoméricos).

Este método puede describirse aqui como solubilizacién de pentosano o solubilizacion de arabinoxilano o
solubilizacién de AXinsol o degradacién de AXinsol.

En una realizacién, la presente invencién se refiere a un método para degradar (o descomponer) arabinoxilano
insoluble (AXinsol). Esto también puede denominarse como solubilizacién de arabinoxilano insoluble y/o
solubilizacién de pentosanos.

En una realizacién adicional de la presente invencion, el método se refiere a degradar (por ejemplo, descomponer)
polimeros derivados de la degradacién de arabinoxilanos insolubles.

ARABINOXILANO (AX)
El término “arabinoxilanos” (AX), como se usa aqui, significa un polisacarido que consiste en un esqueleto de xilano

(unidades de xilosa enlazadas 1,4), con L-arabinofuranosa (L-arabinosa en su forma anular de 5 atomos) unida
aleatoriamente por enlaces 1a—2 y/o 1a—3 a las unidades de xilosa a lo largo de la cadena. El arabinoxilano es
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una hemicelulosa encontrada en las paredes de células tanto primarias como secundarias de las plantas. El
arabinoxilano puede encontrarse en el salvado de granos tales como trigo, maiz dulce (maiz), centeno, y cebada.

El arabinoxilano (AX) se encuentra en estrecha asociacién con la pared de la célula vegetal, en la que actia como
un pegamento que une diversos bloques de construccién del tejido y pared de la célula vegetal, y les proporciona
resistencia y rigidez estructural.

El término "pentosano”, como se utiliza aqui, es cualquiera de un grupo de hidratos de carbono que producen
pentosas en la hidrélisis completa.

Puesto que xilosa y arabinosa (los constituyentes de arabinoxilanos) son ambas pentosas, los arabinoxilanos se
clasifican habitualmente como pentosanos.

AX es la principal fraccién de polisacarido no de almidén (NSP) en varias de las materias primas de pienso mas
importantes, incluyendo trigo y maiz.

Su abundancia, ubicaciéon dentro del material vegetal, y estructura molecular, hacen que AX tenga un impacto
negativo grave en la digestibilidad del pienso, reduciendo eficazmente el valor nutricional de las materias primas
en las que esta presente. Esto hace que el AX sea un factor antinutricional importante, reduciendo la eficacia de la
produccién animal.

Ademas, AX puede tener un impacto negativo severo cuando se intenta descomponer material vegetal, por ejemplo
en procedimientos tales como la elaboracién de cerveza, elaboracién de malta, fabricacion de biocombustibles,
reduciendo eficazmente la cantidad de sustrato accesible en el material vegetal bruto.

Los AX también pueden contener cantidades sustanciales de agua (que puede mencionarse como su capacidad
de retencion de agua) - esto puede hacer que los arabinoxilanos solubles tengan viscosidad (alta) - lo que
constituye una desventaja en muchas aplicaciones.

El término “hemicelulosa”, como se usa aqui, significa los componentes polisacaridicos de las paredes celulares
de la planta distintos de celulosa. El término “hemicelulosa”, como se usa aqui, puede significar polisacaridos en
las paredes celulares de las plantas, que son extraibles mediante disoluciones alcalinas diluidas. Las
hemicelulosas comprenden casi un tercio de los hidratos de carbono en el tejido de plantas lefiosas. La estructura
quimica de las hemicelulosas consiste en cadenas largas de una variedad de pentosas, hexosas y sus
correspondientes acidos urénicos. Las hemicelulosas pueden encontrarse en frutas, tallos de las plantas, y
cascaras de cereales. El xilano es un ejemplo de una pentosano que consiste en unidades de D-xilosa con enlaces
1B-4.

ARABINOXILANO INSOLUBLE EN AGUA (AXinsol)

El arabinoxilano insoluble en agua (AXinsol), también conocido como arabinoxilano no extraible en agua (WU-AX),
constituye una proporcion significativa de la materia seca del material vegetal.

En el trigo, el AXinsol puede representar 6,3 % de la materia seca. En el salvado de trigo y DDGS de trigo, el
AXinsol puede representar alrededor de 20,8 % 0 13,4 % de la materia seca (p/p).

En el centeno, el AXinsol puede representar 5,5 % de la materia seca.

En el maiz, el AXinsol puede representar 3,5-6 % (por ejemplo, 5,1 %) de la materia seca. En el DDGS de maiz, el
AXinsol puede representar 10-20 % (por ejemplo, 12,6 %) de la materia seca.

El AXinsol causa el atrapamiento de nutrientes en el pienso. Cantidades grandes de nutrientes muy digeribles,
tales como almidén y proteinas, quedan encerradas en grupos de material de pared celular o unidas a cadenas
laterales del AX. Estos nutrientes atrapados no estaran disponibles para la digestién y la absorcién posterior en el
intestino delgado.

ARABINOXILANO SOLUBLE EN AGUA (AXsol)

El arabinoxilano soluble en agua (AXsol}, también conocido como arabinoxilano extraible en agua (WE-AX), puede
causar problemas en la produccion de biocombustibles, produccién de compuestos bioquimicos, procesamiento
de hidratos de carbono y/o elaboracién de cerveza y/o malta y/o en pienso, ya que puede causar una mayor
viscosidad debido a la capacidad higroscépica del AXsol.

En el pienso, el AXsol puede tener un efecto antinutricional, particularmente, en animales monogastricos, ya que

causa un aumento considerable de la viscosidad del contenido intestinal, debido a la capacidad higroscopica
extraordinaria del AXsol. El aumento en la viscosidad puede afectar la capacidad para digerir el pienso y el uso de
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nutrientes, ya que puede evitar el mezclamiento adecuado del pienso con enzimas digestivas y sales biliares y/o
reduce la disponibilidad y absorcién de nutrientes y/o estimula la fermentacién en el intestino terminal.

En el trigo, el AXsol puede representar 1,8 % de la materia seca. En el salvado de trigo y DDGS de trigo, el AXsol
puede representar alrededor de 1,1 % 0 4,9 % de la materia seca (p/p).

En el centeno, el AXsol puede representar 3,4 % de la materia seca.
En la cebada, el AXsol puede representar 0,4-0,8 % de la materia seca.

En el maiz, el AXsol puede representar 0,1-0,4 % (por ejemplo, 0,1 %) de la materia seca. En el DDGS de maiz,
el AXinsol puede representar 0,3-2,5 % (por ejemplo, 0,4 %) de la materia seca.

Sin embargo, ademas de la cantidad de AXsol presente en el material vegetal, cuando una xilanasa solubiliza
AXinsol en el material vegetal, este puede liberar pentosanos y/u oligbmeros que contribuyen al contenido de AXsol
del material vegetal.

Una ventaja significativa de las xilanasas modificadas descritas aqui es que tienen la capacidad de solubilizar
AXinsol sin aumentar la viscosidad. Actualmente, se cree que no se forman productos de peso molecular alto.

Una descomposicion del AXsol puede disminuir la viscosidad.
Una descomposicion del AXsol puede liberar nutrientes.
VISCOSIDAD

La presente invencion se puede usar para asegurar que la viscosidad no se incremente y/o para reducir la
viscosidad en cualquier procedimiento en el que la capacidad higroscopica del AXsol causa un aumento indeseable
en la viscosidad.

La presente invencion se refiere a asegurar que la viscosidad no se incremente y/o a reducir la viscosidad por la
descomposicion (degradacion) de AXsol o la descomposicion (degradacién) de los polimeros y/u oligémeros
producidos solubilizando AXinsol.

Sin estar limitados por la teoria, la capacidad de descomponer (degradar) eficazmente (rapidamente) los polimeros
solubilizados (por ejemplo, oligdmeros) obtenidos disolviendo AXinsol permite evitar un aumento indeseado en la
viscosidad y/u obtener una reduccién en la viscosidad. El término “eficazmente”, como se usa aqui, significa que
la enzima es capaz de degradar los polimeros (por ejemplo, oligdmeros) que se forman por la solubilizacién del
AXinsol con mayor rapidez que la velocidad con la cual se degrada (o solubiliza) el AXinsol.

La reduccion de la viscosidad tiene ventajas en muchas aplicaciones como se ilustra aqui.

Un ensayo in vitro que intenta imitar el ambiente en el intestino delgado de un pollo se describié originalmente por
Bedford y Classen (1993 Poultry Sci., 72, 137-143). El ensayo consiste en una incubacién de dos etapas del pienso,
primero a pH bajo con pepsina, seguido de la incubacién con pancreatina a pH neutro. Generalmente, se acepta
que la viscosidad del sobrenadante después de la incubacién final se correlaciona con la viscosidad creada in vivo
en los pollos de engorde.

Sin aumentar la viscosidad y/o una reduccion en la viscosidad, como se ilustra aqui para aplicaciones de pienso,
significa que la adicién de la xilanasa dara como resultado una viscosidad sin modificaciones o una viscosidad
menor segun se determina por el método descrito en el Ejemplo 1. Sin modificaciones significa que el valor medido,
que es el promedio de tres repeticiones, esta comprendido dentro de dos desviaciones estandar del valor medido
para una muestra de trigo sin la adicién de xilanasa.

La viscosidad se puede medir usando los siguientes dispositivos: Rapid ViscoAnalyzer (RVA) (por ejemplo, en el
procesamiento de bioetanol) y el viscosimetro Haake VT550 (Thermofisher) (por ejemplo, en el procesamiento del
almidén del gluten de trigo). Ambos dispositivos pueden controlar los perfiles de viscosidad de los procedimientos
de etanol combustible y procedimientos de separacion del almidon de trigo, para los cuales las condiciones
experimentales se ilustran en los Ejemplos 6 y 7, respectivamente.

En la presente invencién, una reduccidon en la viscosidad puede calcularse comparando una muestra que
comprende la xilanasa de la presente invencién (o que se ilustra aqui) en comparacién con otra muestra
comparable sin la xilanasa de la presente invencién (o que se ilustra aqui).

La comparacién de los perfiles de la reduccion de viscosidad de la xilanasa de la presente invencién con aquellos
de la o las xilanasas de referencia comerciales demuestra el rendimiento de la enzima. El objetivo es mejorar el
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rendimiento de la enzima en comparacion con la referencia comercial. La o las enzimas de referencia para las
aplicaciones individuales se proporcionan en los ejemplos méas abajo.

La enzima de referencia para comparar la reduccién de la viscosidad en aplicaciones de pienso puede ser
Econase®XT.

Un ejemplo de una xilanasa usada en la industria del bioetanol es Xylathin™,
Un ejemplo de una xilanasa usada en la industria de separacién del almidén del gluten de trigo es Shearzyme™.

La enzima de referencia para el analisis de la termoestabilidad puede ser la xilanasa (esqueleto) parental (por
ejemplo, antes de la modificacion).

En una realizacién de la presente invencién las xilanasas que se ilustran aqui son reductores de la viscosidad.

Generalmente, el trigo (u otro cereal) primero se muele en seco para separar el salvado y el germen del
endospermo, que se muele hasta obtener harina. Esta harina del endospermo se fracciona después
adicionalmente a través de un procedimiento de separacién del almidén de trigo en varias corrientes de producto
de valor comercial variable. El objetivo principal es producir un grado refinado de almidén A, que consiste en
granulos lenticulares grandes de 15-40 um. La segunda corriente de almidén B consiste en granulos de almidén
menos purificados, que son esféricos y pequefios (1-10 um). (C.C. Maningat, P.A. Seib, S.D. Bassi, K.S. Woo, G.D.
Lasater, capitulo 10 del libro "Starch” (2009) 441-451, Wheat starch: production, properties, modification and uses).
El almidén de trigo aislado forma la materia prima para la produccién de almidén modificado que se puede usar en
aplicaciones tanto alimenticias como no alimenticias. El gluten vital es el tercer producto de valor afiadido en los
procedimientos de separacion del trigo. La vitalidad del gluten de trigo aislado se determina por la capacidad para
formar redes viscoelasticas, necesarias para la fabricacion de pan. El gluten vital encapsula el diéxido de carbono
formado en la preparacion de masa durante el horneado, y en consecuencia aumenta el volumen del pan. (Anne
van der Borght, Hans Goesaert, Wim S. Veraverbeke, Jan A. Delcour, Journal of Cereal Science 41 (2005) 221-
237, Fractionation of wheat and wheat flour into starch and gluten: overview of the main processes and the factors
involved.) Por lo tanto, a menudo se usa para enriquecer harinas para la fabricacién de pan, para obtener productos
de pan mejorados. Otros mercados para el gluten incluyen como aditivo en productos vegetarianos, carne, pescado
o pollo, incluyendo aquellos usados en la industria de los alimentos para mascotas; en cereales para desayuno; o
en salsa de soja. Debido a su termoplasticidad y propiedades filmoégenas adecuadas, el gluten se usa también en
los mercados no alimenticios como adhesivos. (L. Day, M.A. Augustin, |.L. Batey, C.W. Wrigley, Trends in Food
Science & Technology 17 (2006) 82-90, Wheat-gluten uses and industry needs.).

Las xilanasas modificadas ilustradas aqui se pueden usar para reducir la viscosidad (o no aumentar la viscosidad)
en procedimientos para separar harina de cereales (por ejemplo, harina de trigo, avena, centeno o cebada) en
fracciones de almidén y gluten, y para mejorar la separacion la degradando oligosacaridos que obstaculizan la
aglomeracién del gluten.

La viscosidad del mosto y la viscosidad de la pasta de cebada y la malta de cebada en la elaboracién de cerveza
y malta pueden causar desventajas significativas durante la elaboracién de cerveza y/o malta. La presente
invencién se refiere a la reduccién de la viscosidad (o el no aumento de la viscosidad) del mosto, la pasta de
cebada, la malta de cebada, o una combinacién de los mismos.

PIENSO O ALIMENTO PARA ANIMALES

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién, o composicion de aditivo para pienso como se
describe aqui, se puede usar como -0 en la preparacion de- un pienso.

El término “pienso” se usa agui como sinénimo de “alimento para animales”.

Preferiblemente, el material que contiene arabinoxilano como se describe aqui es un alimento para animales, o0 un
constituyente de un alimento para animales, 0 un componente para pienso.

El pienso puede estar en forma de una disolucién o como un sélido o un semisolido, dependiendo del uso y/o el
modo de aplicacién y/o el modo de administracion.

Cuando se usa como -0 en la preparacién de- pienso, tal como pienso funcional, la enzima o composicién como
se describe agui se puede usar junto con uno o mas de un portador nutricionalmente aceptable, un diluyente
nutricionalmente aceptable, un excipiente nutricionalmente aceptable, un adyuvante nutricionalmente aceptable,
un ingrediente nutricionalmente activo.
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La enzima o la composicién de aditivo para pienso como se describe aqui se puede mezclar con un componente
para pienso para formar un alimento para animales.

La expresién “componente para pienso”, como se usa aqui, significa todo o parte del alimento para animales. Parte
del alimento para animales puede significar un constituyente del alimento para animales o0 mas de un constituyente
del alimento para animales, por ejemplo 2 0 3 0 4. En una realizacién, la expresién “componente para pienso”
abarca una premezcla o constituyentes de la premezcla.

Preferiblemente, el pienso puede ser un forraje 0 una premezcla de este, un pienso compuesto o una premezcla
de este. En una realizacion, la composicion de aditivo para pienso como se describe agui puede mezclarse con un
pienso compuesto, un componente para pienso compuesto o a una premezcla de un pienso compuesto 0 a un
forraje, un componente de forraje 0 una premezcla de un forraje.

El término “forraje”, como se usa aqui, significa cualquier alimento proporcionado a un animal (en lugar de que el
animal tenga que buscarlo). Forraje abarca plantas que han sido cortadas.

El término forraje incluye ensilado, piensos comprimidos y peletizados, aceites y raciones mixtas, y también granos
germinados y legumbres.

El forraje puede obtenerse a partir de una o0 mas de las plantas seleccionadas de: maiz (maiz dulce), alfalfa
(Lucerne), cebada, pata de pajaro, brassicas, Chau moellier, col rizada, semilla de colza (canola), colinabo (nabo
sueco), nabo, trébol, trébol de Suecia, trébol comin, trébol subterraneo, trébol blanco, festuca, bromus, mijo,
avena, sorgo, haba de soja, arboles (brotes de arboles podados para heno de arboles), trigo, y legumbres.

La expresién “pienso compuesto” significa un pienso comercial en forma de una harina, un pelete, nueces, torta, o
un budin. Los piensos compuestos pueden ser una combinaciéon de varias materias primas y aditivos. Estas
combinaciones se formulan segin los requisitos especificos del animal diana.

Los piensos compuestos pueden ser piensos completos que proporcionan todos los nutrientes requeridos
diariamente, productos concentrados que proporcionan una parte de la racién (proteina, energia), o suplementos
que so6lo proporcionan micronutrientes adicionales, tales como minerales y vitaminas.

Los ingredientes principales usados en el pienso compuesto son los granos para pienso, que incluyen maiz, trigo,
harina de canola, harina de colza, altramuz, habas de soja, sorgo, avena, y cebada.

Adecuadamente, una premezcla como se menciona aqui puede ser una composicion compuesta de
microingredientes tales como vitaminas, minerales, conservantes quimicos, antibiéticos, productos de
fermentacion, y otros ingredientes esenciales. Las premezclas son habitualmente composiciones adecuadas para
amasar en raciones comerciales.

Cualquier alimento para animales como se describe aqui puede comprender uno o mas materiales para pienso
seleccionados del grupo que comprende a) cereales, tales como granos pequefios (por ejemplo, trigo, cebada,
centeno, avena, triticale y combinaciones de los mismos) y/o granos grandes tales como maiz o sorgo; b)
subproductos de cereales, tales como harina de gluten de maiz, torta himeda (particularmente torta hiimeda a
base de maiz), granos secos de destileria (DDG) (particularmente granos secos de destileria a base de maiz
(cDDGY)), materia soluble de granos secos de destileria (DDGS) (particularmente materia soluble de granos secos
de destileria a base de maiz (cDDGS)), salvado de trigo, acemite de trigo, moyuelos de trigo, salvado de arroz,
céascara de arroz, cascara de avena, pepita de palma, y pulpa de citricos; c) proteina obtenida de fuentes tales
€OmMo s0ja, girasol, cacahuete, altramuz, guisantes, habas, algodén, canola, harina de pescado, proteina de plasma
seco, harina de carne y huesos, proteina de patata, suero de leche, copra, sésamo; d) aceites y grasas de origen
vegetal y animal; e) minerales y vitaminas.

Como se describe aqui, el alimento para animales puede comprender o consistir en maiz, DDGS (tal como
cDDGS), trigo, salvado de trigo o una combinacién de los mismos.

Como se describe aqui, el componente de pienso puede ser maiz, DDGS (por ejemplo, cDDGS), trigo, salvado de
trigo o una combinacién de los mismos.

Como se describe aqui, el alimento para animales puede comprender o consistir en maiz, DDGS (tal como
cDDGS), o una combinacién de los mismos.

Como se describe aqui, el componente de pienso puede ser maiz, DDGS (tal como ¢cDDGS) o una combinacién
de los mismos.

Un alimento para animales como se describe aqui puede contener al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %
o al menos 60 % en peso de maiz y harina de soja 0 maiz y soja rica en grasa, o harina de trigo o harina de girasol.
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Un alimento para animales como se describe aqui puede contener entre alrededor de 5 y alrededor de 40 % de
DDGS de maiz. Para aves de corral, el alimento para animales puede contener en promedio entre alrededor de 7
y 15 % de DDGS de maiz. Para el ganado porcino (cerdos), el alimento para animales puede contener en promedio
5a40 % de DDGS de maiz.

Un alimento para animales como se describe aqui puede contener maiz como un solo grano, en cuyo caso el
alimento para animales puede comprender entre alrededor de 35 % y alrededor de 80 % de maiz.

En alimentos para animales que comprenden granos mixtos, por ejemplo que comprenden maiz y trigo, por
ejemplo, el alimento para animales puede comprender al menos 10 % de maiz.

Ademas o alternativamente, un alimento para animales como se describe aqui puede comprender al menos un
material para pienso rico en fibra y/o al menos un subproducto del al menos un material para pienso rico en fibra,
para proporcionar un alimento para animales rico en fibra. Los ejemplos de materiales para pienso ricos en fibra
incluyen: trigo, cebada, centeno, avena, subproductos de cereales, tales como harina de gluten de maiz, pienso
de gluten de maiz, torta hiUmeda, granos secos de destileria (DDG), materia soluble de granos secos de destileria
(DDGS), salvado de trigo, acemite de trigo, moyuelos de trigo, salvado de arroz, cascaras de arroz, cascaras de
avena, pepita de palma, y pulpa de citricos. Algunas fuentes de proteinas pueden considerarse ricas en fibra:
proteina obtenida de fuentes tales como girasol, altramuz, habas y algodén.

El alimento para animales como se describe aqui puede comprender al menos un material rico en fibra y/o al
menos un subproducto del al menos un material para pienso rico en fibra seleccionado del grupo que consiste en
materia soluble de granos secos de destileria (DDGS), particularmente cDDGS, torta himeda, granos secos de
destileria (DDG), particularmente cDDG, salvado de trigo, y trigo, por ejemplo.

El alimento para animales como se describe aqui puede comprender al menos un material rico en fibra y/o al
menos un subproducto del al menos un material para pienso rico en fibra seleccionado del grupo que consiste en
materia soluble de granos secos de destileria (DDGS), particularmente cDDGS, salvado de trigo, y trigo, por
ejemplo.

Como se describe aqui, el pienso puede ser uno 0 mas de los siguientes: un pienso compuesto y premezcla, que
incluye peletes, nueces o torta (ganado); un cultivo o residuos de cultivos: maiz, soja, sorgo, avena, cebada, copra,
paja, cascarillas, residuos de remolacha azucarera; harina de pescado; harina de carne y de hueso; melazas; torta
de aceite y torta de prensa, oligosacaridos; plantas forrajeras conservadas: ensilado; algas; semillas y granos,
enteros o preparados mediante compresion, molienda, etc.; granos germinados y legumbres; extracto de levadura.

El término “pienso” como se describe aqui abarca en algunas realizaciones alimentos para mascotas. Un alimento
para mascotas es un material vegetal o animal previsto para el consumo por mascotas, tal como alimento para
perros o alimento para gatos. El alimento para mascotas, tal como el alimento para perros y gatos, puede estar en
una forma seca, tal como alimento granulado para perros, o en forma de alimento humedo enlatado. Los alimentos
para gatos pueden contener el aminoacido taurina.

El término “pienso” como se describe aqui abarca en algunas realizaciones alimento para peces. Un alimento para
peces contiene normalmente macronutrientes, oligoelementos y vitaminas necesarios para mantener a los peces
en cautiverio en un buen estado de salud. El alimento para peces puede estar en forma de una escama, pelete o
comprimido. Las formas peletizadas, algunas de las cuales se sumergen rapidamente, se utilizan a menudo para
peces mas grandes o para especies que se alimentan en el fondo. Algunos alimentos para peces también contienen
aditivos tales como beta-caroteno u hormonas sexuales, para mejorar artificialmente el color de los peces
ornamentales.

El término “pienso” como se describe aqui abarca en algunas realizaciones alimento para pajaros. El alimento para
pajaros incluye alimento que se usa tanto en comederos para aves como para alimentar aves domésticas.
Tipicamente, el alimento para pajaros comprende diversas semillas, pero también puede incluir sebo (grasa de
vacuno o cordero).

Como se usa aqui, la expresion “en contacto” se refiere a la aplicacion indirecta o directa de la enzima (o
composicién que comprende la enzima) de la presente invencion al producto (por ejemplo, pienso). Los ejemplos
de los métodos de aplicacién utiles incluyen, pero no se limitan a, tratamiento del producto en un material que
comprende la composicién de aditivo para pienso, la aplicacion directa mediante el mezclado de la composicion
de aditivo para pienso con el producto, el rociado de la composicién de aditivo para pienso sobre la superficie del
producto, o la inmersién del producto en una preparacién de la composicion de aditivo para pienso.

La composicién de aditivo para pienso como se describe aqui puede mezclarse preferiblemente con el producto

(por ejemplo alimento para animales). Alternativamente, la composicién de aditivo para pienso puede incluirse en
la emulsion o en los ingredientes brutos de un alimento para animales.
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Para algunas aplicaciones, es importante que la composicién esté disponible sobre o en la superficie de un
producto que se modificard/tratara. Esto permite que la composicién imparta una o méas de las siguientes
caracteristicas favorables: beneficios de rendimiento.

La enzima modificada (0 composicidon que comprende la enzima modificada) de la presente invencién puede
aplicarse para entremezclar, recubrir y/o impregnar un producto (por ejemplo, alimento para animales o
ingredientes brutos de un alimento para animales) con una cantidad controlada de esa enzima.

En una realizacién particularmente preferida, la enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente
invencién se homogeneiza para producir un polvo.

En una realizacién preferida alternativa, la enzima (o composicién que comprende la enzima) de la presente
invencién se formula hasta formar granulos como se describe en el documento W02007/044968 (mencionados
como granulos TPT) o los documentos W0O1997/016076 o0 W(01992/012645.

Como se describe aqui, cuando la composicién de aditivo para pienso se formula en granulos, los granulos pueden
comprender una sal de barrera hidratada aplicada como recubrimiento sobre el nicleo de la proteina. La ventaja
de ese recubrimiento de sal es una mayor tolerancia térmica, mayor estabilidad en el almacenamiento y proteccién
contra otros aditivos para pienso que de otra forma tienen un efecto adverso sobre la enzima.

Preferiblemente, la sal utilizada para el recubrimiento de sal tiene una actividad en agua mayor que 0,25 o una
constante de humedad mayor que 60 % a 20 °C.

Preferiblemente, el recubrimiento de sal comprende Na2SOs.

El método como se describe aqui para preparar una enzima (o0 composicién que comprende la enzima) de la
presente invencién puede comprender también la etapa adicional de peletizar el polvo. El polvo puede mezclarse
con otros componentes conocidos en la técnica. Es posible forzar el polvo o la mezcla que comprende el polvo a
través de una matriz, y las hebras resultantes se cortan en peletes adecuados de longitud variable.

Opcionalmente, la etapa de peletizacion puede incluir un tratamiento con vapor de agua o una fase de
acondicionamiento, antes de la formacién de los peletes. La mezcla que comprende el polvo se puede colocar en
un acondicionador, por ejemplo un mezclador con inyecciéon de vapor de agua. La mezcla se calienta en el
acondicionador hasta una temperatura especifica, tal como de 60-100 °C; las temperaturas tipicas serian 70 °C,
80 °C, 85 °C, 90 °C 0 95 °C. El tiempo de permanencia puede variar de segundos a minutos, e incluso horas. Tal
como 5 segundos, 10 segundos, 15 segundos, 30 segundos, 1 minuto, 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 15
minutos, 30 minutos y 1 hora.

Se entiende que la enzima (o0 composicién que comprende la enzima) de la presente invencién es adecuada para
afiadir a cualquier material para pienso apropiado.

El experto en la técnica entendera que los distintos animales requieren alimentos para animales diferentes, e
incluso el mismo animal puede requerir alimentos para animales diferentes en funcién del propésito para el cual
se cria el animal.

Opcionalmente, el alimento para animales puede contener también minerales adicionales tales como, por ejemplo,
calcio y/o vitaminas adicionales.

Preferiblemente, el alimento para animales es una mezcla de harina de haba de soja y maiz.
Preferiblemente, el pienso no es un alimento para mascotas.

Se describe aqui un método para producir un alimento para animales. El alimento se produce tipicamente en
molinos de pienso en los cuales primero se trituran las materias primas hasta un tamafio de particula adecuado, y
después se mezclan con los aditivos apropiados. Después, el alimento se puede producir en forma de un producto
macerado 0 peletes; estos Ultimos implican tipicamente un método por el cual la temperatura se eleva hasta un
nivel diana, y después, el alimento se hace pasar a través de una troquel para producir peletes de un tamario
especifico. Los peletes se dejan enfriar. Posteriormente, puede afiadirse aditivos liquidos, tales como grasa y
enzima. La produccion de alimento para animales también puede implicar una etapa adicional que incluye la
extrusiéon o expansion antes de la peletizacion, particularmente por medio de técnicas adecuadas que pueden
incluir al menos el uso de vapor de agua.

El alimento para animales puede ser un alimento para un animal monogastrico, tal como aves de corral (por

ejemplo, pollo de granja, gallina ponedora, pollos de engorde, pavo, pato, ganso, ave acuatica) y cerdos (todas las
categorias de edad), un rumiante, tal como ganado vacuno (por ejemplo, vacas o toros (incluyendo terneros)),
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caballos, ovejas, una mascota (por ejemplo, perros, gatos) o peces (por ejemplo, peces no gastricos, peces
gastricos, peces de agua dulce, tales como salmén, bacalao, trucha y carpa, por ejemplo carpa koi, peces marinos,
tales como rébalo, y crustéaceos tales como langostinos, mejillones y vieiras). Preferiblemente, el alimento para
animales es para aves de corral.

ALIMENTO PARA ANIMALES A BASE DE MAIZ

Como se describe aqui, el alimento para animales puede ser un alimento para animales a base de maiz. La
expresion “alimento para animales a base de maiz’, como se usa aqui, significa un alimento para animales que
comprende o consiste en maiz (maiz dulce) o un subproducto de maiz.

Preferiblemente, el alimento para animales a base de maiz comprende maiz o un subproducto de maiz como
constituyente principal. Por ejemplo, el alimento para animales a base de maiz puede comprender al menos 35 %
de maiz o un subproducto de maiz, tal como al menos 40 % de maiz o un subproducto de maiz, tal como al menos
50 % de maiz o un subproducto de maiz, tal como al menos 60 % de maiz o un subproducto de maiz, tal como al
menos 70 % de maiz o un subproducto de maiz, tal como al menos 80 % de maiz o un subproducto de maiz, tal
como al menos 90 % de maiz o un subproducto de maiz, por ejemplo 100 % de maiz o un subproducto de maiz.

En algunas realizaciones, el alimento para animales a base de maiz puede comprender maiz o un subproducto de
maiz como constituyente minoritario; en cuyo caso el alimento para animales puede complementarse con maiz o
un subproducto de maiz. Como ejemplo solamente, el alimento para animales puede comprender por ejemplo trigo
complementado con maiz o un subproducto de maiz.

Cuando el maiz o el subproducto de maiz es un constituyente minoritario del alimento para animales, el maiz o
subproducto de maiz es al menos 5 %, preferiblemente al menos 10 %, preferiblemente al menos 20 %,
preferiblemente al menos 30 % del alimento para animales.

Para evitar dudas, el término “maiz”, como se usa aqui, es sinénimo de maiz dulce, por ejemplo, Zea mays.

En una realizacién, el subproducto de maiz puede ser materia soluble de granos secos de destileria (cDDGS) de
maiz, o torta himeda de maiz, o granos secos de destileria (DDG) de maiz, o harina de gluten de maiz, o pienso
de gluten de maiz o combinaciones de los mismos.

Preferiblemente, el material que contiene arabinoxilano como se describe aqui comprende un subproducto de
maiz, tal como materia soluble de granos secos de destileria (cDDGS) de maiz o torta himeda de maiz o granos
secos de destileria (DDG) de maiz o harina de gluten de maiz o pienso de gluten de maiz o combinaciones de los
mismos.

ALIMENTO PARA ANIMALES A BASE DE TRIGO

Como se describe aqui, el alimento para animales puede ser un alimento para animales a base de trigo. La
expresion “alimento para animales a base de trigo”, como se usa aqui, significa un alimento para animales que
comprende 0 consiste en trigo 0 un subproducto de trigo.

Preferiblemente, el alimento para animales a base de trigo comprende trigo o un subproducto de trigo como
constituyente principal. Por ejemplo, el alimento para animales a base de trigo puede comprender al menos 40 %
de trigo o un subproducto de trigo, tal como al menos 60 % de trigo 0 un subproducto de trigo, tal como al menos
80 % o un subproducto de trigo, tal como al menos 90 % de trigo o un subproducto de trigo, por ejemplo 100 % de
trigo o un subproducto de trigo.

En algunas realizaciones, el alimento para animales a base de trigo puede comprender trigo 0 un subproducto de
trigo como constituyente minoritario; en cuyo caso el alimento para animales puede complementarse con trigo o
un subproducto de trigo. S6lo como ejemplo, el alimento para animales puede comprender, por ejemplo, trigo
complementado con trigo o un subproducto de trigo.

Cuando el trigo o el subproducto de trigo es un constituyente minoritario del alimento para animales, el trigo o
subproducto de trigo es al menos 5 %, preferiblemente al menos 10 %, preferiblemente al menos 20 %,
preferiblemente al menos 30 % del alimento para animales.

En una realizacién, el subproducto de trigo puede ser salvado de trigo, acemite de trigo, fibras de trigo, por ejemplo.
El salvado es la capa externa dura del grano, y consiste en una combinacién de aleurona y pericarpio. Junto con
el germen, es una parte integral de los granos enteros, y a menudo se produce como un subproducto de la molienda

en la produccién de granos refinados. Cuando el salvado se extrae de los granos, los granos pierden una parte de
su valor nutricional. El salvado esta presente en y puede molerse de cualquier grano de cereal, incluyendo arroz,
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maiz (maiz dulce), trigo, avena, cebada y mijo. El salvado es particularmente rico en fibra dietaria y acidos grasos
esenciales, y contiene grandes cantidades de almidén, proteina, vitaminas y minerales dietarios.

El acemite de trigo consiste en particulas gruesas y finas de salvado de trigo y particulas finas de moyuelos de
trigo, germen de trigo, harina de trigo y los residuos de “cola del molino”.

El acemite de trigo es un subproducto econémico intermedio entre el alimento para seres humanos y el pienso
para animales. Preferiblemente, el material que contiene arabinoxilano como se describe aqui comprende salvado
de trigo y/o acemite de trigo.

TORTA HU!\IIEDA, GRANOS SECOS DE DESTILERIA (DDG) Y MATERIA SOLUBLE DE GRANOS SECOS DE
DESTILERIA (DDGS)

La torta hiumeda, los granos secos de destileria y la materia soluble de granos secos de destileria son productos
obtenidos después de la eliminacién de alcohol etilico por medio de destilacién a partir de la fermentacién de
levadura de un grano o una mezcla de granos por métodos empleados en la industria de la destilacién de granos.

Los residuos de destilacién que provienen de la destilacién (por ejemplo, que comprenden agua, restos del grano,
células de levadura, etc.) se separan en una parte “solida” y una parte liquida.

La parte sélida se denomina “torta humeda”, y se puede como tal como pienso para animales.
La parte liquida se evapora (parcialmente) en un jarabe (materia soluble).
Cuando la torta hiumeda se seca, constituye los granos secos de destileria (DDG).

Cuando la torta himeda se seca junto con el jarabe (materia soluble), constituye granos secos de destileria con
materia soluble (DDGS).

La torta himeda se puede utilizar en operaciones lacteas y en lotes de engorde de ganado vacuno.

Los DDGS secos se pueden utilizar en piensos para ganado, por ejemplo lechero, vacuno y porcino) y piensos
para aves de corral.

Los DDGS de maiz son una fuente muy adecuada de proteinas para las vacas lecheras.
HARINA DE GLUTEN DE MAiz
En un aspecto, el subproducto de maiz puede ser harina de gluten de maiz (CGM).

CGM es un subproducto en polvo de la industria de la molienda del maiz. CGM tiene utilidad, por ejemplo, en
piensos. Se puede utilizar como una fuente de proteinas econémica para pienso, tal como alimento para mascotas,
pienso para ganado y pienso para aves de corral. Es una fuente especialmente adecuada del aminoacido cisteina,
pero debe equilibrarse con otras proteinas para lisina.

COMPOSICION DE ADITIVO PARA PIENSO

La composicién de aditivo para pienso como se describe aqui y/o el alimento para animales que la comprende se
pueden utilizar en cualquier forma adecuada.

La composicién de aditivo para pienso como se describe aqui se puede utilizar en la forma de preparaciones
sélidas o liquidas o alternativas de estas. Los ejemplos de preparaciones sélidas incluyen polvos, pastas, bolos
ruminales, capsulas, peletes, comprimidos, polvos finos, y granulos que pueden ser humectables, secados por
aspersion o liofilizados. Los ejemplos de preparaciones liquidas incluyen, pero no se limitan a, disoluciones,
suspensiones y emulsiones acuosas, organicas o acuosas-organicas.

En algunas aplicaciones, las composiciones de aditivo para pienso como se describen aqui pueden mezclarse con
pienso o administrarse en el agua para beber.

Se describe agui a un método para preparar una composicion de aditivo para pienso, que comprende mezclar una

xilanasa como se ilustra aqui con un portador, diluyente o excipiente aceptable para pienso, y (opcionalmente)
envasar.
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PREMEZCLA

El alimento para animales y/o la composicion de aditivo para pienso pueden combinarse con al menos un mineral
y/o al menos una vitamina. Las composiciones derivadas de esta manera pueden mencionarse aqui como una
premezcla.

ELABORACION DE CERVEZA Y MALTA

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién (o composicion que comprende la enzima) de la
presente invencién se pueden usar en la elaboracién de cerveza y malta.

Los granos de cebada contienen 1,7 a 4,1 % (p/p) de sustancias extraibles en agua, y 3,6 a 6,4 % (p/p) de
betaglucano total (Anderson, M.A., Cook, J.A., y Stone, B.A., Journal of the Institute of Brewing, 1978, 84, 233-239;
Henry, J., Journal of the Science of Food and Agriculture, 1985, 36, 1243).

Los granos de trigo contienen de 0,1 a 0,8 % (p/p) de sustancias extraibles en agua, y 0,6 a 1,4 % (p/p) de
betaglucano total (Anderson, M.A.et al (1978), mas arriba).

La hidrdlisis eficaz de los arabinoxilanos (AXsol) y beta-glucano es importante ya que tales compuestos pueden
estar involucrados en los problemas de produccion, tales como la viscosidad del mosto (Ducroo, P. y Frelon, P.G.,
Proceedings of the European Brewery Convention Congress, Zurich, 1989, 445; Vietor, R.J. y Voragen, A.G.J,,
Journal of the Institute of Brewing, 1993, 99, 243) y la capacidad de filtracién y formaciéon de turbidez (Coote, N. y
Kirsop, B.H. 1976., Journal of the Institute of Brewing, 1976, 82, 34, Izawa, M., Kano, Y. y Kanimura, M. 1991.
Proceedings Aviemore Conference on Malting, brewing and Distillling, 1990, 427).

La presente invencién proporciona un método para hidrolizar arabinoxilanos (por ejemplo, AXinsol y AXsol) durante
la elaboracion de cerveza y malta, en el que los granos de trigo, los granos de cebada o una combinacion de los
mismos, 0 porciones de los granos de trigo y/o cebada, se mezclan con la xilanasa modificada de la presente
invencién.

En un aspecto, la presente invencién describe una composicién alimenticia que es una bebida, que incluye, pero
no se imita a, una bebida fermentada tal como cerveza y vino, que comprende una enzima que tiene actividad
xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de
la misma, de la presente invencién.

En otro aspecto, la presente invencién describe una composicién alimenticia que es una bebida, que incluye, pero
no se imita a, una bebida fermentada tal como cerveza y vino, que comprende una xilanasa modificada segln la
presente invencién.

En el contexto de la presente invencién, la expresion “bebida fermentada” comprende cualquier bebida producida
por un método que comprende un procedimiento de fermentacion, tal como una fermentacién microbiana, tal como
una fermentacién bacteriana y/o de levadura.

En un aspecto de la invencién, la bebida fermentada es cerveza. Se pretende que el término “cerveza” comprenda
cualquier mosto fermentado producido por fermentacién/elaboracién de cerveza con un material vegetal que
contiene almidén. A menudo, la cerveza se produce a partir de malta o un adyuvante, o cualquier combinacién de
malta y un coadyuvante como material vegetal que contiene almidén. Como se usa aqui, se entiende que el término
“‘malta” se refiere a cualquier grano de cereal malteado, tal como trigo o cebada malteados.

Como se usa aqui, la expresién “material asociado” se refiere a cualquier material vegetal que contiene almidén
y/o azlcar que no es malta, tal como malta de cebada o de trigo. Como ejemplos de adyuvantes, se pueden
mencionar materiales tales como granos de maiz comun, granos de maiz refinado, levadura de cerveza molida,
arroz, sorgo, almidén de maiz refinado, cebada, almidén de cebada, cebada descascarada, trigo, almidén de trigo,
cereal tostado, copos de cereales, centeno, avena, maiz (maiz dulce), patata, tapioca, mandioca y jarabes, tales
como el jarabe de maiz, jarabe de cafia de azlcar, jarabe de azlcar invertida, jarabes de cebada y/o trigo, y
similares, que se pueden utilizar como fuente de almidén.

Como se usa aqui, la expresion “producto macerado” se refiere a una suspension acuosa de cualquier material
vegetal que contiene almidén y/o azucar, tal como una molienda, por ejemplo que comprende malta de cebada
aplastada, cebada aplastada, y/u otro adyuvante, o una combinacién de los mismos, mezclada con agua que mas
tarde se separara en mosto y granos agotados.

Como se usa aqui, el término “mosto” se refiere al licor no fermentado que queda después de extraer la molienda
durante el macerado.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para preparar una bebida fermentada, tal como una cerveza,
que comprende mezclar la xilanasa modificada de la presente invencién con malta o un adyuvante.
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Los ejemplos de cervezas comprenden: cerveza totalmente malteada, cerveza fabricada segun la "Reinheitsgebot”,
ale, IPA, lager, bitter, Happoshu (segunda cerveza), tercera cerveza, cerveza seca, casi cerveza, cerveza liviana,
cerveza con bajo contenido de alcohol, cerveza baja en calorias, porter, cerveza bock, stout, licor de malta, cerveza
sin alcohol, licor de malta sin alcohol, y similares, pero también bebidas alternativas de cereal y malta tales como
bebidas de malta aromatizadas con frutas, por ejemplo aromatizadas con citricos, tales como bebidas de malta
con sabor a limoén, naranja, lima o bayas, bebidas de malta aromatizadas con licores, por ejemplo licor de malta
aromatizado con vodka, ron o tequila, o bebidas de malta aromatizadas con café, tales como licor de malta
aromatizado con cafeina, y similares.

DESCOMPOSICION DE MATERIAL A BASE DE GRANO, POR EJEMPLO PARA LA PRODUCCION DE
BIOCOMBUSTIBLES

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién (o composicidon que comprende la enzima), se
puede utilizar para descomponer (degradar) AXinsol y AXsol durante el procesamiento de granos, por ejemplo a
partir de material a base de grano. El material a base de grano puede ser granos enteros (por ejemplo, granos de
trigo, cebada, centeno, triticale 0 maiz enteros 0 mezclas de los mismos) o porciones de los granos enteros o
mezclas de los mismos.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién (o composicién que
comprende la enzima), se puede utilizar para descomponer (degradar) AXinsol y AXsol en materiales a base de
grano o granos enteros.

Para evitar dudas, los granos enteros pueden romperse mecanicamente.

El material a base de grano puede descomponerse o degradarse hasta glucosa. La glucosa se puede utilizar
posteriormente como una materia prima para cualquier procedimiento de fermentacién, por ejemplo para la
produccién de biocombustible (por ejemplo, bioetanol) y/o la producciéon de compuestos bioquimicos (por ejemplo,
isopreno de base biolégica).

El material a base de grano puede ser materia prima para un procedimiento de produccién de biocombustible (por
ejemplo, bioetanol).

Actualmente, la mayor parte del etanol combustible se produce a partir de grano de maiz (maiz dulce), que se
muele o tritura, se trata con enzimas amilasas para hidrolizar almidén a azlcares, se fermenta, y se destila. Si bien
se ha realizado un progreso sustancial en la reduccién de costes de la produccién de etanol, persisten desafios
sustanciales. AUn se requieren técnicas mejoradas para reducir el coste de las materias primas de biocombustibles
para la produccion de etanol. Por ejemplo, en la produccién de etanol a base de grano la degradacién de los
arabinoxilanos puede aumentar la accesibilidad del almidén.

La presente invencién proporciona una xilanasa modificada de la presente invencién para uso en la
descomposicién de hemicelulosas, por ejemplo arabinoxilano, particularmente, AXinsol y AXsol.

Solamente como ejemplo, en la industria del alcohol combustible en Europa, los granos pequefios, como el trigo,
cebada y centeno, son materias primas comunes; en los Estados Unidos se utiliza principalmente el maiz. El trigo,
cebada y centeno contienen, junto al almidén, niveles altos de polimeros de polisacaridos no amilaceos (NSP),
como celulosa, beta-glucano y hemicelulosa.

La razén a la cual los NSP diferentes estan representados difieren para cada materia prima. La siguiente tabla

muestra las distintas cantidades de NSP en trigo, cebada y centeno en comparaciéon con algunas otras materias
primas.
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Tabla 1: Polisacaridos no amilaceos presentes en materias primas diferentes (g kg' de materia seca)

‘Maiz §Trigo §Centeno §Cebada éAvenas

: Con  Sin :Con  Sin
: : . | icascara cascara icascara jcascara
Beta-Glucano 18 16 42 42 28 41
‘Celulosa 22 1720 15-16 43 10 82 14
gNCP soluble y no soluble’ 75 89-99 116-136 (144 §114 §150 113
\NSP total 197 1107-119 1132152 186 124 232 116

Los NSP pueden proporcionar una viscosidad alta a los productos macerados de granos. La viscosidad alta tiene
un impacto negativo en la produccién de etanol, ya que limitara la concentracién de sélidos que se puede utilizar
en la formacién del producto macerado y reducira la eficacia de la energia del procedimiento. Ademas, las
hemicelulosas residuales presentes durante el procedimiento pueden contribuir a la contaminaciéon en cambiadores
de calor y equipos de destilacién. El mayor impacto de una alta viscosidad se observa cuando un producto
macerado se enfria hasta la temperatura de fermentacién (32 °C). Esto explica la necesidad de reducir la viscosidad
en algin momento del procedimiento antes de la etapa de enfriamiento.

Se describe aqui un método para degradar material a base de grano, que comprende mezclas la xilanasa
modificada como se describe aqui tan pronto como sea posible en el procedimiento de producciéon de
biocombustible (por ejemplo, bioetanol)}, por ejemplo preferiblemente durante el mezclamiento del material a base
de grano al inicio del procedimiento. Una ventaja de afiadir las xilanasas modificadas como se describe aqui en
una fase temprana en el procedimiento consiste en que las enzimas descomponen la viscosidad inicial.

Se describe aqui, el método para degradar un material a base de grano puede comprender mezclar la xilanasa
modificada como se describe aqui antes o durante la licuefaccién, sacarificaciéon, fermentacién, sacarificaciéon y
fermentacién simultaneas, post-fermentacién o una combinacién de las mismas.

Por lo tanto, en una realizacion, la presente invencién se refiere a la reduccion de la viscosidad cuando se degradan
materiales a base de grano, por ejemplo en procedimientos de producciéon de biocombustible (por ejemplo,
bioetanol).

Los beneficios de utilizar la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién y que se ilustra aqui,
para reducir la viscosidad cuando se degradan materiales a base de grano, por ejemplo en procedimientos de
produccién de biocombustible (por ejemplo, bioetanol) son multiples:

*  Se puede usar una producto macerado de sustancia mas seca en el procedimiento

s Puede obtenerse un jarabe final con un contenido de sélidos mas alto

* Mayor transferencia de calor, menor requisito de energia

*  Menor ensuciamiento del evaporador, lo que reduce los costes de limpieza

*  Mayor produccién del etanol final

¢ (Calidad mejorada de los DDGS (subproducto)

* Mejor separacién entre la parte solida y liquida durante la separacién de los bagazos (después de la
destilacion). La viscosidad menor aumenta la eficacia de la separacion.

Otra ventaja importante de la presente invencién es que el uso de la enzima que tiene actividad xilanasa, por
ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de
la presente invencién en la produccion de biocombustibles puede dar como resultado (sub)productos mejorados a
partir de ese procedimiento, tales como torta himeda, granos secos de destileria (DDG) o materia soluble de
granos secos de destileria (DDGS). Por lo tanto, una ventaja de la presente invencién consiste en que dado que
la torta humeda, los DDG y los DDGS son (sub)productos de la produccion de biocombustible (por ejemplo,
bioetanol), el uso de la presente invencién puede mejorar la calidad de estos (sub)productos. Por ejemplo, los
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arabinoxilanos en los (sub)productos pueden estar ya disueltos durante el procedimiento de produccién de
biocombustibles.

SEPARACION DEL ALMIDON DEL GLUTEN DE CEREAL (POR EJEMPLO, TRIGO)

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencion (o composicién que comprende la enzima), de
la presente invencién o como se describe aqui, se puede utilizar para descomponer (degradar) AXinsol y AXsol
durante la separacion del gluten y del almidén de trigo.

Después de la separacion inicial del salvado de trigo y germen del endospermo, el fraccionamiento de la harina
del endospermo de trigo en fracciones de almidén y gluten se aplica industrialmente a gran escala para obtener
almidén A de calidad alta y subproductos de almidén B y gluten vital.

El producto de la degradacién de la harina de cereal (por ejemplo, harina de trigo) en la presente invencion es
almidén (almidén A de alta calidad).

Ademas, se producen los subproductos almidén B y gluten vital. Después, cada producto individual se procesa
adicionalmente para complementar o modificar las caracteristicas del producto alimenticio para las necesidades
del mercado.

Existen varios procedimientos de separacion del trigo utilizados por la industria y descritos en la bibliografia. Estos
procedimientos industriales difieren principalmente en las formas de las mezclas de harina y agua presentadas al
equipo de fraccionamiento (centrifugo, hidrocicloén, o tamiz) o en las condiciones de reaccion iniciales como la
temperatura y la aplicacién de cizallamiento (Abdulvahit Sayaslan, Lebensm.-Wiss. U.-Technol 37 (2004} 499-515,
Wetmilling of wheat flour: industrial processes and small-sacale test methods).

En el método para separar una harina de cereal (por ejemplo, harina de trigo)} en fracciones de almidén y gluten,
el método comprende mezclar una harina de cereal (por ejemplo, harina de trigo), agua y una xilanasa modificada.
La harina de cereal, agua y la xilanasa modificada pueden mezclarse simultanea o secuencialmente. En algunas
realizaciones, la harina de cereal (por ejemplo, harina de trigo) y el agua pueden mezclarse antes del mezclamiento
con la xilanasa modificada.

En general, la harina de cereal (por ejemplo, harina de trigo)} se mezcla en una masa o pasta, con 35 a 63 % de
solidos secos, a temperaturas de ~20-45 °C. Después, la mezcla se procesa de la siguiente manera:

1) dejar reposar la mezcla durante un tiempo (~30 minutos), y secuencialmente eliminar el almidén de la
mezcla con el uso de un tamiz, centrifuga o hidrociclén para separar la leche de almidén del gluten, o

2) aplicar cizallamiento a la mezcla, opcionalmente diluir la mezcla adicionalmente y separar después la harina
de trigo mediante un hidrociclén o una centrifuga con decantador de 2 o 3 fases.

La expresién “sélidos secos”, como se usa aqui, significa sélidos totales (disueltos y no disueltos) de una
suspensién acuosa (en %) en base al peso seco.

En una realizacién de la presente invencién, el método o uso como se reivindica puede incluir las etapas de mezclar
harina de trigo para formar una masa o pasta con un contenido de 35 a 63 % de s6lidos secos, a una temperatura
de alrededor de 20 a alrededor de 45 °C, y separar el almidén del gluten.

El método de la presente invencién puede comprender adicionalmente:

a) dejar reposar la mezcla durante alrededor de 30 minutos, y secuencialmente eliminar el almidén de la
mezcla con un tamiz, una centrifuga o un hidrociclon para separar la leche de almidén del gluten; o

b) aplicar cizallamiento a la mezcla, y opcionalmente diluir la mezcla adicionalmente, separando el almidén
del gluten con un hidrociclén o una centrifuga con decantador de 2 o 3 fases.

La presente invencion proporciona un método para mejorar la separacion del almidon y el gluten por medio de la
adicién de una enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién, adecuadamente durante la etapa
de mezclamiento inicial de la harina y el agua en los diversos procedimientos descritos anteriormente utilizados
para la separacién del almidén de trigo. La separacién mejora por la adicién de una xilanasa modificada durante la
etapa de mezclamiento inicial debido a la reduccién de la viscosidad y la hidrélisis de AXinsol y/o AXsol que
interfieren con las particulas de gluten. Al degradar estos poli- y oligosacaridos, se mejora la aglomeracién del
gluten, y en consecuencia, se mejora la produccién de gluten. (S.A. Frederix, C.M. Courtin, J.A. Delcour, J. Cereal
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Sci. 40 (2004) 41-49, Substrate selectivity and inhibitor sensitivity affect xylanase functionality in wheat flour gluten-
starch separation).

Una ventaja de la presente invencién es que genera producciones mas altas de almidén A y/o un gluten de mejor
calidad (por ejemplo, gluten vital de mejor calidad).

Una ventaja de la presente invencién es que mejora la separacion del almidén del gluten de trigo.

Una de las formas para evaluar la calidad del gluten es el control de la aglomeracion del gluten. Cuando se aplica
una cierta cantidad de friccion a través del amasado de la masa o mezclamiento de la pasta, las particulas de
gluten tienden a aglomerarse en particulas mas grandes que forman una red polimérica, denominada “gluten vital”.
El “gluten vital” puede afiadirse a los productos alimenticios para mejorar las propiedades de los productos
horneados tales como la resistencia de la masa, la vida util y el volumen del pan (L. Day, M.A. Augustin, |.L. Batey
and C. W. Wrigley; Wheat-gluten uses and industry needs; Trends in Food Science & Technology 17 (2006) 82-90).

En la industria panadera, la calidad y cantidad del gluten en la harina de trigo se determina por medio del ensayo
estandar ICC num. 155 (AACC 38-12) con un Glutomatic. En este dispositivo, se forma una masa a partir de la
harina de trigo (10,0 g} mezclada con una pequefia cantidad de disolucién de NaCl al 2 % (4,2-4,8 ml). Después
de 20 segundos de la etapa de mezclamiento, la masa se amasa continuamente mientras se lava durante 5 minutos
con una disolucién de NaCl al 2 % a temperatura ambiente (~22 2C) bombeada a través de la copa de mezclamiento
a un caudal de ~70 ml/minuto. Durante esta etapa de lavado, el agua de lavado que contiene almidén se recolecta,
y las particulas de gluten forman una bola de gluten dentro del soporte del tamiz del Glutomatic.

La calidad del gluten se determina mediante la evaluacién de la aglomeracion del gluten. Esto se realiza por medio
de centrifugado de la bola de gluten en una centrifuga especial que contiene un tamiz pequefio. Las particulas de
gluten que atraviesan este tamiz (gluten pequefio) se pesan, y se determina la cantidad total de gluten. El indice
de gluten se calcula mediante (total de gluten hiimedo - gluten hiimedo pequefio)/total de gluten humedo. Cuanto
mayor es la mejora de la aglomeracién del gluten, mas pequefia serd la fracciéon de gluten pequefio y mayor el
indice de gluten. Un indice de gluten alto, con un valor maximo teérico de 100 %, indica una bola de gluten de
calidad alta.

Otro valor para cuantificar la cantidad de gluten es la produccion de gluten seco (%). Este valor se calcula dividiendo
los gramos de gluten seco total entre la cantidad total de harina seca que se utilizé en el experimento. Cuanto mas
gluten secado se recupera, mejor es la separacién. Este ensayo industrial se encuentra actualmente en adaptacion
para simular el procedimiento de separacién de masa utilizado en la industria.

DOSIFICACIONES

Preferiblemente, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencion se encuentra presente en el
material que contiene xilano (por ejemplo, alimento para animales) en el intervalo de alrededor de 500 UX/kg a
alrededor de 16.000 UX/kg de material que contiene xilano (por ejemplo, pienso), mas preferiblemente alrededor
de 750 UX/kg de pienso a alrededor de 8000 UX/kg de material que contiene xilano (por ejemplo, pienso),
preferiblemente alrededor de 1500 UX/kg de pienso a alrededor de 3000 UX/kg de material que contiene xilano
(por ejemplo, pienso), preferiblemente alrededor de 2000 UX/kg de pienso a alrededor de 2500 UX/kg de material
que contiene xilano (por ejemplo, pienso), y aun mas preferiblemente alrededor de 1000 UX/kg de material que
contiene xilano (por ejemplo, pienso)} a alrededor de 4000 UX/kg de material que contiene xilano (por ejemplo,
pienso).

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién se encuentra presente
en el material que contiene xilano (por ejemplo, alimento para animales) a mas de alrededor de 500 UX/kg de
material que contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente mas de alrededor de 600 UX/kg de material
que contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente mas de alrededor de 700 UX/kg de material que
contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente mas de alrededor de 800 UX/kg de material que contiene
xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente més de alrededor de 900 UX/kg de material que contiene xilano (por
ejemplo, pienso), adecuadamente mas de alrededor de 1000 UX/kg de material que contiene xilano (por ejemplo,
pienso), adecuadamente mas de alrededor de 2000 UX/kg, adecuadamente mas de alrededor de 2500 UX/Kkg,
adecuadamente més de alrededor de 3000 UX/kg de material que contiene xilano (por ejemplo, pienso).

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién se encuentra presente
en el material que contiene xilano (por ejemplo, alimento para animales) a una concentraciéon de entre alrededor
de 2000 UX/kg y alrededor de 2500 UX/kg.
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En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién se encuentra presente
en el material que contiene xilano (por ejemplo, alimento para animales) en una cantidad menor que alrededor de
16.000 UX/kg de material que contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente menor que alrededor de 8000
UX/kg de material que contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente menor que alrededor de 7000 UX/kg
de material que contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente menor que alrededor de 6000 UX/kg de
material que contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente menor que alrededor de 5000 UX/kg de
material que contiene xilano (por ejemplo, pienso), adecuadamente menor que alrededor de 4000 UX/kg de
material que contiene xilano (por ejemplo, pienso).

Preferiblemente, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién puede estar presente en una
composicién de aditivo para pienso en el intervalo de alrededor de 100 UX/kg a alrededor de 320.000 UX/kg de la
composicién, mas preferiblemente alrededor de 300 UX/kg de la composicion a alrededor de 160.000 UX/kg de la
composicién, y ain mas preferiblemente de alrededor de 500 UX/kg de la composicién a alrededor de 50.000
UX/kg de la composicion, e incluso mas preferiblemente de alrededor de 500 UX/kg de la composicién a alrededor
de 40.000 UX/kg de la composicion.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién esta presente en la
composicién de aditivo para pienso en mas de alrededor de 100 UX/kg de la composicién, adecuadamente mas
de alrededor de 200 UX/kg de la composicion, adecuadamente mas de alrededor de 300 UX/kg de la composicién,
adecuadamente mas de alrededor de 400 UX/kg de la composicién, adecuadamente mas de alrededor de 500
UX/kg de la composicion.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencion esta presente en la
composicién de aditivo para pienso en una cantidad menor que alrededor de 320.000 UX/kg de la composicién,
adecuadamente menor que alrededor de 160.000 UX/kg de la composicién, adecuadamente menor que alrededor
de 50.000 UX/kg de la composicién, adecuadamente menor que alrededor de 40.000 UX/kg de la composicion,
adecuadamente menor que alrededor de 30.000 UX/kg de la composicion.

La actividad xilanasa puede expresarse en unidades de xilanasa (UX) medidas a un pH de 5,0 con AZCL-
arabinoxilano (arabinoxilano de trigo reticulado con azurina, por ejemplo comprimidos Xylazyme, Megazyme) como
sustrato. La hidrélisis por la endo-(1-4)-B-D-xilanasa (xilanasa) produce fragmentos coloreados solubles en agua,
y la velocidad de liberacién de estos (aumento en la absorbancia a 590 nm) puede relacionarse directamente con
la actividad enzimatica. Las unidades de xilanasa (UX) se determinan con respecto a un patrén de enzima (xilanasa
Danisco, disponible de Danisco Animal Nutrition} en condiciones de reaccion estandar, que son 40 °C, 5 min de
tiempo de reaccién en un amortiguador de Mcllvaine, pH 5,0.

La actividad xilanasa de la enzima patrén se determina como la cantidad de grupos terminales de azlicares
reductores liberados por minuto de un sustrato de avena-espelta-xilano a un pH de 5,3 y 50 °C. Los grupos
terminales de azlcares reductores reaccionan con acido 3,5-dinitrosalicilico, y la formacion del producto de
reaccién puede medirse como el aumento en la absorbancia a 540 nm. La actividad enzimatica se cuantifica con
respecto a una curva patrén de xilosa (equivalentes de azlcares reductores). Una unidad de xilanasa (UX) es la
cantidad de enzima patrén que libera 0,5 pmoles de equivalentes de azucares reductores por minuto a un pH de
5,3y 50 °C.

En una realizacion, adecuadamente la enzima se clasifica con la clasificacién E.C. anterior, y la clasificacién E.C.
designa una enzima que tiene esa actividad cuando se prueba en el ensayo que se ilustra aqui para determinar 1
UX.

Preferiblemente, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién se encuentra presente en la
etapa de mezclamiento de un procedimiento de separacién de almidén de trigo en la masa o pasta en el intervalo
de alrededor de 0,01 kg/TM de DS de masa o pasta a alrededor de 0,60 kg/TM de DS, mas preferiblemente
alrededor de 0,05 kg/TM de DS a alrededor de 0,45 kg/TM de DS de masa o pasta, y aun mas preferiblemente
alrededor de 0,10 kg/TM de DS a alrededor de 0,25 kg/TM de DS de masa o pasta.

En algunas realizaciones (particularmente en la realizaciéon de separacion del almidén de trigo), la enzima que
tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o
un fragmento de la misma, de la presente invencién puede dosificarse en el intervalo de alrededor de 0,019
g/proteina/TM de DS de harina de trigo (que equivale a 0,019 mg/kg de DS) a alrededor de 119 g de proteina/TM
de DS de harina de trigo (que equivale a 119 mg/kg de DS - en el que DS significa contenido de sélidos secos y
TM significa tonelada métrica.
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En algunas realizaciones (particularmente en la realizaciéon de separacion del almidén de trigo), la enzima que
tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o
un fragmento de la misma, de la presente invencién puede dosificarse a alrededor de 1,19 g de proteina/TM de
DS de harina de trigo (que equivale a alrededor de 1,19 mg/kg de DS) - en el que DS significa contenido de sélidos
secos y TM significa tonelada métrica.

En algunas realizaciones (particularmente en la realizaciéon de separacion del almidén de trigo), la enzima que
tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o
un fragmento de la misma, de la presente invencién puede dosificarse en el intervalo de alrededor de 9 a alrededor
de 120.000 unidades/kg de harina de trigo, adecuadamente entre alrededor de 500-2400 unidades/kg de harina
de trigo, adecuadamente entre alrededor de 900-1200 unidades/kg de harina de trigo (en el que 1 unidad se define
como la cantidad de enzima que se requiere para producir 1 micromol de equivalentes de azucares reductores de
xilosa por minuto en las condiciones del ensayo de madera de abedul del Ejemplo 4).

En algunas realizaciones (particularmente en la degradacién del material a base de grano), la enzima que tiene
actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un
fragmento de la misma, de la presente invencion puede dosificarse en el intervalo de alrededor de 0,29
g/proteina/TM de DS de trigo (que equivale a 0,29 mg/kg de DS) a alrededor de 0290 g/proteina/DS de trigo (que
equivale a 290 mg/kg de DS).

En algunas realizaciones (particularmente en la degradacién de material a base de grano), la xilanasa puede
dosificarse a 2,9 g/proteina/TM de DS de trigo (que equivale a 2,9 mg/kg de DS).

En algunas realizaciones (particularmente en la degradacion del material a base de grano), la xilanasa puede
dosificarse en el intervalo de alrededor de 22 a alrededor de 285.000 unidades/kg, adecuadamente alrededor de
1100 a alrededor de 5700 unidades/kg, adecuadamente alrededor de 2200 a alrededor de 2850 unidades/kg (en
el que 1 unidad se define como la cantidad de enzima necesaria para generar 1 micromol de equivalentes de
azucar reductor de xilosa por minuto en las condiciones del ensayo de madera de abedul del Ejemplo 4).

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma de la presente invencién y/o composicidon como se describe aqui que
comprende la enzima segun la presente invencién, puede disefiarse para dosificacién de una sola vez o puede
disefiarse para uso (por ejemplo, alimentacién) diario.

La cantidad 6ptima de la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién y/o composicién como
se describe aqui que comprende la enzima que se va a utilizar en la presente invencién, dependera del producto
que se vaya a tratar y/o del método de poner en contacto el producto con la composicién y/o del uso previsto para
la misma.

La cantidad de enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién utilizada en las composiciones
deberia ser una cantidad suficiente para ser eficaz.

La cantidad de enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima
xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién utilizada en las composiciones
debe ser una cantidad suficiente para ser eficaz y mantener su eficacia, por ejemplo para mejorar el rendimiento
de un producto para piensos para alimentar animales que contiene dicha composicién. Este tiempo para la eficacia
debe extenderse hasta al menos el momento de uso del producto (por ejemplo, la composicién de aditivo para
pienso o el pienso que la contiene).

FORMULACION

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién puede formularse como
un liguido, un polvo seco o un granulo.

El polvo seco o los granulos pueden prepararse por medios conocidos por los expertos en la técnica, tales como
un recubridor de lecho fluidizado por rociado superior, rociado de fondo Wurster o mediante granulacién en tambor
(por ejemplo, granulacién de alto cizallamiento), extrusién, recubrimiento en bandeja o en un mezclador de
microingredientes.

Para algunas realizaciones, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como

la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién puede estar recubierta,
por ejemplo, encapsulada.
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En una realizacién, el recubrimiento protege la enzima modificada del calor, y puede considerarse un protector
térmico.

Como se describe aqui, la composicién de aditivo para pienso se puede formular hasta un polvo seco o granulos
como se describe en el documento W02007/044968 (mencionados como granulos TPT) o en los documentos
WO01997/016076 o WO1992/012645.

Como se describe aqui, la composicién de aditivo para pienso puede formularse en un granulo para composiciones
de pienso que comprenden un nlcleo; un agente activo; y al menos un recubrimiento; conservando el agente activo
del granulo al menos 50 % de la actividad, al menos 60 % de la actividad, al menos 70 % de la actividad, al menos
80 % de la actividad después de las condiciones seleccionadas de una o méas de a) un procedimiento de
peletizacién del pienso, b) un procedimiento de pretratamiento del pienso calentado por vapor de agua, ¢)
almacenamiento, d) almacenamiento como un ingrediente en una mezcla no peletizada, y ) almacenamiento como
un ingrediente en una mezcla de base de pienso 0 una premezcla de pienso que comprende al menos un
compuesto seleccionado de minerales traza, acidos organicos, azlcares reductores, vitaminas, cloruro de colina,
y compuestos que dan como resultado una mezcla de base de pienso o premezcla de pienso acidas o alcalinas.

Con respecto al granulo, al menos un recubrimiento puede comprender un material hidratante para humedecer
que constituye al menos 55 % p/p del granulo; y/o al menos un recubrimiento puede comprender dos
recubrimientos. Los dos recubrimientos pueden ser un recubrimiento hidratante para humedecer y un recubrimiento
de barrera de humedad. En algunas realizaciones, el recubrimiento hidratante para humedecer puede estar entre
25 % y 60 % p/p del granulo, y el recubrimiento de barrera de humedad puede estar entre 2 % y 15 % p/p del
granulo. El recubrimiento hidratante para humedecer se puede seleccionar de sales inorganicas, sacarosa, almidon
y maltodextrina, y el recubrimiento de barrera de humedad se puede seleccionar de polimeros, gomas, suero y
almidén.

El granulo puede producirse usando un procedimiento de peletizacién del pienso, y el procedimiento de
pretratamiento del pienso puede realizarse a una temperatura entre 70 2C y 95 °C durante varios minutos, tal como
entre 85 2C y 95 °C.

Como se describe aqui, la composicién de aditivo para pienso puede formularse hasta un granulo para pienso para
animales que comprende un nucleo; un agente activo; conservando el agente activo del granulo al menos 80 % de
la actividad después del almacenamiento y después de un procedimiento de peletizacion calentado por vapor de
agua en el que el granulo es uningrediente; un recubrimiento de barrera de humedad; y un recubrimiento hidratante
para humedecer que constituye al menos 25 % p/p del granulo; teniendo el granulo una actividad en agua menor
que 0,5 antes del procedimiento de peletizacion calentado con vapor de agua.

El granulo puede tener un recubrimiento de barrera de humedad seleccionado de polimeros y gomas, y el material
hidratante para humedecer puede ser una sal inorganica. El recubrimiento hidratante para humedecer puede estar
entre 25 % y 45 % p/p del granulo, y el recubrimiento de barrera de humedad puede estar entre 2 % y 10 % p/p
del granulo.

El granulo puede producirse con el uso de un procedimiento de peletizacion calentado por vapor de agua que
puede realizarse a una temperatura entre 85 °C y 95 °C durante varios minutos.

En algunas realizaciones, la enzima puede diluirse con el uso de un diluyente, tal como polvo de almidén, caliza,
o similares.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién o composicién que
comprende la enzima de la presente invencion, esta en una formulacién liquida adecuada para el consumo,
preferiblemente tal consumo liquido contiene uno o0 mas de los siguientes: un amortiguador, sal, sorbitol y/o glicerol.

En otra realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién o composicion que
comprende la enzima, puede formularse mediante la aplicacién, por ejemplo, rociado, de la enzima o enzimas
sobre un sustrato portador, tal como trigo triturado por ejemplo.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién o composicion como se
describe aqui que comprende la enzima segun la presente invencién, puede formularse como una premezcla. Por
ejemplo, solamente la premezcla puede comprender uno 0 mas componentes para piensos, tal como uno o mas
minerales y/o una o0 mas vitaminas.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, para su uso en la presente invencion se formula

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 983 563 T3

con al menos un portador fisiolégicamente aceptable seleccionado de al menos uno de maltodextrina, caliza
(carbonato de calcio), ciclodextrina, trigo o un componente de trigo, sacarosa, almidon, Na28Q0s, talco, PVA,
sorbitol, benzoato, sorbato, glicerol, sacarosa, propilenglicol, 1,3-propanodiol, glucosa, parabenos, cloruro de
sodio, citrato, acetato, fosfato, calcio, metabisulfito, formiato y mezclas de los mismos.

ENVASADO

En una realizacién, se envasa la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal
como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién y/o composicion
que la comprende (por ejemplo, composicién de aditivo para pienso) y/o premezcla y/o pienso o alimento para
animales como se describe aqui.

Como se describe aqui, la composicion de aditivo para pienso y/o premezcla y/o pienso o alimento para animales
se puede envasar en una bolsa, tal como una bolsa de papel.

Como se describe aqui, la composicion de aditivo para pienso y/o premezcla y/o pienso o alimento para animales
puede estar sellada en un recipiente. Se puede utilizar cualquier recipiente adecuado.

FORMAS

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién o composicién que comprende la enzima (por
ejemplo, la composicion de aditivo para pienso) como se describe aqui, y otros componentes y/o el alimento para
animales que la comprende, se pueden utilizar de cualquier forma adecuada.

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién o composicion que la comprende (por ejemplo,
la composicién de aditivo para pienso) como se describe aqui, se puede utilizar en forma de preparaciones sélidas
o liquidas o alternativas de estas. Los ejemplos de preparaciones sélidas incluyen polvos, pastas, bolos ruminales,
capsulas, peletes, comprimidos, pildoras, capsulas, évulos, disoluciones o suspensiones, polvos finos, y granulos
que pueden ser humectables, secados por aspersion o liofilizados. Los ejemplos de preparaciones liquidas
incluyen, pero no se limitan a, disoluciones, suspensiones y emulsiones acuosas, organicas o acuosas-organicas.

La composicién como se describe aqui que comprende la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la
enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente
invencién puede contener agentes aromatizantes o colorantes, para aplicaciones de liberacién inmediata,
retardada, modificada, continua, pulsada o controlada.

A modo de ejemplo, sila composicidon como se describe aqui se usa en un solido, por ejemplo en forma peletizada,
también puede contener uno o mas de: excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio,
carbonato de calcio, fosfato de calcio dibasico y glicina; disgregantes tales como almidén (preferiblemente almidén
de maiz, patata o tapioca), glicolato de almidén de sodio, croscarmelosa de sodio y ciertos silicatos complejos;
aglutinantes de granulacion tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arabiga; también pueden incluirse agentes lubricantes tales como estearato de
magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo y talco.

Los ejemplos de portadores aceptables nutricionalmente para uso en la preparacién de las formas incluyen, por
ejemplo, agua, disoluciones salinas, alcohol, silicona, ceras, gelatina de petroleo, aceites vegetales,
polietilenglicoles, propilenglicol, liposomas, azlcares, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco,
tensioactivos, acido silicico, parafina viscosa, aceite esencial, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos,
ésteres petroethral de acidos grasos, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, y similares.

Los excipientes preferidos para las formas incluyen lactosa, almidén, una celulosa, azlcar de leche o
polietilenglicoles de alto peso molecular.

Para suspensiones y/o elixires acuosos, la composicion como se describe aqui puede combinarse con diversos
agentes edulcorantes o aromatizantes, colorantes o tintes, con agentes emulsionantes y/o de suspension y con
diluyentes tales como agua, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

SUJETO

El término “sujeto”, como se usa aqui, se refiere a un animal al que se administré o se va a administrar una xilanasa
modificada segun la presente invencién o una composicién de aditivo para pienso como se describe aqui o un
alimento para animales que comprende esa composicion de aditivo para pienso como se describe aqui.

El término “sujeto”, como se usa aqui, se refiere a un animal.
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En una realizacion, el sujeto es un mamifero, ave, pez o crustaceo, incluyendo, por ejemplo, ganado o un animal
domeéstico (por ejemplo, una mascota).

En una realizacién, el “sujeto” es un animal de ganaderia.

El término “ganado”, como se usa aqui, se refiere a cualquier animal de criadero. Preferiblemente, el ganado es
uno o mas rumiantes tal como ganado vacuno (por ejemplo, vacas o toros (que incluyen terneros)), animales
monogastricos, tales como aves de corral (que incluyen pollos de engorde, gallinas y pavos), cerdos (que incluyen
lechones), aves, animales acuaticos tales como peces, peces no gastricos, peces gastricos, peces de agua dulce,
tales como salmén, bacalao, trucha y carpa, por ejemplo, carpa Koi, peces de mar, tales como rébalo y crustaceos
tales como langostinos, mejillones y vieiras), caballos (que incluyen caballos de carrera), ganado ovino (que incluye
corderos).

En otra realizacion, el “sujeto” es un animal domesticado o0 mascota o un animal mantenido en un zoolégico.

Las expresiones "animal domesticado” o “mascota” o “animal mantenido en un zoolbgico”, como se usan aqui, se
refieren a cualquier animal relevante que incluye canidos (por ejemplo, perros), félidos (por ejemplo, gatos),
roedores (por ejemplo, conejillos de indias, ratas, ratones), aves, peces (que incluyen peces de agua dulce y de
mar}, y caballos.

RENDIMIENTO

Como se usa aqui, el “rendimiento del animal” puede determinarse por la eficacia del pienso y/o el aumento de
peso del animal y/o por el indice de conversion del pienso y/o por la digestibilidad de un nutriente en un pienso
(por ejemplo, digestibilidad del aminoacido) y/o energia digestible o energia metabolizable en un pienso y/o por
retencion de nitrégeno y/o por la capacidad de los animales para evitar los efectos negativos de la enteritis necrética
y/o por la respuesta inmunitaria del sujeto.

Preferiblemente, el “rendimiento del animal” se determina por la eficacia del pienso y/o ganancia de peso del animal
y/o por el indice de conversién de pienso.

Por “mayor rendimiento del animal” se entiende que hay una mayor eficacia del pienso y/o mayor aumento de peso
y/o un menor indice de conversién del pienso y/o mejor digestibilidad de nutrientes o energia en un pienso y/o por
una mejor retencién de nitrégeno y/o por una mejor respuesta inmunitaria en el sujeto que resulta del uso de una
composicién de aditivo para pienso como se describe agui en el pienso en comparacién con el pienso que no
comprende esa composicion de aditivo para pienso.

Preferiblemente, por “mayor rendimiento del animal” se entiende que hay una mayor eficacia del pienso y/o mayor
aumento de peso y/o menor indice de conversion del pienso.

Como se usa aqui, el término “eficacia del pienso” se refiere a la cantidad del aumento de peso por unidad de
pienso cuando se alimenta al animal ad-libitum o con una cantidad especificada de pienso durante un periodo de
tiempo.

Por “mayor eficacia del pienso” se quiere significar que el uso de una composicién de aditivo para pienso como se
describe aqui en el pienso produce un mayor aumento de peso por unidad de consumo de pienso en comparacion
con un animal alimentado sin que esa composicién de aditivo para pienso esté presente.

iNDICE DE CONVERSION DE PIENSO (ICP)

Como se usa aqui, la expresion “indice de conversion de pienso” se refiere a la cantidad de pienso con que se
alimenta a un animal para aumentar el peso del animal en un nivel especifico.

Un indice de conversién de pienso mejorado significa un menor indice de conversién de pienso.

“Menor indice de conversion de pienso” o “indice de conversién de pienso mejorado” significan que el uso de una
composicién de aditivo para pienso en el pienso reduce la cantidad de pienso que se debe suministrar a un animal
para aumentar el peso del animal en una cantidad especificada en comparacién con la cantidad de pienso
necesaria para aumentar el peso del animal en la misma cantidad cuando el pienso no comprende esa composicién
de aditivo para pienso.

DIGESTIBILIDAD DE LOS NUTRIENTES

Como se usa aqui, “digestibilidad del nutriente” se refiere a la fraccién de un nutriente que desaparece del tracto
gastrointestinal o de un segmento especifico del tracto gastrointestinal, por ejemplo el intestino delgado. La

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 983 563 T3

digestibilidad del nutriente se puede medir como la diferencia entre la cantidad administrada al sujeto y la cantidad
excretada en las heces del sujeto, o entre la cantidad administrada al sujeto y la cantidad que permanece en la
digesta en un segmento especifico del tracto gastrointestinal, por ejemplo el ileo.

Como se usa aqui, la digestibilidad del nutriente se puede medir por la diferencia entre la ingesta de un nutriente
y el nutriente excretado por medio de la recoleccién total del excremento durante un periodo de tiempo; o con el
uso de un marcador inerte que no se absorbe en el cuerpo del animal y permite que el investigador calcule la
cantidad de nutriente que desaparecié en todo el tracto gastrointestinal o en un segmento del tracto gastrointestinal.
Tal marcador inerte puede ser didéxido de titanio, 6xido crémico, o ceniza insoluble en acido. La digestibilidad se
puede expresar como un porcentaje del nutriente en el pienso 0 como unidades de masa de nutriente digestible
por unidades de masa de nutriente en el pienso.

Como se usa aqui, la digestibilidad del nutriente abarca la digestibilidad del almidén, la digestibilidad de la grasa,
la digestibilidad de la proteina, y la digestibilidad de los aminoacidos.

Como se usa aqui, la digestibilidad de la energia se refiere a la energia bruta del pienso consumido menos la
energia bruta de las heces, o la energia bruta del pienso consumido menos la energia bruta de la digesta restante
en un segmento especifico del tracto gastrointestinal del animal, por ejemplo el ileo. Como se usa aqui, la energia
metabolizable se refiere a la energia metabolizable aparente, y significa la energia bruta del pienso consumido
menos la energia bruta contenida en las heces, orina, y productos gaseosos de la digestién. La digestibilidad de
la energia y la energia metabolizable pueden medirse como la diferencia entre el consumo de energia bruta y la
energia bruta excretada en las heces o la digesta presente en un segmento especifico del tracto gastrointestinal,
con el uso de los mismos métodos aplicados para medir la digestibilidad de nutrientes, con las correcciones
apropiadas para la excrecién de nitrégeno con el fin de calcular la energia metabolizable del pienso.

COMBINACION CON OTROS COMPONENTES

La enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10
modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invenciéon se puede utilizar combinada con otros
componentes.

En una realizacién, la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima xilanasa GH10 (tal como la
enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente invencién se puede utilizar
combinada con un probiético o un microbio alimentado directamente (DFM), por ejemplo una bacteria alimentada
directamente.

La combinacién como se describe aqui comprende la enzima que tiene actividad xilanasa, por ejemplo la enzima
xilanasa GH10 (tal como la enzima xilanasa GH10 modificada) o un fragmento de la misma, de la presente
invencién o una composiciéon que comprende la xilanasa, por ejemplo una composicién de aditivo para pienso, y
otro componente que es adecuado para el consumo humano o animal y es capaz de proporcionar un beneficio
médico o fisiolégico al consumidor.

En una realizacion, el “otro componente” puede ser una o mas enzimas adicionales (por ejemplo, otras enzimas
de pienso o enzimas de la elaboracién de cerveza o malta, o enzimas del procesamiento de granos o enzimas de
separacién del almidén del gluten de trigo).

Otras enzimas adecuadas para uso en la presente invencién pueden ser una o méas de las enzimas seleccionadas
del grupo que consiste en: endoglucanasas (E.C. 3.2.1.4); celobiohidrolasas (E.C. 3.2.1.91), B-glucosidasas (E.C.
3.2.1.21), celulasas (E.C. 3.2.1.74), liquenasas (E.C. 3.1.1.73), lipasas (E.C. 3.1.1.3), acetiltransferasas lipidicas
(clasificadas generalmente como E.C. 2.3.1.x), fosfolipasas (E.C. 3.1.1.4, E.C. 3.1.1.32 0 E.C. 3.1.1.5), fitasas (por
ejemplo, 6-fitasa (E.C. 3.1.3.26) o una 3-fitasa (E.C. 3.1.3.8), amilasas, alfa-amilasas (E.C. 3.2.1.1), otras xilanasas
(E.C. 3.21.8, E.C. 3.2.1.32, E.C. 3.21.37, E.C. 3.1.1.72, E.C. 3.1.1.73), glucoamilasas (E.C. 3.2.1.3),
hemicelulasas, proteasas (por ejemplo, subtilisina (E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serina
proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x} o una queratinasa (E.C. 3.4.x.x)}, enzimas desramificantes, cutinasas, esterasas
y/o mananasas (por ejemplo, una B-mananasa (E.C. 3.2.1.78)).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones de pienso), el otro componente puede ser una o mas de las
enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una amilasa (que incluye a-amilasas (E.C. 3.2.1.1), amilasas
formadoras de G4 (E.C. 3.2.1.60), B-amilasas (E.C. 3.2.1.2) y y-amilasas (E.C. 3.2.1.3)); y/o una proteasa (por
ejemplo, subtilisina (E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serina proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x)
0 una queratinasa (E.C. 3.4.x.x}} y/o una fitasa (por ejemplo, una 6-fitasa (E.C.3.1.3.26) o una 3-fitasa (E.C.
3.1.38)).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones de pienso), el otro componente puede ser una combinacién
de una amilasa (por ejemplo, a-amilasas (E.C. 3.2.1.1)} y una proteasa (por ejemplo, subtilisina (E.C. 3.4.21.62)).
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En una realizacién (particularmente para aplicaciones de pienso), el otro componente puede ser una B-glucanasa,
por ejemplo una endo-1,3(4)-B-glucanasa (E.C. 3.2.1.6).

En una realizacién (particularmente para aplicaciones de pienso), el otro componente puede ser una fitasa (por
ejemplo, una 6-fitasa (E.C.3.1.3.26) o una 3-fitasa (E.C. 3.1.38).

En una realizacién (particularmente para aplicaciones de pienso), el otro componente puede ser una mananasa
(por ejemplo, una B-mananasa (E.C. 3.2.1.78)).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones de pienso), el otro componente puede ser una lipasa (E.C.
3.1.1.3), una aciltransferasa lipidica (generalmente clasificada como E.C. 2.3.1.x}, o una fosfolipasa (E.C. 3.1.1.4,
E.C. 3.1.1.32 0 E.C. 3.1.1.5), adecuadamente una lipasa (E.C. 3.1.1.3).

En una realizacién (particularmente para aplicaciones de pienso), el otro componente puede ser una proteasa (por
ejemplo, subtilisina (E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serina proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x)
o una queratinasa (E.C. 3.4.x.x)).

En una realizacion, el componente adicional puede ser un estabilizante o un emulsionante o un aglutinante o un
portador o un excipiente o un diluyente o un disgregante.

El término “estabilizante”, como se usa aqui, se define como un ingrediente o combinacién de ingredientes que
evita que un producto (por ejemplo, un producto de pienso) cambie en el tiempo.

El término “emulsionante”, como se usa aqui, se refiere a un ingrediente (por ejemplo, un ingrediente de un pienso)
que evita la separacién de las emulsiones. Las emulsiones son dos sustancias inmiscibles, una presente en forma
de gotitas contenida dentro de la otra. Las emulsiones pueden consistir en aceite en agua, en las que la fase de
gotitas o la fase dispersa es aceite y la fase continua es agua; o agua en aceite, en las que el agua se vuelve la
fase dispersa y la fase continua es aceite. Las espumas, que son gas en liquido, y las suspensiones, que son
sélido en liquido, pueden también estabilizarse a través del uso de emulsionantes.

Como se usa aqui, el término “aglutinante” se refiere a un ingrediente (por ejemplo, un ingrediente de pienso) que
aglutina el producto a través de una reaccién fisica o quimica. Durante la “gelificacion” por ejemplo, el agua se
absorbe, y proporciona un efecto aglutinante. Sin embargo, los aglutinantes pueden absorber otros liquidos, tales
como aceites, y contenerlos dentro del producto. En el contexto de la presente invencién, los aglutinantes se
utilizaran tipicamente en productos sélidos o de bajo contenido de humedad, por ejemplo productos de horneado,
pasteles, rosquillas, pan y otros. Los ejemplos de aglutinantes de granulacién incluyen uno o mas de:
polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, maltosa, gelatina y
goma arabiga.

“Portadores” se refiere a materiales adecuados para la administracién de la enzima, e incluye cualquier material
conocido en la técnica, tal como, por ejemplo, cualquier liquido, gel, disolvente, diluyente liquido, solubilizante, que
no es toxico y que no interactda con ningun componente de la composicién de manera perjudicial.

Se describe aqui un método para preparar una composicion (por ejemplo, una composiciéon de aditivo para pienso)
que comprende mezclar una enzima de la presente invencion con al menos un portador fisiolégicamente aceptable
seleccionado de al menos uno de maltodextrina, caliza (carbonato de calcio), ciclodextrina, trigo 0 un componente
de trigo, sacarosa, almidén, Na2SQOs, talco, PVA, sorbitol, benzoato, sorbato, glicerol, sacarosa, propilenglicol, 1,3-
propanodiol, glucosa, parabenos, cloruro de sodio, citrato, acetato, fosfato, calcio, metabisulfito, formiato y mezclas
de los mismos.

Los ejemplos de “excipientes” incluyen uno o mas de: celulosa microcristalina y otras celulosas, lactosa, citrato de
sodio, carbonato de calcio, fosfato de calcio dibasico, glicina, almidén, azlicar de leche y polietilenglicoles de alto
peso molecular.

Los ejemplos de “disgregantes” incluyen uno o mas de: almidén (preferiblemente almidén de maiz, patata o
tapioca), glicolato de almidén de sodio, croscarmelosa sodica y ciertos silicatos complejos.

Los ejemplos de “diluyentes” incluyen uno o mas de: agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de
los mismos.

Los otros componentes se pueden utilizar simultaneamente (por ejemplo, cuando estan juntos en una mezcla, o
incluso cuando se suministran por distintas rutas) o secuencialmente (por ejemplo, pueden suministrarse por
distintas rutas) a la xilanasa de la presente invencion.

Preferiblemente, cuando la composicién de aditivo para pienso como se describe aqui se mezcla junto con otro u
otros componentes, el DFM sigue siendo viable.
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Preferiblemente, la composicion de aditivo para pienso como se describe aqui no comprende cromo o cromo
organico

Preferiblemente, la composicion de aditivo para pienso como se describe aqui no contiene glucanasa.
Preferiblemente, la composicion de aditivo para pienso como se describe aqui no contiene acido sérbico.
AISLADA

En un aspecto, preferiblemente la secuencia de aminoacidos, o el acido nucleico o la enzima segun la presente
invencién, estan en una forma aislada. El término “aislada” significa que la secuencia o la enzima o el acido nucleico
estan al menos sustancialmente libres de al menos otro componente con el que la secuencia, la enzima o el acido
nucleico se asocia naturalmente en la naturaleza y como se encuentra de naturaleza. La secuencia, la enzima o el
acido nucleico de la presente invencién pueden proporcionarse en una forma que esta sustancialmente libre de
uno o mas contaminantes con los cuales la sustancia podria asociarse de cualquier otra manera. Por lo tanto, por
ejemplo, puede estar sustancialmente libre de uno o mas polipéptidos y/o moléculas de acido nucleico
potencialmente contaminantes.

PURIFICADA

En un aspecto, preferiblemente la secuencia, la enzima o el acido nucleico segun la presente invencién esta en
una forma purificada. El término “purificada” significa que el componente dado esta presente a un alto nivel. El
componente es deseablemente el componente predominante presente en una composicién. Preferiblemente, esta
presente a un nivel de al menos alrededor de 90 % o al menos alrededor de 95 % o al menos alrededor de 98 %;
estando determinado dicho nivel sobre una base de peso seco/peso seco con respecto a la composicion total que
se considera.

SECUENCIA NUCLEOTIDICA

Se describen aqui secuencias nucleotidicas que codifican proteinas que tienen las propiedades especificas como
se definen aqui.

La expresién término “secuencia nucleotidica’, como se usa aqui, se refiere a una secuencia de oligonucleétidos
0 secuencia de polinucleétidos y variantes, homélogos, fragmentos y derivados de las mismas (tales como
porciones de las mismas). La secuencia nucleotidica puede ser de origen gendémico, sintético o recombinante,
puede ser bicatenaria 0 monocatenaria, ya sea que represente la cadena codificante o la cadena antisentido.

La expresién “secuencia nucleotidica”, con respecto a la presente invencién, incluye ADN genémico, ADNc, ADN
sintético, y ARN. Preferiblemente significa ADN, mas preferiblemente secuencia codificante del ADNc para la
presente invencién.

En una realizacién, la expresién “secuencia nucleotidica” significa ADNc.

En una realizacion preferida, la secuencia nucleotidica relacionada con el alcance propio de la invencién y
abarcada por el alcance per se no incluye la secuencia nucleotidica nativa segun la presente invencién cuando
esta en su ambiente natural y cuando esta vinculada con su 0 sus secuencias asociadas naturalmente que esta o
estan también en su entorno natural. Para hacer mas facil la referencia, los presentes inventores llamaran a esta
realizacion preferida “secuencia nucleotidica no nativa”. En este sentido, la expresion “secuencia nucleotidica
nativa” se refiere a una secuencia nucleotidica entera en su ambiente nativo y cuando se enlaza operativamente
a un promotor entero con el que se relaciona naturalmente, promotor el cual también se encuentra en su entorno
nativo. Sin embargo, la secuencia de aminoacidos comprendida en el alcance de la presente invencién puede
aislarse y/o purificarse después de la expresién de una secuencia nucleotidica en su organismo nativo. Sin
embargo, preferiblemente, la secuencia de aminoacidos comprendida en el alcance de la presente invencién puede
expresarse por medio de una secuencia nucleotidica en su organismo nativo, pero en la que la secuencia
nucleotidica no esta controlada por el promotor con el cual se asocia naturalmente dentro de ese organismo.

Tipicamente, la secuencia nucleotidica comprendida en el alcance de la presente invencién se prepara con el uso
de técnicas de ADN recombinante (es decir, ADN recombinante). Sin embargo, en una realizacién alternativa de la
invencion, la secuencia nucleotidica podria sintetizarse, completa o parcialmente, con el uso de métodos quimicos
muy conocidos en la técnica (véase Caruthers MH et al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 215-23, y Horn T et al.,
(1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232).
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PREPARACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA

Una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene las propiedades especificas como se define aqui,
o una proteina que es adecuada para su modificacion, puede identificarse y/o aislarse y/o purificarse a partir de
cualquier célula u organismo que produce dicha proteina. En la técnica se conocen diversos métodos para
identificar y/o aislar y/o purificar secuencias nucleotidicas. A titulo de ejemplo, se pueden utilizar técnicas de
amplificacién por PCR para preparar mas de una secuencia una vez que se ha identificado y/o aislado y/o purificado
una secuencia adecuada.

A titulo de otro ejemplo, un ADN gendémico y/o genoteca de ADNc puede construirse con el uso de ADN
cromosoémico o ARN mensajero del organismo que produce la enzima. Si se conoce la secuencia de aminoacidos
de la enzima, puede sintetizarse y utilizarse sondas oligonucleotidicas marcadas para identificar los clones que
codifican enzimas de la genoteca gendémica preparada a partir del organismo. Alternativamente, para identificar
clones que codifican enzimas se podria utilizar una sonda oligonucleotidica marcada que contiene secuencias
homélogas a otro gen de enzima conocido. En el Gltimo caso, se utilizan condiciones de hibridacién y lavado de
menor rigurosidad.

Alternativamente, los clones que codifican enzimas se podrian identificar insertando fragmentos de ADN genémico
en un vector de expresion, tal como un plasmido, transformando bacterias sin enzimas con la genoteca de ADN
genomica resultante, y después sembrando la bacteria transformada sobre placas con agar que contienen un
sustrato para enzimas (es decir, arabinoxilano), de manera que se puedan identificar los clones que expresan la
enzima.

En otra alternativa adicional, la secuencia nucleotidica que codifica la enzima puede prepararse sintéticamente con
métodos convencionales establecidos, por ejemplo el método de la fosforoamidita descrito por Beucage S.L. et al.,
(1981) Tetrahedron Letters 22, pag. 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., (1984) EMBO J. 3, pag.
801-805. En el método de la fosforoamidita, los oligonucledtidos se sintetizan, por ejemplo, en un sintetizador
automatico de ADN, se purifican, reasocian, ligan y clonan en vectores adecuados.

La secuencia nucleotidica puede ser de origen mixto genémico y sintético, de origen mixto sintético y de ADNc, o
de origen mixto genémico y de ADNc, preparada ligando fragmentos de origen sintético, genémico o de ADNc
(segln convenga) segun técnicas convencionales. Cada fragmento ligado corresponde a diversas partes de la
secuencia nucelotidica completa. La secuencia de ADN también puede prepararse por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo como se describe en la patente de US 4.683.202 o
en Saiki R K et al., (Science (1988) 239, pag. 487-491).

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

Se describen aqui secuencias de aminoacidos de enzimas que tienen las propiedades especificas como se definen
aqui.

Como se usa aqui, la expresion “secuencia de aminoacidos” es sinénimo del término “polipéptido” y/o del término
“proteina”. En algunos casos, la expresién “secuencia de aminoacidos” es sinénimo del término “péptido”. En
algunos casos, la expresion “secuencia de aminoacidos” es sinénimo del término “enzima”.

La secuencia de aminoédcidos puede prepararse/aislarse de una fuente adecuada, o puede obtenerse
sintéticamente, o puede prepararse con el uso de técnicas de ADN recombinante.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos relacionada con el alcance per se de la invencién, y comprendida
en ese alcance, no es una enzima nativa. En este sentido, la expresién “enzima nativa” se refiere a una enzima
completa que se encuentra en su ambiente nativo, expresada por su secuencia nucleotidica nativa.

IDENTIDAD DE SECUENCIAS U HOMOLOGIA DE SECUENCIAS

Se describe aqui el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia u homologia de secuencia
con la o las secuencias de aminoacidos de un polipéptido que tienen propiedades especificas definidas aqui, o de
cualquier secuencia nucleotidica que codifica tal polipéptido (mencionadas de aqui en adelante como una 0 mas
“secuencias homologas”). Aqui, el término "homéloga” se refiere a una entidad que tiene cierta homologia con las
secuencias de aminoacidos en cuestion y las secuencias nucleotidicas en cuestién. Aqui, el término “homologia”
puede equivaler a “identidad”.

Las secuencias de aminoacidos y/o secuencias nucleotidicas homélogas deberian proporcionar y/o codificar un
polipéptido que retiene la actividad funcional y/o mejora la actividad de la enzima.

En el presente contexto, en algunas realizaciones se considera que una secuencia homoéloga incluye una

secuencia de aminoacidos o una secuencia nucleotidica que puede ser al menos 97,7 % idéntica, preferiblemente
al menos 98 0 99 % idéntica a la secuencia en cuestién.
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En algunas realizaciones, se considera que una secuencia homologa incluye una secuencia de aminoacidos o una
secuencia nucleotidica que puede ser al menos 85 % idéntica, preferiblemente al menos 90 o0 95 % idéntica a la
secuencia en cuestion.

Tipicamente, las secuencias homoélogas comprenden los mismos sitios activos, etc. que la secuencia de
aminoacidos en cuestion. Aunque la homologia también puede considerarse en términos de similitud (es decir,
restos de aminoacidos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de la presente
invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencias.

En una realizacion, se considera que una secuencia homoéloga incluye una secuencia de aminoacidos o una
secuencia nucleotidica que tiene una o varias adiciones, deleciones y/o sustituciones en comparacién con la
secuencia en cuestion.

En el presente contexto, “la secuencia en cuestién” se refiere a la secuencia nucleotidica o secuencia de
polipéptido/aminoacidos segun la invencién.

Preferiblemente, el % de identidad de secuencia con respecto a una secuencia polipeptidica se determina mediante
el uso de SEQ ID No. 1 como secuencia en cuestiéon en un alineamiento de secuencias. En una realizacion, la
secuencia polipeptidica en cuestion se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ
ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5.

Preferiblemente, el % de identidad de secuencia con respecto a una secuencia nucleotidica se determina mediante
el uso de SEQ ID No. 2 como secuencia en cuestién en el alineamiento de secuencias. En una realizaciéon, la
secuencia en cuestion para las secuencias nucleotidicas se puede seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID
No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No.
32 0 SEQ ID No. 33.

Un “acido nucleico parental” o “aminoacido parental” significa una secuencia de acidos nucleicos o una secuencia
de aminoacidos, codificante o que codifica el polipéptido parental, respectivamente.

Se describe aqui una proteina cuya secuencia de aminoacidos se representa aqui o una proteina derivada de esta
proteina (parental) por sustitucion, delecion o adicion de uno o varios aminoacidos, tal como 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9
aminoacidos, o0 mas aminodacidos, tal como 10 0 mas de 10 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la
proteina parental y que tiene la actividad de la proteina parental.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoécidos se determina en al menos
20 aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos 30 aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos
40 aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos 50 aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos
60 aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos 100 aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos
200 aminoacidos contiguos.

Se describe aqui una secuencia de acido nucleico (0 gen) que codifica una proteina cuya secuencia de
aminoacidos se representa aqui o que codifica una proteina derivada de esta proteina (parental} por sustitucion,
delecién o adicién de uno o varios aminodacidos, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 aminoacidos, 0 mas aminoacidos, tal
como 10 o mas de 10 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina parental y que tiene la actividad
de la proteina parental.

En el presente contexto, en una realizacién se considera que una secuencia homologa o secuencia foranea incluye
una secuencia nucleotidica que puede ser al menos 97,7 % idéntica, preferiblemente al menos 98 o 99 % idéntica,
a una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido de la presente invencion (la secuencia en cuestion).

En otra realizacion, se considera que una secuencia homologa incluye una secuencia nucleotidica que puede ser
al menos 85 % idéntica, preferiblemente al menos 90 0 95 % idéntica a una secuencia nucleotidica que codifica un
polipéptido de la presente invencién (la secuencia en cuestién).

Tipicamente, los homélogos comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos, etc. que la
secuencia en cuestion. Aunque la homologia también puede considerarse en términos de similitud (es decir, restos
de aminoacidos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de la presente invencién se
prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencias.

Las comparaciones de homologia se pueden realizar a simple vista, 0 mas habitualmente, con la ayuda de
programas de comparacién de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles
comercialmente pueden calcular el % de homologia o el % de identidad entre dos o mas secuencias.

El % de homologia o % de identidad puede calcularse en secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea
con la otra secuencia, y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido
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correspondiente en la otra secuencia, un resto por vez. Esto se denomina alineamiento “sin espacios”. Tipicamente,
tales alineamientos sin espacios se realizan Unicamente en un nimero relativamente bajo de restos.

Aunque este método es muy simple y consistente, fracasa al tomar en consideracién que, por ejemplo, en un par
de secuencias idénticas, una inserciéon o una delecién haran que los siguientes restos de aminoacidos estén fuera
de alineamiento, y esto dara como resultado, potencialmente, una gran reduccién en el % de homologia 0 % de
identidad cuando se realiza un alineamiento global. Consecuentemente, la mayoria de los métodos de
comparacién de secuencias estan disefiados para producir alineamientos 6ptimos que tienen en cuenta las
posibles inserciones y deleciones sin penalizar indebidamente la puntuacién de homologia total. Esto se logra al
insertar "espacios” en el alineamiento de secuencias, para tratar de maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones por espacios” a cada espacio que se produce
en el alineamiento, de manera que, para la misma cantidad de aminoacidos idénticos, un alineamiento de
secuencias con la cantidad menor de espacios posible -que refleja una relacién mayor entre las dos secuencias
comparadas- alcanza una puntuacién mas alta que un alineamiento con muchos espacios. Tipicamente, se utiliza
“costes de espacios afines”, que cargan un coste relativamente alto por la existencia de un espacio y una
penalizacién menor por cada resto posterior en el espacio. Este es el sistema de puntuacion de espacios utilizado
mas comunmente. Por supuesto, las penalizaciones por espacios altas producen alineamientos optimizados con
menos espacios. La mayoria de los programas de alineamiento permiten modificar las penalizaciones por espacios.
Sin embargo, se prefiere utilizar los valores predeterminados cuando se utiliza un programa para comparaciones
de secuencias.

Por lo tanto, el calculo del % de homologia 0 % de identidad maximo requiere, en primer lugar, la produccién de
un alineamiento 6ptimo, que tiene en cuenta las penalizaciones por espacios. Un programa informatico adecuado
para llevar a cabo tal alineamiento es el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de programas Utiles que
pueden realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST (véase Ausubel et
al.1999 Short Protocols in Molecular Biology, 4.2 ed - capitulo 18), BLAST 2 (véase FEMS Microbiol Lett 1999
174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1). 187-8 y tatiana@ncbi.nim.nih.gov), FASTA (Altschul et al 1990
J. Mol. Biol. 403-410) y AlignX, por ejemplo. Al menos BLAST, BLAST 2 y FASTA estan disponibles para busquedas
fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al 1999, paginas 7-58 a 7-60), tal como por ejemplo en la herramienta
de busqueda GenomeQuest (www.genomequest.com).

Aunque el % de homologia o % de identidad final se pueden determinar en términos de identidad, el procedimiento
de alineamiento en si no esta basado tipicamente en una comparacion de pares de todo o nada. En cambio, se
usa generalmente una matriz graduada de puntuaciones de similitud, que asigna puntuaciones a cada comparacién
de pares en funcién de la similitud quimica o distancia evolutiva. Un ejemplo de tal matriz que se utiliza cominmente
es la matriz BLOSUMS62 - la matriz predeterminada para el paquete integrado de programas BLAST. Los programas
Vector NTI utilizan generalmente los valores predeterminados publicos o una tabla de comparacién de simbolos
personalizados, si se proporciona (véase el manual del usuario para mas detalles). Para algunas aplicaciones, se
prefiere utilizar los valores predeterminados para el paquete Vector NTI.

Alternativamente, el porcentaje de homologia puede calcularse con el uso de la funcién de alineamientos mdltiples
en Vector NTI (Invitrogen Corp.), basada en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988},
Gene 73(1), 237-244).

Una vez que el programa ha producido un alineamiento 6ptimo, es posible calcular el % de homologia,
preferiblemente el % de identidad de secuencias. El programa hace esto tipicamente como parte de la comparacion
de secuencias, y genera un resultado numérico.

Si se utilizan las penalizaciones por espacios al determinar la identidad de secuencias, entonces se utilizan
preferiblemente los siguientes parametros para el alineamiento de pares:

\PARA BLAST 3

| APERTURA DE ESPACIO 9
\EXTENSION DE ESPACIO 2

\PARA CLUSTAL : \PROTEINA

‘Matriz ponderal ' Gonnet 250
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En una realizacién, CLUSTAL se puede utilizar con el conjunto de penalizacién por espacio y extensioén del espacio
como se definié anteriormente.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica o secuencia proteica se
determina en al menos 20 nucleétidos/aminodcidos contiguos, preferiblemente en al menos 30
nucleétidos/aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos 40 nucleétidos/aminoacidos contiguos,
preferiblemente en al menos 50 nucleétidos/aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos 60
nucleétidos/aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos 100 nucleétidos/aminoacidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica se determina en al menos 100
nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 200 nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 300
nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 400 nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 500
nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 600 nucleédtidos contiguos, preferiblemente en al menos 700
nucleétidos contiguos, preferiblemente en al menos 800 nucleétidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica puede determinarse sobre la
secuencia completa que se ilustra aqui.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica puede determinarse sobre la
secuencia completa que se ilustra aqui como la secuencia madura, por ejemplo SEQ ID No. 2 0 SEQ ID No. 24 o
SEQ ID No. 25 0 SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 32 0 SEQ ID No. 33.
Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia nucleotidica puede determinarse sobre la
secuencia completa que se ilustra aqui como SEQ ID No. 2.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia proteica (aminoacidos) se determina en al
menos 100 aminoacidos contiguos, preferiblemente en al menos 200 aminoacidos contiguos, preferiblemente en
al menos 300 aminoacidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminodacidos o proteica se puede
determinar sobre la secuencia completa que se ilustra aqui.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos o proteica se puede
determinar sobre la secuencia completa que se ilustra aqui como la secuencia madura, por ejemplo SEQ ID No.
1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, o SEQ ID No. 5. Adecuadamente,
el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos o proteica se puede determinar sobre la
secuencia completa que se ilustra aqui como SEQ ID No. 1.

En el presente contexto, la expresidn “secuencia de consulta” significa una secuencia homéloga o una secuencia
foranea, que se alinea con una secuencia en cuestion con el fin de ver si esta dentro del alcance de la presente
invencién. Consecuentemente, tal secuencia de consulta puede ser, por ejemplo, una secuencia de la técnica
anterior 0 una tercera secuencia.

En una realizacién preferida, las secuencias se alinean con un programa de alineamiento global, y la identidad de
secuencias se calcula al identificar el niUmero de coincidencias exactas identificadas por el programa dividido entre
la longitud de la secuencia en cuestién.

En una realizacién, el grado de identidad de secuencias entre una secuencia de consulta y una secuencia en
cuestion se determina 1) alineando las dos secuencias con cualquier programa de alineamiento adecuado usando
la matriz de puntuacion predeterminada y la penalizacién por espacio predeterminada, 2) identificando la cantidad
de coincidencias exactas, en el que una coincidencia exacta consiste en la identificacién por el programa de
alineamiento de un aminoacido o un nucleétido idénticos en las dos secuencias alineadas en una posicion dada
en el alineamiento, y 3) dividiendo el nimero de coincidencias exactas entre la longitud de la secuencia en cuestion.

En aun otra realizacién preferida, el programa de alineamiento global se selecciona del grupo que consiste en
CLUSTAL y BLAST (preferiblemente BLAST), y la identidad de secuencia se calcula al identificar el nimero de
coincidencias exactas identificadas por el programa dividido entre la longitud de la secuencia en cuestion.

Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de restos de aminoacidos que dan
como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones deliberadas de aminoacidos pueden
realizarse en funcion de la similitud en polaridad, carga, solubilidad, caracter hidréfobo, caracter hidréfilo, y/o
naturaleza anfipatica de los restos. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico
y acido glutamico; los aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos
de cabeza polares no cargados que tienen valores similares de hidrofilia incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina,
alanina, asparragina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina, y tirosina.
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Las sustituciones conservativas pueden llevarse a cabo, por ejemplo, segun |a tabla méas abajo. Los aminoacidos
en el mismo bloque en la segunda columna, y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna, pueden
sustituirse entre si:

\ALIFATICO No polar ‘GAP

Polar - no cargado C STM

Polar - cargado D E

AROMATICO HFWY

La presente invencion también abarca la sustitucién homéloga (“sustitucién” y “reemplazo” se utilizan aqui para
indicar el intercambio de un resto de aminoacido existente por un resto alternativo) que puede ocurrir, es decir, la
sustitucion de igual a igual, tal como basico por basico, acido por acido, polar por polar, etc. También puede ocurrir
la sustitucion no homologa, es decir, de una clase de resto por otro, o alternativamente, que implica la inclusién de
aminoacidos no naturales, tales como ornitina (en lo sucesivo mencionada como Z), &cido diaminobutirico ornitina
(en lo sucesivo mencionada como B), norleucina ornitina (en lo sucesivo mencionada como O), pirilalanina,
tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos también pueden realizarse con aminoacidos no naturales, que incluyen aminoacidos alfa* y
alfadisustituidos*®, N-alquil aminoacidos*, acido lactico*, derivados haluro de aminoacidos naturales, tales como
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-I-fenilalanina*, L-alil-glicina*, B-alanina®, acido L-a-
aminobutirico*, acido L-y-amino butirico*, acido L-a-amino isobutirico*, acido L-e-amino caproico®, acido 7-amino
heptanoico*, L-metionina sulfona®, L-norleucina*, L-norvalina*, p-nitro-L-fenilalanina*, L-hidroxiprolina®, L-
tioprolina*, derivados metilicos de fenilalanina (Phe), tales como 4-metil-Phe*, pentametil-Phe*, L-Phe (4-amino)¥,
L-Tyr (metilo)*, L-Phe (4-isopropilo)*, L-Tic (acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilo)*, acido L-
diaminopropionico* y L-Phe (4-bencilo)*. La notacién * se ha utilizado con el fin de la descripcién anterior (en
relacién con la sustitucién homéloga o no homéloga) para indicar la naturaleza hidréfoba del derivado, en tanto
que # se ha utilizado para indicar la naturaleza hidréfila del derivado; #* indica caracteristicas anfipaticas.

Las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse
entre cualquier par de restos de aminoacidos de la secuencia, incluyendo grupos alquilo, tales como grupos metilo,
etilo o propilo, ademas de los espaciadores de aminoacidos tales como restos de glicina o de B-alanina. Los
expertos en la técnica comprenderan bien una forma adicional de variacién que implica la presencia de uno o méas
restos de aminoacidos en forma peptoide. Para evitar dudas, “la forma peptoide” se utiliza para referirse a restos
de aminodcidos variantes, en los que el grupo sustituyente del carbono a se encuentra en el atomo de nitrégeno
del resto en lugar de en el carbono a. Los procedimientos para preparar péptidos en la forma peptoide son
conocidos en la técnica, por ejemplo Simon RJ et al., PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends
Biotechnol. (1995) 13(4), 132-134.

La xilanasa para uso como se describe aqui puede comprender una secuencia polipeptidica que se muestra como
SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, o SEQ ID No. 21 con una sustituciéon conservativa
de al menos uno de los aminoacidos.

Adecuadamente, puede haber al menos 2 sustituciones conservativas, tales como al menos 3 o0 al menos 4 o al
menos 5.

Adecuadamente, puede haber menos de 15 sustituciones conservativas, tales como menos de 12, menos de 10,
o0 menos de 8 o menos de 5 sustituciones conservativas.

Las secuencias nucleotidicas para uso como se describe aqui pueden incluir en ellas nucleétidos sintéticos o
modificados. En la técnica se conocen varios tipos distintos de modificaciones de oligonucleétidos. Estos incluyen
cadenas principales de metilfosfonato y fosforotioato, y/o la adicién de cadenas de acridina o polilisina en los
extremos 3' y/o 5' de la molécula. Para los fines de la presente invencion, debe entenderse que las secuencias
nucleotidicas descritas aqui pueden modificarse con cualquier método disponible en la técnica. Estas
modificaciones pueden llevarse a cabo con el fin de mejorar la actividad in vivo o la vida 0til de las secuencias
nucleotidicas como se describen aqui.

Se describe aqui el uso de secuencias nucleotidicas que son complementarias a las secuencias presentadas aqui,
0 a cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. Si la secuencia es complementaria a un fragmento

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 983 563 T3

de la misma, entonces esa secuencia se puede utilizar como sonda para identificar secuencias codificantes
similares en otros organismos, etc.

Los polinucleétidos que no son 100 % homélogos a las secuencias como se describen aqui, pero que se
encuentran dentro del alcance de la presente invencién, pueden obtenerse de distintas maneras. Otras variantes
de las secuencias como se describen aqui pueden obtenerse, por ejemplo, sondando genotecas de ADN que se
obtienen a partir de una variedad de individuos, por ejemplo individuos de distintas poblaciones. Adicionalmente,
es posible obtener otros homoélogos, y en general tales homdlogos y fragmentos de estos tendran la capacidad de
hibridarse selectivamente con las secuencias que se muestran en la lista de secuencias aqui. Tales secuencias
pueden obtenerse sondando las genotecas de ADNc elaboradas o genotecas de ADN de otras especies animales,
y sondando tales genotecas con sondas que comprenden toda o parte de cualquiera de las secuencias en las listas
de secuencias adjuntas en condiciones de rigurosidad media a alta. Consideraciones similares se aplican para
obtener especies homélogas y variantes alélicas de las secuencias polipeptidicas o nucleotidicas como se
describen aqui.

También es posible obtener variantes y homoélogos de cepa/especie con el uso de PCR con cebadores
degenerados disefiados para dirigir las secuencias dentro de las variantes y homélogos que codifican secuencias
de aminoacidos conservadas dentro de las secuencias como se describen aqui. Las secuencias conservadas
pueden predecirse, por gjemplo, al alinear las secuencias de aminoacidos de multiples variantes/homélogos. Los
alineamientos de secuencia pueden realizarse con el uso de programas informaticos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, se usa ampliamente el programa GCG Wisconsin PileUp.

Los cebadores utilizados en la PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas, y se usaran en
condiciones de rigurosidad menor en comparacién con las condiciones utilizadas para clonar secuencias con
cebadores de secuencias individuales contra secuencias conocidas.

Alternativamente, tales polinucleétidos pueden obtenerse mediante mutagénesis dirigida al sitio de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser Util cuando, por ejemplo, se requieren cambios silenciosos de secuencias de
codones para optimizar las preferencias codénicas para una célula hospedadora particular en la que se expresan
las secuencias polinucleotidicas. Pueden desearse otros cambios de secuencia para introducir sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccién o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por
los polinucledtidos.

Los polinucledtidos (secuencias nucleotidicas) como se describen aqui se pueden utilizar para producir un cebador,
por ejemplo un cebador de PCR, un cebador para una reaccién de amplificacion alternativa, una sonda, por ejemplo
marcada con un marcador revelador por medios convencionales usando marcadores radiactivos o no radiactivos,
o los polinucleétidos pueden clonarse en vectores. Tales cebadores, sondas y otros fragmentos tienen al menos
15, preferiblemente al menos 20, por ejemplo al menos 25, 30 o 40 nucledtidos de longitud, y también estén
englobados en el término polinucleétidos de la presente invencidon como se usa aqui.

Los polinucledtidos, tales como los polinucleodtidos y sondas de ADN como se describen aqui, pueden producirse
de manera recombinante, sintética, o por cualquier método disponible para los expertos en la técnica. Ademas,
pueden clonarse mediante técnicas convencionales.

Generalmente, los cebadores se producen por medios sintéticos, que implican una elaboracién gradual de la
secuencia de acido nucleico deseada, un nucleétido por vez. Las técnicas para lograr esto mediante el uso de
técnicas automatizadas estan facilmente disponibles en la técnica.

Generalmente, los polinucleétidos mas largos se produciran con el uso de medios recombinantes, por ejemplo con
el uso de técnicas de clonacion por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Los cebadores pueden disefiarse
para contener sitios de restriccién de reconocimiento de enzimas adecuados, de manera que el ADN amplificado
se pueda clonar en un vector de clonacién adecuado.

NUMERACION DE AMINOACIDOS

En la presente invencién, puede emplearse una numeracion especifica de posiciones de restos de aminoacidos
en las xilanasa utilizadas en la presente invencion. Mediante el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
las xilanasas de la muestra con la xilanasa de la presente invencion (particularmente SEQ ID No. 1), es posible
asignar un numero a una posicién de restos de aminoacido en la xilanasa de la muestra que corresponde a la
posicion de restos de aminoacido o la numeracién de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 1 de
la presente invencion.

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 983 563 T3

HIBRIDACION

Se describen aqui secuencias que son complementarias a las secuencias de acido nucleico como se describen
aqui, o secuencias que tienen la capacidad de hibridarse ya sea con las secuencias como se describen aqui o con
secuencias complementarias a estas.

El término “hibridacién”, como se usa aqui, incluirg “el proceso por el cual una cadena de acido nucleico se une a
una cadena complementaria por medio de emparejamiento de bases”, asi como el proceso de amplificacion como
se lleva a cabo en las tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se describen aqui el uso de secuencias nucleotidicas que tienen la capacidad de hibridarse con las secuencias
que son complementarias a las secuencias presentadas aqui o cualquier fragmento o derivado de las mismas.

El término “variante” abarca también secuencias que son complementarias a secuencias que tienen la capacidad
de hibridarse a las secuencias nucleotidicas presentadas aqui.

Preferiblemente, el término “variante” abarca secuencias que son complementarias a las secuencias que son
capaces de hibridarse en condiciones rigurosas (por ejemplo, 50 °C y 0,2xSSC {1xSSC = NaCl 0,15 M, citrato de
Na3 0,015 M, pH 7,0}) con las secuencias nucleotidicas presentadas aqui.

Mas preferiblemente, el término “variante” abarca secuencias que son complementarias a las secuencias que son
capaces de hibridarse en condiciones muy rigurosas (por ejemplo, 65 °C y 0,1xSSC {1xSSC = NaCl 0,15 M, citrato
de Nasz 0,015 M, pH 7,0}) con las secuencias nucleotidicas presentadas aqui.

Se describen aqui secuencias nucleotidicas que pueden hibridarse con las secuencias nucleotidicas como se
describen aqui (que incluyen secuencias complementarias a las presentadas aqui).

Se describen aqui secuencias nucleotidicas que son complementarias a las secuencias que pueden hibridarse con
las secuencias nucleotidicas como se describen aqui (que incluyen secuencias complementarias a las presentadas
aqui).

Preferiblemente, la hibridacion se analiza sobre la totalidad de las secuencias que se ilustran aqui.
EXPRESION DE ENZIMAS

La secuencia nucleotidica como se describe aqui se puede incorporar a un vector replicable recombinante. El
vector se puede utilizar para replicar y expresar la secuencia nucleotidica, en forma de proteina/enzima, en y/o a
partir de una célula hospedadora compatible.

La expresion se puede controlar con el uso de secuencias de control, por ejemplo secuencias reguladoras.

La proteina producida por una célula recombinante hospedadora por la expresién de la secuencia nucleotidica se
puede segregar o puede estar contenida intracelularmente, segun la secuencia y/o vector que se use. Las
secuencias codificantes se pueden disefiar con secuencias sefial que dirigen la secrecion de las secuencias
codificantes de la sustancia a través de una membrana de célula procariota o eucariota determinada.

VECTOR DE EXPRESION
La expresion “vector de expresion” se refiere a un constructo con la capacidad de expresién in vivo o in vitro.

Preferiblemente, el vector de expresion se incorpora al genoma de un organismo hospedante adecuado. El término
“incorporado” incluye preferiblemente la incorporacién estable en el genoma.

La secuencia nucleotidica como se describe aqui puede estar presente en un vector en el cual la secuencia
nucleotidica se une operativamente a secuencias reguladoras capaces de proporcionar la expresién de la
secuencia nucleotidica por medio de un organismo hospedante adecuado.

Los vectores como se describen aqui se pueden transformar en una célula hospedadora adecuada como se
describe mas adelante, para proporcionar la expresion de un polipéptido como se describe aqui.

La eleccion del vector, por ejemplo un plasmido, césmido o un vector del fago, dependera a menudo de la célula
hospedadora en la cual se va a introducir.

Los vectores como se describen aqui pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables, tal como un
gen que confiere resistencia a antibidticos, por ejemplo resistencia a la ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o
tetraciclina. Alternativamente, la seleccién se puede realizar por cotransformacién (como se describe en el
documento WO 91/17243).
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Los vectores se pueden utilizar in vitro, por ejemplo para la produccién de ARN, o para transfectar, transformar,
transducir o infectar una célula hospedadora.

Se describe aqui un método para obtener secuencias nucleotidicas como se describen aqui introduciendo una
secuencia nucleotidica como se describe aqui en un vector replicable, la introduciendo el vector en una célula
hospedadora compatible, y haciendo crecer la célula hospedadora en condiciones que dan lugar a la replicacién
del vector.

El vector puede comprender ademas una secuencia nucleotidica que permite al vector replicarse en la célula
hospedadora en cuestién. Los ejemplos de tales secuencias son los origenes de replicacion de los plasmidos
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

SECUENCIAS REGULADORAS

En algunas aplicaciones, la secuencia nucleotidica como se describe aqui se une operativamente a una secuencia
reguladora capaz de proporcionar la expresion de la secuencia nucleotidica, tal como por medio de la célula
hospedadora escogida. Se describe aqui un vector que comprende la secuencia nucleotidica como se describe
aqui unida operativamente a esa secuencia reguladora, es decir, el vector es un vector de expresion.

La expresioén “unida operativamente” se refiere a una yuxtaposicién en la que los componentes descritos estan en
una relacién que les permite funcionar en su forma prevista. Una secuencia reguladora “unida operativamente” a
una secuencia codificante esta ligada de tal manera que la expresién de la secuencia codificante se logra bajo
condiciones compatibles con las secuencias control.

La expresion “secuencias reguladoras” incluye promotores y potenciadores y otras sefiales de regulacion de la
expresion.

El término “promotor” se utiliza en el sentido normal de la técnica, por ejemplo un sitio de unién de la ARN-
polimerasa.

La expresion mejorada de la secuencia nucleotidica como se describe aqui que codifica la enzima de la presente
invencion puede lograrse también por la seleccion de regiones reguladoras heterblogas, por ejemplo regiones
promotoras, lider de secrecion y terminadoras.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica como se describe aqui se une operativamente a al menos un promotor.
Incluso se pueden utilizar otros promotores para dirigir la expresién del polipéptido como se describe aqui.

Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia nucleotidica en un hospedante
bacteriano, fungico o de levadura son muy conocidos en la técnica.

El promotor puede incluir ademas caracteristicas para asegurar o aumentar la expresién en un hospedante
adecuado. Por ejemplo, las caracteristicas pueden ser regiones conservadas, tales como una caja de Pribnow o
una caja TATA.

CONSTRUCTOS
El término “constructo”, que es sinénimo de términos tales como “producto conjugado”, “casete” e “hibrido”, incluye
una secuencia nucleotidica como se describe aqui unida directa o indirectamente a un promotor.

Un ejemplo de unién indirecta es la provisién de un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia intronica,
tal como el intron Sh1 o el intrén ADH, entre el promotor y la secuencia nucleotidica como se describe aqui. Lo
mismo es valido para el término “fusionada” con respecto a la presente invencioén, que incluye una unién directa o
indirecta. En algunos casos, los términos no incluyen la combinacién natural de la secuencia nucleotidica que
codifica la proteina asociada normalmente con el promotor del gen de tipo salvaje y cuando ambos se encuentran
en su ambiente natural.

El constructo puede incluso contener o expresar un marcador que permite la seleccién del constructo genético.

Para algunas aplicaciones, el constructo como se describe aqui comprende preferiblemente al menos la secuencia
nucleotidica como se describe aqui unida operativamente a un promotor.
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CELULAS HOSPEDADORAS

La expresién “célula hospedadora” como se describe aqui incluye cualquier célula que comprende la secuencia
nucleotidica o un vector de expresion como se describié anteriormente, y que se utiliza en la produccién
recombinante de una proteina que tiene las propiedades especificas como se definen aqui.

En una realizacién, el organismo es un hospedante de expresion.

Se describen aqui células hospedadoras transformadas o transfectadas con una secuencia nucleotidica que
expresa la proteina como se describe aqui. Las células se escogeran para ser compatibles con dicho vector, y
pueden ser por ejemplo células procariotas (por ejemplo, bacterianas), fingicas o de levadura.

Ejemplos de organismos hospedantes bacterianos adecuados son especies bacterianas grampositivas o
gramnegativas.

Como se describe aqui, las xilanasas que se ilustran aqui se expresan en el hospedante de expresién Trichoderma
reesei.

Como se describe aqui, el hospedante de expresion para las xilanasas que se ilustran aqui puede ser uno o mas
de los siguientes hospedantes de expresion flungica: Fusarium spp. (tal como Fusarium oxysporum), Aspergillus
spp. (tal como Aspergillus niger, A. oryzae, A. nidulans, o A. awamoriy o Trichoderma spp. (tal como T. reesei).

Como se describe aqui, el hospedante de expresiéon puede ser uno o mas de los siguientes hospedantes de
expresion bacteriana: Streptomyces spp. 0 Bacillus spp. (por ejemplo Bacillus subtilis o B. licheniformis).

El uso de células hospedadoras adecuadas, tales como células hospedadoras de levadura y flngicas, puede
proporcionar las modificaciones posteriores a la traduccion (por ejemplo, miristoilacion, glicosilacién, truncamiento,
lipidacion y fosforilacion de tirosina, serina o treonina) segln sea necesario para conferir una actividad biolégica
optima a los productos de expresion recombinante como se describen aqui.

ORGANISMO

El término “organismo”, en relacioén con la presente invencién, incluye cualquier organismo que podria comprender
la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido como se describe aqui y/o productos obtenidos a partir de alli,
y/o en la que un promotor puede permitir la expresion de la secuencia nucleotidica como se describe aqui cuando
esté presente en el organismo.

En una realizacién, el organismo es un hospedante de expresion.
Los organismos adecuados pueden incluir un procariota, hongo, levadura o una planta.

La expresion “organismo transgénico”, en relacion con la presente invencién, incluye cualquier organismo que
comprende la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido como se describe aqui y/o los productos obtenidos
de alli, y/o en la que un promotor puede permitir la expresion de la secuencia nucleotidica como se describe aqui
dentro del organismo. Preferiblemente, la secuencia nucleotidica se incorpora al genoma del organismo.

La expresién “organismo transgénico” no abarca las secuencias codificantes nucleotidicas nativas en su ambiente
natural cuando se encuentran bajo el control de su promotor nativo que también esta en su entorno natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico como se describe aqui incluye un organismo que comprende una cualquiera
de, o combinaciones de, la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido como se describe aqui, constructos
como se describen aqui, vectores como se describen aqui, plasmidos como se describe aqui, células como se
describen aqui, tejidos como se describen aqui, o los productos de los mismos.

Por ejemplo, el organismo transgénico también puede comprender la secuencia nucleotidica que codifica el
polipéptido como se describe aqui bajo el control de un promotor heterélogo.

TRANSFORMACION DE CELULAS/ORGANISMOS HOSPEDADORES

Como se indicé anteriormente, el organismo hospedante puede ser un organismo procariota 0 un organismo
eucariota. Los ejemplos de hospedantes procariotas adecuados incluyen E. coli, Streptomyces spp. y Bacillus spp.,
por efjemplo, Bacillus subtilis.

Las ensefianzas sobre la transformacién de hospedantes procariotas estan bien documentadas en la técnica, por
ejemplo véase Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.2 edicién, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Cuando se utiliza un hospedante procariota, puede ser necesario modificar adecuadamente la
secuencia nucleotidica antes de la transformacion, tal como mediante la eliminacién de intrones.
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Las células de hongos filamentosos pueden transformarse mediante el uso de diversos métodos conocidos en la
técnica, tales como un procedimiento que implica la formacién de protoplastos y la transformacién de los
protoplastos seguido de la regeneracién de la pared celular de una manera conocida. El uso de Aspergillus como
microorganismo hospedante se describe en el documento EP 0238023.

La transformacién de procariotas, hongos y levaduras es muy conocida generalmente para un experto en la técnica.

Un organismo hospedante puede ser un hongo, tal como un moho. Los ejemplos de tales hospedantes adecuados
incluyen cualquier miembro que pertenezca a los géneros Trichoderma (por ejemplo, T. reesei), Thermomyces,
Acremonium, Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Neurospora, y similares.

Como se describe aqui, el organismo hospedante puede ser un hongo. Como se describe aqui, el organismo
hospedante pertenece al género Trichoderma, por ejemplo T. reesei).

CULTIVO Y PRODUCCION

Las células hospedadoras transformadas con la secuencia nucleotidica como se describe aqui se pueden cultivar
en condiciones que llevan a la produccién del polipéptido codificado y que facilitan la recuperacion del polipéptido
de las células y/o el medio de cultivo.

El medio utilizado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para hacer que la
célula hospedadora en cuestion crezca y para obtener la expresién del polipéptido.

La proteina producida por una célula recombinante puede exhibirse en la superficie de la célula.

La proteina puede segregarse de las células hospedadoras y recuperarse adecuadamente del medio de cultivo
con el uso de procedimientos muy conocidos.

SECRECION

Frecuentemente, se desea que la proteina se segrege del hospedante de expresion al medio de cultivo desde
donde la proteina puede recuperarse con mas facilidad. Segun la presente invencién, la secuencia lider de
secrecion puede seleccionarse en funcién de un hospedante de expresién deseado. Las secuencias sefial hibridas
también se pueden utilizar en el contexto de la presente invencion.

APLICACION A GRAN ESCALA

En una realizacién preferida de la presente invencién, la secuencia de aminoacidos se utiliza para aplicaciones a
gran escala.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos se produce en una cantidad de 1 g por litro a alrededor de 100 g por
litro del volumen de cultivo celular total después del cultivo del organismo hospedante.

De manera conveniente, la secuencia de aminoécidos puede producirse en una cantidad de 30 g por litro a
alrededor de 90 g por litro de volumen de cultivo celular total después del cultivo del organismo hospedante.

TECNICAS GENERALES DE LA METODOLOGIA DE ADN RECOMBINANTE

La presente invencién emplea, a menos que se indique de cualquier otra manera, técnicas convencionales de
quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de las capacidades
de un experto en la técnica. Tales técnicas se explican en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, J. Sambrook, E. F.
Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién, Volimenes 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periédicos; Current Protocols in Molecular
Biology, cap. 9, 13,y 16, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, DNA Isolation
and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A
Practical Approach, Irl Press; y, D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part
A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press.

La invencién se describira ahora, a modo de ejemplo Unicamente, con referencia a las siguientes Figuras y
Ejemplos.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Materiales y métodos
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Plasmido y construccion de la genoteca

Una secuencia de ADN que contiene la regién codificante para la xilanasa 4 (la familia GH10) del hongo filamentoso
Fusarium verticilloides, FveXyn4, se amplificé a partir del ADN gendmico con los cebadores especificos del gen
extendido con los sitios attB1 y attB2 para permitir la clonacion por recombinacion Gateway® BP en el vector
pDonor221 (Invitrogen, EE. UU.). El plasmido pEntry-FveXyn4, como se muestra en la Figura 20, se us6 por los
proveedores BaseClear (Paises Bajos) y Geneart GmH (Alemania) como molde para la construccién de genotecas
combinatorias.

Las variantes de FveXyn4 se generaron ya sea como genotecas combinatorias o por introducciéon de mutaciones
especificas, y se disefiaron para incluir cantidades y combinaciones diferentes de las mutaciones presentadas en
la Tabla 1. Las variantes A, B, C, D y E y las variantes del Ejemplo 12 se incluyeron en estas variantes.

Las variantes combinatorias se generaron por medio de una técnica de recombinacion Gateway® (Invitrogen, EE.
UU.} con el vector de destino pTTTpyr2 (Figura 21). Los plasmidos de expresion resultantes pTTTpyr2-
FveXyn4_VAR que expresan Xyn4 con diferentes mutaciones se amplificaron en la cepa DH5a de Escherichia coli,
se purificaron, se secuenciaron, y se dispusieron individualmente en 96 MTP, y se usaron para la transformacioén
fingica como se describe mas adelante. El vector de expresion contiene las regiones del terminador y del promotor
cbhl de T. reesei, que permiten una expresién inducible fuerte de un gen de interés, los marcadores selectivos
amdS de Aspergillus nidulansy pyr2 de T. reesei, que confieren crecimiento de transformantes en un medio minimo
con acetamida en ausencia de uridina. Los plasmidos se mantienen autbnomamente en la célula fungica debido a
las regiones teloméricas derivadas de T. reesei. El uso de plasmidos replicativos produce frecuencias
incrementadas de transformacion, y elude los problemas de la expresién dependiente del locus observados con la
transformacion integrativa fangica.

Las mutaciones especificas se introdujeron en la secuencia genémica de la xilanasa Xyn4 de Fusarium
verticilloides por medio de sintesis génica de novo (GeneArt GmbH, Alemania). Después, las variantes sintéticas
se clonaron por el proveedor en el vector de destino pTTT-pyr2 por medio de una técnica de recombinacion
Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.).

Cepas fungicas, medios de crecimiento y transformacion

Los plasmidos de expresién (5-10 ul) se transformaron mediante el uso del método de tratamiento de protoplastos
con PEG en una cepa de T. reesei en la que se suprimieron las celulasas principales y xilanasa 2 (Acbh? Acbh2
Aeglt Aegl? Aegl3 Aegld Aegls Aegl6 Abglt Amant1 Axyn2 Prdiv: iRNAxyn1 xyn3: amdS pyr2-). La reduccién
adicional del fondo de xilanasa 1 y 3 endégeno se logré ademas al introducir en el genoma de la cepa anfitriona
un casete de interferencia ARNI dirigido a apagar la expresién dexyn? y xyn3 simultaneamente. Todas las
transformaciones de alto rendimiento se llevaron a cabo roboticamente en un formato de MTP de 24 pocillos
mediante el uso de robots Biomek (Beckman Coulter, EE. UU.). Los plasmidos con variantes se recibieron de los
proveedores en las MTP de 96 pocillos dispuestas de acuerdo con un disefio predeterminado. Las mezclas de
transformacion que contenian aproximadamente 1 g de ADN y 5x 108 protoplastos en un volumen total de 50 pl
se trataron con 200 ul de solucién de PEG al 25 %, se diluyeron con 1 volumen de disolucién de sorbitol 1,2 M/Tris
10 mM, pH de 7,51 CaCl2 10 mM, se volvieron a disponer robéticamente en las MTP de 24 pocillos, y se mezclaron
con 1 ml de medio minimo de agarosa al 3 % que contenia sorbitol 1My NH4Cl 10 mM. Después del crecimiento
de los transformantes, las esporas de cada pocillo se agruparon y volvieron a colocar en MTP de 24 pocillos de
nueva aportacién con MM que contenia acetamida para una presién selectiva adicional. Una vez esporuladas, las
esporas se recolectaron y utilizaron para la inoculacién de cultivos liquidos ya sea en un formato MTP de 24 pocillos
0 en matraces de agitacion en el siguiente medio de produccion: 37 g/l glucosa, 1 g/l soforosa, 9 g/l aminoacidos,
10 g/l de (NH4)2S04, 5 ¢/l KH2POs4, 1 g/l CaClax2H20, 1 g/l MgSO4x7H20, 33 g/l acido 1,4-
piperazinbis(propanosulfénico), pH 5,5, 2,5 ml/l de 400X T. reesei, oligoelementos (175 g/l acido citrico, 200 g/l
FeS04x7H20, 16 g/l ZnS04x7H20, 3,2 g/l CuS04x5H:20, 1,4 g/l MnSO4xH20, 0,8 g/l acido borico). Se afiadi6 1
ml de medio para producir variantes en las MTP de 24 pocillos. Para los matraces de agitacion, se aumentaron
proporcionalmente los volimenes.

Las placas se cultivaron durante 6 dias a 28 °C y 80 % de humedad con agitacién a 200 rpm. Los sobrenadantes
del cultivo se recolectaron por filtracién a vacio y se utilizaron para analizar su rendimiento y el nivel de expresién.

Para la produccion a mayor escala, la fermentacién se realizé en un reactor autoclave de 6 litros con agitacién
continua. Los matraces de agitacién se inocularon con las esporas, y se incubaron con agitaciéon durante 3 dias a
28 °C en el siguiente medio de matraz de agitacion: 5 g/l (NH4)2SOa4, 4,5 g/l KH2POs4, 1 g/l MgSQ4x7H20, 14,4 g/l
acido citrico x1H20, 1 g/l CaCl2x2H20, 27,5 g/l glucosa, 1 gota de agente antiespumante (EROL DF 6000K). El pH
se ajusté con NaOH (2M) a 5,5, y el medio se coloco en el autoclave 20 minutos a 122 2C. Después de enfriar, se
afiadieron 2,5 ml/l de disolucién de oligoelementos para T. reesei 400X, (175 g/l de acido citrico, 200 g/l
FeS04x7H20, 16 g/l ZnS0O4x7H20, 3,2 g/l CuS04x5H20, 1,4 g/l MnSO4xH=20, 0,8 g/l acido bdrico). Las células
del matraz de agitacién se utilizaron para inocular el biorreactor que contenia el siguiente medio de biorreactor: 4,7
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g/l KH2PO4, 1 g/l MgSQax7H20, 4,3 g/l (NH4)2SO4, 45 g/l glucosa, 0,7 g/l CaCl2x2H20, 0,3 g/l agente antiespumante
(EROL DF 6000K), 2,5 ml/L de oligoelementos para T. reesei 400X (175 g/l acido citrico, 200 g/l FeSO4x7H20, 16
0/1ZnS0O4x7H20, 3,2 g/l CuS0O4x5H20, 1,4 g/l MnSO4xH20, 0,8 g/l acido bérico). La temperatura se control6 a 34
°C; el pH se controlé continuamente mediante adicion de hidroxido de amonio al 20 %. El oxigeno disuelto se
controlé a un minimo de saturacién de 40 % variando velocidad de agitacién. Se medié el diéxido de carbono
liberado y el contenido de oxigeno. Cuando se agoté la glucosa inicial, se inicié una alimentacién constante de
glucosalsoforosa. Al mismo tiempo, la temperatura se redujo hasta y se controlé a 28 °C; el pH se aumentd hasta
y se control6 a 4,5. La fermentacion finalizé después de 140 horas. Se extrajo el caldo del tanque, y las células se
separaron por filtracién. Después de separar las células, el producto filtrado se concentré por ultrafiltracion.
Finalmente, el producto concentrado se filtrd por esterilizacion y se utilizé para estudios de estabilidad del producto
peletizado.

MUESTRAS DE ENZIMAS

La actividad xilanasa de los sobrenadantes del cultivo de la MTP se determinaron mediante el uso del método para
medir la actividad xilanasa como se describe a continuacion. Los sobrenadantes del cultivo se diluyeron 20 y 130
veces en acetato de sodio 25 mM, NaCl 250 mM, pH 4,0. Se mezclaron 25 pl de una muestra de enzima diluida
con 150 pl de sustrato WE-AX al 0,5 %, pH 5,0, y se incub6 a 30 °C durante 15 min con agitacién. Después de la
incubacion, se mezclaron 45,4 pl de la muestra de reaccion con 135 pl de disolucion de trabajo de PAHBAH, y se
incubaron a 95 °C durante 5 min antes de enfriarse hasta 20 2C durante 10 s. Una muestra de 100 pl se transfirié
a un pocillo de una placa de microtitulacién, y la lectura de la placa se realizé a 410 nm.

La actividad se calculé como el promedio de tres réplicas tras restar un blanco que incluia acetato de sodio 25 mM,
NaCl 250 mM, pH 4,0, en lugar de la enzima. La concentracion de proteina de las muestras se calculé en funcién
de una curva patrén de FveXyn4 purificada (SEQ ID No. 1). Todas las muestras se diluyeron hasta 50 ppm en
acetato de sodio 25 mM, NaCl 250 mM, pH 4,0. Estas muestras normalizadas se utilizaron como disolucion de
partida enzimatica en los ensayos que se describen mas adelante.

La concentracion proteinica de la disolucién de partida enzimética se determiné por HPLC como se describe mas
adelante.

La actividad xilanasa de productos concentrados esterilizados por filtraciéon de la produccién a gran escala se midio
con el siguiente ensayo de actividad. Se pesaron 0,5 g de cada producto concentrado en matraces volumétricos
de 100 ml, seguido del llenado hasta el volumen con amortiguador de Mcllvaine, pH 5,0. Las muestras se diluyeron
hasta aprox. 6 UX/ml usando amortiguador Mcllvaine, pH 5,0. Se afiadieron 100 pl de muestra diluida a 1 ml de
amortiguador de Mcllvaine, pH 5,0, en tubos de ensayo, y se equilibré a 40 °C durante 2 min. Se afiadié un
comprimido de Xylazyme (100 mg) para iniciar la reaccién, y las muestras se incubaron a 40 2C durante 10 min
antes de detener la reaccién afiadiendo 10 ml de Tris al 2 %, pH 12,0. La disolucién se mezclé con un mezclador
de vortice, se dejé reposar durante 5 min, y se mezclé nuevamente antes de centrifugarse a 3500 rpm durante 10
min. La absorbancia del sobrenadante se midié a 590 nm. Cada muestra se midi6 por duplicado. La actividad
xilanasa se cuantificd con respecto a un patrén enzimatico (Danisco Xylanase, disponible en Danisco Animal
Nutrition).

La enzima utilizada como patrén comparativo, Econase® XT, esté disponible comercialmente, y se extrajo de
muestras comerciales formuladas en seco. El componente xilanasa de las muestras comerciales formuladas en
seco de Econase® XT se extrajo en una suspension al 33 % (p/p) mediante el uso del amortiguador de Mcllvain,
pH 5,0. El extracto se aclaré usando centrifugacién (3000 RCF durante 10 min), y se filtré usando un filtro de jeringa
PALL Acrodisc PF (membrana Super de 0.810.2 pm), y posteriormente se calenté a 70 °C durante 20 min. Después
de separar el precipitado por centrifugacién (38 724 RCF durante 15 min), el amortiguador se reemplazé mediante
pasada a través de un columna de Sephadex G25 (PD10 de Pharmacia) equilibrada con citrato de Na 20 mM,
NaCl 20 mM, pH 3,4. La purificacién del componente xilanasa se llevo a cabo usando la resina Source 158, seguido
de elucién con un gradiente salino de incremento lineal (NaCl en amortiguador de citrato de Na 20 mM, pH 3,4).

Econase XT® es una endo-1,4-B-xilanasa (EC 3.2.1.8) producida por la cepa Trichoderma reesei RF5427 (CBS
114044), disponible de ABVista.

La concentracién de proteina se determind midiendo la absorcién a 280 nm. Los coeficientes de extincién fueron
estimados a partir de las secuencias de aminoacidos. Para Econase XT, se calculé que la absorcion a 280 nm de
1 mg/ml fue 2,84 UA.

Determinacion de proteinas por HPLC
Se utilizé una MTP (Agilent pieza nim. 5042-1385) que contenia 100 pl de disolucién de partida enzimatica con
una concentraciéon aproximada de 50 ppm por pocillo para el método de determinacién de proteinas por

cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC). Se utilizd HPLC Agilent 1260 o 1290 (Hewlett Packard)
equipado con una columna Acuity UPLC BEH 125 SEC (Waters) para separar los contaminantes restantes. La
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muestra se eluyé de la columna usando amortiguador de fosfato sédico 25 mM, pH 6,8, que contenia cloruro sédico
250 mM. La absorbancia se midi6 a 220 nm, se integré con el uso del programa Chemstation (Agilent
Technologies), y la concentraciéon de proteinas de las muestras se determiné en base a una curva patréon de
proteina/enzima FveXyn4 purifica que tenia la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID No. 1.

Medida de la actividad xilanasa

La actividad xilanasa de muestras enzimaticas se determiné midiendo la cantidad de azlcares reductores liberados
de WE-AX de trigo hidrolizado (arabinoxilano extraible en agua). La cantidad de azlcares reductores se midid
mediante el método PAHBAH. En resumen, por medio de condiciones de calor y alcalinas, los grupos terminales
reductores reaccionan con la PAHBAH incolora (hidrazida de acido 4-para-hidroxibenzoico), por lo cual la PAHBAH
se oxida, y la absorbancia se mide a 410 nm (Lever, 1972).

Se prepard sustrato WE-AX al 0,5 %, pH 5,0, mediante la humectacién de 0,25 g de arabinoxilano de trigo soluble
(por ejemplo, Megazyme, viscosidad alta ~43 ¢St, P-WAXYH) con 2,5 ml de etanol del 96% antes de afiadir 50 ml
de acetato sodico 0,1 M, pH de 5,0. La determinacion de la actividad patrén se llevé a cabo a un pH de 5,0. Para
la medida a otros valores de pH, los 50 ml de acetato sédico 0,1 M, pH 5,0, se sustituyeron por el amortiguador
indicado. La disolucién se calenté con agitacién hasta la ebullicion, y se enfrié con agitacién hasta temperatura
ambiente.

Se preparé la disolucién de trabajo de PAHBAH mezclando disolucién de partida de PAHBAH al 5 % (4-
hidroxibenzidrazida, por ejemplo Sigma-Aldrich H9882) en HCI 0,5 M con NaOH 0,5 M auna razén de 1:4 (v/v). La
disolucion se preparé el dia del analisis y se protegi6 de la luz.

Las muestras enzimaticas se diluyeron en el amortiguador indicado a una concentracion de 1 ug/ml antes del
analisis. Se mezclaron 25 pl de una muestra de enzima diluida con 150 pl de sustrato WE-AX al 0,5 %, pH 5,0, y
se incub6 a 30 °C durante 15 min con agitacion. Después de la incubacién, se mezclaron 45,4 ul de la muestra de
reaccién con 135 pl de disolucién de trabajo de PAHBAH, y se incubaron a 95 °C durante 5 min antes de enfriarse
hasta 20 °C durante 10 s. Una muestra de 100 pl se transfirid a un pocillo de una placa de microtitulacién, y la
lectura de la placa se realizé a 410 nm.

La actividad se calculé como la media de tres réplicas tras restar un blanco que incluia el amortiguador de dilucién
adecuado en lugar de enzima.

Ensayo para la medida de la termoestabilidad

Los perfiles de desnaturalizacién térmica de las variantes de FveXyn4 se determinaron mediante la dilucién y
preincubacién de las muestras enzimaticas en amortiguador MES 25 mM, (Tween 80 al 0,00125 % - amortiguador
MES 25 mM, pH 6,0, Tween 80 al 0,00125 % (V:V)), pH 6,0 durante 10 min a temperaturas variables (66, 66,7,
68,2, 70,6, 73,5, 76,8, 79,7, 81,9, 83,5, 84,6 y 85 °C, respectivamente), y midiendo después la actividad residual
con el método de la actividad xilanasa descrito anteriormente. La actividad medida sin preincubacién se fijé en 100
%, y la actividad residual de cada variante a cada una de las temperaturas se calculé con respecto a esta. El valor
de Tm se calcula a partir de los perfiles de desnaturalizacién térmica como la temperatura a la que se obtiene 50
% de la actividad residual.

Perfil de pH

El perfil de pH de las variantes de FveXyn4 se analizé midiendo la actividad a pH 4,0, 5,0 y 6,0. La actividad se
midié esencialmente como se describe en el método de la actividad xilanasa descrito anteriormente. Las muestras
enzimaticas se diluyeron en acetato de sodio 0,1 M, pH 4,0, acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0, BSA al 0,1% (por
ejemplo, Sigma A7906) o amortiguador de Mcllvaine, pH 6,0, para determinar la actividad a pH 4,0, 5,0 o 6,0,
respectivamente, antes del analisis. Se preparo sustrato WE-AX al 0,5 % a pH 4,0 y 6,0 como se describi6 para el
sustrato WE-AX al 0,5 %, pH 5,0, pero el acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0, se sustituyé por acetato sédico 0,1 M, pH
4,0, o amortiguador de Mcllvaine, pH 6,0, respectivamente. Todos los datos se calculan con respecto a FveXyn4 a
pH 5,0.

Solubilizacion de pentosano (solubilizacion de AXinsol)

El sustrato utilizado para medir la solubilizacién de pentosano por variantes de FveXyn4 fue DDGS de maiz y
salvado de trigo. Se transfirieron 100 mg de cDDGS o salvado de trigo con un tamafio de particula < 212 pm a un
tubo Eppendorf de 2 ml, y se registré el peso exacto. Se afadieron 750 pl de amortiguador de incubacién (HEPES
200 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 2 mM, pH 6,0) y 900 pl de cloranfenicol (40 pg/ml en amortiguador de incubacién).
Se afiadieron dosificaciones de enzimas cada vez mayores para conformar un volumen total de 1,8 ml.

Cada muestra se ensay6 por duplicado en paralelo con una muestra de control (sin enzima). Las muestras se
incubaron a 40 °C con agitacion. Después de 18 horas de incubacion, el sobrenadante se filir6 usando placas de

61



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 983 563 T3

filtro de 96 pocillos (Pall Corporation, AcroPrep 96 Filter Plate, vidrio 1,0 um, NTRL, pocillo de 1 ml). Después de
la filtracién, las muestras se almacenaron a 4 °C hasta el analisis de la cantidad total de azlcares de C5, arabinosa
y xilosa.

Cuantificaciéon de azucares de C5 (pentosanos)

La cantidad total de pentosas incorporadas a la disolucién se determind usando el método de Rouau y Surget
(1994) con un aparato de inyeccién de flujo continuo. Los sobrenadantes se trataron con acido para hidrolizar los
polisacaridos a monoazicares. Se afiadid floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno) para la reaccién con
monopentosas y monohexosas, que forma un complejo coloreado.

Al medir la diferencia en la absorbancia a 550 nm en comparaciéon con 510 nm, la cantidad de pentosas en la
disolucién se calculdé con el uso de una curva patrén. A diferencia del complejo de pentosa-floroglucinol, la
absorbancia del complejo de hexosa-floroglucinol es constante a estas longitudes de onda. Se afiadié glucosa a la
disolucién de floroglucinol para crear una sefial de glucosa constante y asegurar ademas que no hubiera
interferencia de los azlcares hexosas. La concentracion de pentosa en las muestras se determind usando una
curva patrén de xilosa.

Reduccion de la viscosidad en el ensayo del modelo animal in vitro

La reduccién de la viscosidad en trigo se determiné usando una versién modificada del procedimiento descrito por
Bedford y Classen (1993 Poultry Sci., 72, 137-143). Se mezclaron 3,6 ml de disolucién de pepsina (2000 U/ml en
HCI 0,1 N) con 2,4 g de trigo antes de la adicién de la cantidad indicada de xilanasa (variantes de FveXyn4),
seguido de 45 min de incubacion a 40 °C. Después, se mezclaron 1,2 ml de disolucion de pancreatina (8 mg/ml en
MES 1 M, pH 6,8} en la suspensién para producir un pH final de 6,0. La muestra se dej6 incubando durante 60 min
a 40 °C, mezclando después de 30 y 60 min. Después, la muestra se colocé sobre hielo durante 5 min para detener
la reaccion, y se centrifugd 10 min a 3320 RCF, seguido de filtracion a través de un filtro de 0,45 um para obtener
un sobrenadante transparente. Después, se determiné la viscosidad de la muestra a 20 2C con un viscosimetro
digital Brookfield (modelo DV-I+, Brookfield Engineering Laboratories, Stoughton, MA 02172, USA) equipado con
un cono CPE-40 y placa. Cada punto de datos es el promedio de tres repeticiones.

Estabilidad de la peletizacién

Las pruebas de peletizacion se realizaron a escala completa en el Technological Institute, Kolding, Dinamarca.
Cada concentrado de xilanasa filtrado estéril se formulé en trigo y se mezclé en una mezcla de pienso de maiz/soja
(61,1 % de maiz, 31,52 % de Hipro Soya 48, 4,00 % de aceite de soja, 0,40 % de bicarbonato sédico, 0,25 % de
vitaminas/minerales Leghennen, 0,20 % de DL-metionina, 1,46 % de fosfato dicélcico, 1,16 % de caliza). Se
preparé una premezcla mezclando las variantes de xilanasa formuladas en trigo en 10 kg de mezcla de pienso de
maiz/soja, y se mezclé durante 10 min. Después, la premezcla se afiadié a 120 kg de pienso y se mezcld durante
10 min antes del acondicionamiento. El pienso se acondicion6 durante 30 s a 90 y 95 °C antes de la peletizacion.
El producto macerado y los peletes de pienso resultantes se trituraron con un molino de laboratorio Perten (es
importante que el triturado de todas las muestras sea igual), antes de analizar la actividad xilanasa en las muestras
de acuerdo con el método de obtencién de extracto o suspensién espesa descrito mas abajo usando arabinoxilano
reticulado con azurina de trigo (por ejemplo, comprimido de Xylazyme, Megazyme, Irlanda) como sustrato.

Método de obtencién del extracto: Se mezclaron 5,0 g de muestra triturada con 50 ml de amortiguador de Mcllvaine,
pH 5,0, y se agitaron en un agitador magnético durante 10 min. El extracto se filtré a través de un filtro de fibra de
vidrio, y se diluyé 3-6 veces en 50 ml de amortiguador de Mcllvaine, pH 5,0. Se mezclaron 100 pl de extracto diluido
con 400 pl de amortiguador de Mcllvaine, pH 5,0, que se equilibré a 50 °C durante 2 min. Se afiadié un comprimido
de Xylazyme (60 mg) para iniciar la reaccion, y las muestras se incubaron a 50 °C durante 60 min antes de detener
la reaccion afiadiendo 5 ml de Tris al 2 %, pH 12.0. La disolucion se mezclé con un mezclador de vortice, se dejo
reposar durante 5 min, y se mezclé nuevamente antes de centrifugarse a 3500 rpm durante 10 min. La absorbancia
del sobrenadante se midié a 590 nm. Cada muestra se midié por duplicado.

La actividad xilanasa se cuantificé con una curva patrén de xilanasa preparada usando cada una de las variantes
de xilanasa en un blanco de producto macerado (sin enzima) y pienso a 90 °C. La xilanasa formulada de trigo
respectiva se extrajo durante 10 min en amortiguador de Mcllvaine, pH 5,0, para obtener una concentracién de
160 UX/ml. El extracto se filtré a través de un filtro de fibra de vidrio, y a continuacién se afiadieron 0, 200, 400,
600, 800 y 1000 pl de extracto a 5,0 g de muestras de blanco de producto macerado triturado y pienso a 90 °C. La
actividad xilanasa en estas muestras patrén se midid6 como se describe en el método de obtencién de extracto
anterior. Cada curva patrén se preparé una vez.

Método de suspensién: Se mezclaron 1,0 g de muestra triturada con 50 ml de amortiguador de Mclivaine, pH 5,0,

y se agitd en un agitador magnético en un bafio maria a 50 °C durante 2 min. Se afiadié un comprimido de Xylazyme
(100 mg) para iniciar la reaccién, y las muestras se incubaron con agitaciéon a 50 °C durante 20 min (30 min para
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la Variante B). Después de la incubacion, las muestras se filtraron a través de un filtro de fibra de vidrio, y la
absorbancia del sobrenadante se midi6é a 590 nm. Cada muestra se midié por duplicado.

La actividad xilanasa se cuantificé con una curva patrén de xilanasa preparada para cada una de las variantes de
xilanasa en un blanco de pienso de producto macerado (sin enzima). La xilanasa formulada de trigo respectiva se
extrajo durante 10 min en amortiguador de Mcllvaine pH 5,0 para obtener una concentracion de 30 UX/ml. El
extracto se filtr6 a través de un filtro de fibra de vidrio, y a continuacion se afiadieron 0, 200, 400, 600, 800 y 1000
ul a muestras 1,0 g de blanco de pienso de producto macerado triturado. La actividad xilanasa en estas muestras
patrén se midié como se describe en el método de obtencién de suspension anterior. La curva patrén se preparé
una vez.

La recuperacién medida en el pienso de producto macerado se ajustdé a 100 %, y la actividad residual del pienso
a 90y 95 °C se calculd con respecto a esto.

Resultados y Discusion
Después de un trabajo significativo, se identificaron cinco variantes de la xilanasa esqueleto FveXyn4.

Las cinco variantes son extremadamente méas termoestables que la molécula de referencia/parental, FveXyn4,
como se muestra en la Figura 11.

La caracterizacién adicional de la variante basandose en las propiedades bioguimicas y de rendimiento importantes

para una xilanasa que se utilizara por ejemplo en aplicaciones de pienso identificé estas variantes como aquellas
que eran termoestables y tenian un rendimiento/actividad bioguimica adecuados.

63



ES 2 983 563 T3

ABBZL LD DLLEY A
B1G 0LALY T2 PIN TG TEDL L ABI 1beS TN D268 ASEL dGEN TN

ABEEL 6V 20 TOLIEY AL
615701810 0PN 15 A WE0LL D80S ABT LZON D85 ASE L dSZN QLN

Puhyond 3P SaRIEURA GOUD SB| U SIUCIIRINW 2P [elauab unmsia T Bige]

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 983 563 T3

La Figura 11 muestra el valor de Tm de las 5 variantes A, B, C, D y E en comparacién con FveXyn4. El valor de
Tm se mide como la temperatura a la cual se obtiene 50 % de actividad residual después de 10 min de incubacioén.

La Figura 12 muestra el perfil de pH de las cinco variantes medido a pH 4,0, 5,0 y 6,0, y todos los datos estan con
respecto a la variante de tipo salvaje a pH 5,0. Las cinco variantes tienen un perfil de pH que es ideal para utilizar
por ejemplo en aplicaciones para pienso.

Las Figuras 13a y 13b muestran curvas de respuesta a la dosis en la solubilizacion del pentosano a partir de DDGS
de maiz y salvado de trigo, respectivamente, por las cinco variantes. Las cinco variantes muestran una gran
capacidad para solubilizar arabinoxilano (pentosano) a partir de DDGS y salvado de trigo, y todas al mismo nivel
que la molécula de tipo salvaje. Las cinco variantes son muy adecuadas para uso por ejemplo en pienso para
animales.

La Figura 14 muestra la reduccion de la viscosidad en la “Reduccion de la viscosidad en el ensayo de un modelo
animal in vitro” que se ilustra en el Ejemplo 1. Las cinco variantes muestran una alta capacidad para reducir la
viscosidad, y todas en el mismo nivel que la molécula de tipo salvaje, y fueron mucho mejores que la Econase XT
de referencia.

La Figura 15 muestra una recuperacién de xilanasa en el pienso después de la granulacién a 90 y 95 2C. Las cinco
variantes muestran una alta recuperacién de xilanasa después de la peletizacion, y significativamente mas alta
que la variante de tipo salvaje.

EJEMPLO 2
Clonacion de la xilanasa (FveXyn4) esqueleto (parental) de Fusarium verticillioides

Se utiliz6 el ADN genomico aislado de una cepa de Fusarium verticillioides para amplificar un gen de xilanasa. La
secuencia del gen clonado, denominado gen FveXyn4, se muestra en SEQ ID No. 2. La proteina madura codificada
por el gen FveXyn4 se muestra en SEQ ID No. 1. El producto proteinico del gen FveXyn4 pertenece a la familia 10
de las glicolsil hidrolasas (GH10) segun la blusqueda en PFAM (http:/pfam.sanger.ac.uk/).

EJEMPLO 3
Expresion de la proteina esqueleto (parental) de FveXyn4

El gen FveXyn4 se amplificé a partir del ADN genémico de Fusarium verticillioides mediante el uso de los siguientes
cebadores: Cebador 1 5'-caccATGAAGCTGTCTTCTTTCCTCTA-3' (SEQ ID No. 22), y Cebador 2 5'-
TTTTTAGCGGAGAGCGTTGACAACAGC-3' (SEQ ID No. 23). El producto de PCR se clon6 en el vector pENTR/D-
TOPO (Invitrogen K2400) para generar el plasmido FveXyn4 pEntry. El plasmido de expresion pZZH254 se obtuvo
por reaccion de clonacién Gateway entre el plasmido FveXyn4 pEntry y el vector de expresioén pTrex3gM (descrito
en el documento US 2011/0136197 A1) mediante el uso del kit para enzimas Gateway® LR Clonase® Il (Invitrogen
11791). Se proporciona un mapa del plasmido pZZH254 en la Figura 16. La secuencia del gen FveXyn4 se confirm6
por secuenciacion de ADN (SEQ ID No. 2). El plasmido pZZH254 se transformé en una cepa de Trichoderma reesei
con cuatro deleciones (descrita en el documento WO 05/001036) usando el método biolistico (Te'o VS et al., J
Microbiol Methods, 51:393-9, 2002).

Después de la confirmacion de la secuencia, los protoplastos de una cepa de T. reesei con cuatro deleciones
(descrita en el documento WO 05/001036) se transformaron con el plasmido de expresion pZZH254 mediante el
uso del método de tratamiento de protoplastos con PEG (Penttila et al., Gene, 61:155-164, 1987). Para la
preparacién de los protoplastos, se cultivaron esporas durante alrededor de 10 horas a 24°C en medio minimo MM
para Trichoderma (20 g/l glucosa, 15 g/l KH2PO4, pH 4,5, 5 g/l (NH4)2804, 0,6 g/l MgS04x7H20, 0,6 g/l CaCl2x2H20,
1 ml de disolucién 1000X de oligoelementos para T. reesei (175 g/l acido citrico anhidro, 200 g/l FeSOQ4x7H20, 16
g/l ZnS04x7H20, 3,2 g/l CuSO4, 1,4 g/l MnSO4xH20, y 0,8 g/l acido boérico). Las esporas en germinacién se
recolectaron por centrifugacion, y se trataron con 30 mg/ml de disolucién de Vinoflow FCE (Novozymes, AG Suiza)
durante un periodo de 7 horas hasta toda la noche a 30 °C a 100 rpm para la lisis de las paredes celulares fungicas.
Los protoplastos se lavaron con amortiguador Tris HCI 0,1 M (pH de 7) que contenia sorbitol 0,6 M, y se
resuspendieron en amortiguador Tris HCI 10 mM (pH de 7,5) que contenia sorbitol 1,2 M y cloruro de calcio 10
mM. Para la transformacién con PEG, se trataron aproximadamente 1 pug de ADN y 1-5 x 107 protoplastos en un
volumen total de 200 pl con 2 ml de disolucién de PEG al 25 %, diluida con 2 volumenes de disolucién de sorbitol
1,2 M/Tris 10 mM, pH 7,5/CaCl> 10 mM. Se seleccionaron los transformantes en un medio que contenia acetamida
como la unica fuente de nitrégeno (0,6 g/l de acetamida; 1,68 g/l de cloruro de cesio; 20 g/l de glucosa; 15 g/l de
dihidrogenofosfato de potasio; 0,6 g/l de sulfato de magnesio heptahidratado; 0,6 g/l de cloruro de calcio
dihidratado; 5 mg/l de sulfato de hierro (Il); 1.4 mg/l de sulfato de zinc; 1 mg/l de cloruro de cobalto (I1); 1,6 mg/l de
sulfato de manganeso (I1); 20 g/l de agar; pH 4,25). Las colonias transformadas (alrededor de 50-100) aparecieron
en alrededor de 1 semana. Después del cultivo en placas con acetamida, las esporas se recolectaron y se volvieron
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a seleccionar en placas con acetamida. Después de 5 dias, las esporas se recolectaron mediante el uso de glicerol
al 10 %, y se inocularon 1 x 108 esporas en un matraz de agitacién de 250 ml con 30 ml de medio definido de
glucosa/soforosa para la expresion de proteinas. La expresiéon de proteinas se confirmé por SDS-PAGE. La
suspensién de esporas se cultivd posteriormente en un fermentador de 7 | en un medio definido que contenia una
alimentacién de 60 % de glucosa-soforosa. El medio definido de glucosa/soforosa (por litro) consiste en (NH4)2SO4
5 g, amortiguador PIPPS 33 g, casaminoacidos 9 g, KH2PO4 4,5 g, CaClz (anhidro) 1 g, MgS04.7H-0 1 g,pHa 5,5
ajustado con NaOH al 50 % con Milli-Q Hz20 para llevarlo a 966,5 ml. Después de la esterilizacion, se afiadi6 lo
siguiente: 26 ml de 60 % de glucosa/soforosa y 2,5 ml de disolucién de metales traza para T. reesei 400X.

FveXyn4 se purifico a partir de un caldo de fermentacién concentrado de un cultivo de fermentador de 7 | usando
dos columnas de cromatografia. El caldo de fermentacién concentrado amortiguado en amortiguador de fosfato de
sodio 20 mM, pH 6.0, que contenia sulfato de amonio 1 M, se cargd en una columna de cromatografia de
interaccion hidréfoba (Fenil Sepharose FF, 26/10). La proteina se eluyé de la columna usando un gradiente lineal
de amortiguador de equilibrio/lavado a amortiguador de fosfato de sodio 20 mM, pH 6,0. La fraccién que contenia
la proteina FveXyn4 se cargd en una columna de filtracién en gel (HiLoad Superdex 75 pg 26/60), y la fase movil
usada fue fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, que contenia NaCl 0,15 M. La proteina purificada se concentré usando
un dispositivo 3K Amicon Ultra-15, y la fraccion de proteina concentrada se usé en estudios adicionales.

La secuencia nucleotidica del gen FveXyn4 se describe como SEQ ID No. 24. La secuencia sefial se muestra en
negrita (letras mayusculas), y el intrén predicho se muestra en negrita y mindsculas.

La secuencia de aminoacidos de la proteina FveXyn4 se expone como SEQ ID No. 26. La secuencia sefial predicha
por el programa SignalP-NN se muestra subrayada. Esta es la preproproteina.

La secuencia de aminoacidos de la forma madura de la proteina FveXyn4 se expone como SEQ ID No. 1. Esta es
la forma activa de la enzima. SEQ ID No. 27 muestra la proproteina, es decir, antes de la modificacién
postraduccional. Dependiendo del hospedante, la modificacion postraduccional puede variar, y por lo tanto la
presente invencién abarca también formas activas maduras de SEQ ID No. 27.

EJEMPLO 4
Actividad de xilanasa de FveXyn4 (una xilanasa parental)

FveXyn4 pertenece a la familia de glicosil hidrolasa 10 (GH10, nimero CAZy). La actividad de beta 1-4 xilanasa
de FveXyn4 se midié usando como sustratos xilano al 1 % de madera de abedul (Sigma 95588) o arabinoxilano al
1 % de harina de trigo (Megazyme P-WAXYM). El ensayo se llevé a cabo en citrato de sodio 50 mM, pH 5,3,
amortiguador Tween-80 al 0,005 % a 50 °C durante 10 minutos.

El azucar reductor liberado se cuantificé por reaccion con acido 3,5-dinitrosalicilico y la medida de la absorbancia
a 540 nm. La actividad enzimatica se cuantificé con respecto a una curva patrén de xilosa. En este ensayo, una
unidad (U) de xilanasa se define como |la cantidad de enzima requerida para generar 1 micromol de equivalentes
de azucar reductor de xilosa por minuto en las condiciones del ensayo.

EJEMPLO 5

Perfil de temperatura de FveXyn4 (una xilanasa parental)

La temperatura 6ptima de FveXyn4 purificada (una enzima parental) se determind por el ensayo de la actividad
xilanasa a temperaturas que varian entre 40 °C y 75 °C durante 10 minutos en amortiguador de citrato sédico 50
mM a pH 5,3. La actividad fue referida como actividad relativa, en la que la actividad a la temperatura optima se
fijé en 100 %. El perfil de temperatura de FveXyn4 se muestra en la Figura 17. Se encontré que FveXyn4 tenia
una temperatura 6ptima de 60 °C, y se encontré que retenia mas de 70 % de la actividad maxima entre 45 °C y
64°C.

EJEMPLO 6

Reduccion de la viscosidad en el material a base de grano (por ejemplo, para la produccion de
biocombustibles)

Reduccion de la viscosidad del trigo

En la industria europea del alcohol combustible, los granos pequefios como trigo, cebada y centeno son materias
primas comunes, en contraposicion con los Estados Unidos de América, en el que se utiliza principalmente el maiz.
Estos granos pequefios contienen, junto al almidén, niveles altos de polimeros de polisacaridos no amilaceos
(NSP), como celulosa, beta-glucano y hemicelulosa.
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La relacién en la que los diferentes NSP estan representados difieren para cada materia prima. La Tabla 1 ilustra
las diferentes cantidades de NSP en trigo, cebada y centeno en comparacién con otras materias primas.

Tabla 1: Polisacaridos no amilaceos presentes en diferentes materias primas (g kg™ de materia seca) '2

Cebada

Con iSin
cascara icascara

{(Bach Knudsen, 1997) Carbohydrate and lignin contents of plant materials used in animal feeding. Anim. Feed
:Sci. Technol., 67 (4): 319-338

2 Englyst, H. N., Anderson, V. y Cummings, J. H., 1983. Starch and non-starch polysaccharides in some cereal
§foods. J. Sci. Food Agric., 34: 1434-1440.

3 Polisacaridos no celulésicos: pentosanos, (arabino)xilanos y otras hemicelulosas

Los NSP proporcionan viscosidad alta a productos macerados de granos. La viscosidad alta tiene un impacto
negativo en la produccién de etanol, ya que limitard la concentracién de soélidos que se puede utilizar en la
formacion del producto macerado y reducira la eficacia de la energia del procedimiento. Ademas, las hemicelulosas
residuales presentes durante el procedimiento pueden contribuir a la contaminacion en cambiadores de calor y
equipos de destilacion. El mayor impacto de una alta viscosidad se observa cuando un producto macerado se
enfria hasta la temperatura de fermentacion (32 °C). Esto explica la necesidad de reducir la viscosidad en algin
momento del procedimiento antes de la etapa de enfriamiento. En funcién del procedimiento usado, se requieren
enzimas que actuen a 60 2C y/u 85 °C.

Las enzimas reductoras de viscosidad pueden afiadirse en etapas diferentes del procedimiento de produccion de
etanol: mezclamiento y/o sacarificacion/fermentacion. Preferiblemente, las enzimas se afiaden en el mezclamiento
para romper la viscosidad inicial.

Los beneficios de usar enzimas de reduccion de la viscosidad en el procedimiento de produccion de etanol son
multiples:

*  Se puede usar una producto macerado de sustancia mas seca en el procedimiento
* Puede obtenerse un jarabe final con un contenido de sélidos mas alto

*  Mayor transferencia de calor, menor requisito de energia

*  Menor ensuciamiento del evaporador, lo que reduce los costes de limpieza

*  Mayor produccién del etanol final

s (Calidad mejorada de los DDGS

Métodos

Se utilizé6 un analizador Rapid Visco Analyzer (RVA 4500) de Perten Instruments para medir los perfiles de
viscosidad de una malta de trigo. Esta malta de trigo se preparé de acuerdo con el siguiente protocolo:

Preparense 60 gramos de DS al 30 % (34,65 % 'en el estado en el que esta') de suspensién de trigo (para pruebas
simultaneas en dos RVA) como sigue:

s Pésense 20,80 gramos de trigo
s  Enun vaso precipitados de vidrio de 100 ml, pésense 39,20 gramos de agua corriente y afiddanse 137 pl

de H2S04 4N
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s Afadase el trigo al agua y agitese durante 5 minutos a velocidad maxima (aprox. 500 rpm) con un agitador
de cabeza

o Transfiéranse 25,0 gramos de suspensién a una copa de RVA, afiadanse enzimas diluidas 50 veces y
péngase en marcha el RVA (compruebe si el pH de partida es alrededor de 5,3)

o  Compruébese el pH al final de la prueba con RVA (5,6-5,7)

En cada experimento (25 gramos de suspension), la xilanasa se dosificé a 25 g de proteina (por 8,66 g de trigo
'en el estado en el que esta'), que corresponde a 2,9 ug de proteina/g de trigo 'en el estado en el que esta’. Se
dosific6 SPEZYME® CL a 0,15 kg/TM de trigo 'en el estado en el que estad’ (2,2 UAA/g 'en el estado en el que esta’
0 2,6 UAA/g de DS).

Una licuefaccion de trigo convencional se imité en el RVA. El pretratamiento se llevo a cabo durante 20 minutos a
60 °C, seguido de una etapa de licuefaccién durante 30 minutos a 85 2C. Después del pretratamiento y la
licuefaccion, la suspensién se enfrié hasta 32 °C, para determinar la viscosidad en las condiciones de fermentacién.
El pH de la licuefacciéon se mantuvo entre 5,3 y 5,7.

En este experimento, el rendimiento de FveXyn 4 se comparo6 con las variantes A, B, C, Dy E.

Viscosidad (mPa*s)

Blanco iFveXyn4 VarianteéVariante§Variante Variante {Variante |
(n=2) | A B I C D | E |

éDespués del pretratamiento (tiempo de 533+16: 206 220 232 224 235 240
:proceso 1200 segundos) : ! i

‘Después de la licuefaccién (tiempo de 347 +161 122 125 135 | 130 141 : 145
§proceso 3120 segundos) : i !

%AIatemperaturadefermentacién (tempo 1765 +20: 250 257 | 282 | 275 302 | 298
;de proceso 3660 segundos) : : :

AN RN SRR RN, SRR RN R R RRRE R

S

Los resultados se muestran anteriormente y en la Figura 22.

Estos datos muestran que FveXyn4 y todas las variantes funcionan de manera muy similar, mostrando una
reduccion de la viscosidad de 55-67 % en comparacion con el blanco (sélo SPEZYME® CL).

EJEMPLO 7
Separacion del gluten de trigo del almidén

La separacién de la harina de trigo en fracciones de almidén y gluten se aplica industrialmente a gran escala para
obtener almidén A de alta calidad y subproductos de almidén B y gluten vital. La separacion mejora por la adicién
de xilanasas.

7.1 Materiales y métodos

El siguiente ensayo simula la separacién del almidén de trigo de un procedimiento de pasta a 40 °C. En este
ensayo, se afiade harina de trigo industrial (Cargill) a agua corriente precalentada (50 °C) para crear una
suspension de 35 % de DS mezclando durante 1 minuto en una mezcladora de cocina (Braun). El pH de la
suspension se mantiene 'en el estado en el que esta' a ~6,1. Se transfieren 100 gramos de esta suspensién al
viscosimetro Haake VT550, calibrado a 40 °C. Después de 1 minuto de incubacion, la disolucién enzimatica se
afiade a la suspension. Mientras tanto, el perfil de viscosidad se monitoriza antes y después de afiadir la enzima
durante 15 minutos en total. Después de la incubacién, se toman muestras por triplicado de la suspensién incubada
y una muestra de suspension a to, para una prueba de centrifugado. Cada muestra de prueba de centrifugado tiene
un peso total de 22,5 g, que contiene 15,8-15,9 g de muestra de suspensién afiadida a 6,6-6,7 g de tubo de
centrifuga desechable (15 ml). Todas las muestras se centrifugan en una centrifuga Hermle Z400 durante 15
minutos a 3500 rpm. Los valores de Brix se determinan a partir del jarabe de las muestras centrifugadas.

EJEMPLO 8
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Clonacion de una xilanasa FoxXyn2 esqueleto (parental) de Fusarium oxysporum

La secuencia nucleotidica del gen FoxXyn2 aislado de Fusarium oxysporum se expone como SEQ ID No. 30
(Figura 4A). La secuencia sefial se muestra en negrita, y el intrén previsto se muestra en cursiva y minsculas.

La secuencia de aminoacidos de la proteina FoxXyn2 se expone como SEQ ID No. 29 (Figura 3A). La secuencia
sefial se muestra en cursiva.

La secuencia de aminoacidos de la forma madura de la proteina FoxXyn2 se expone como SEQ ID No. 31 o0 SEQ
ID No. 4 (Figuras 3By 3C).

El producto proteinico del gen FoxXyn2 pertenece a la familia 10 de glicosil hidrolasas. Esto sugiere que FoxXyn2
es una glicosil hidrolasa segregada.

EJEMPLO 9
Expresion de la proteina FoxXyn2 esqueleto (parental)

El gen FoxXyn2 se amplifico a partir de ADN genémico de Fusarium oxysporum usando los siguientes cebadores:
Cebador 1 5'- ccgeggecgecaccATGAAGCTGTCTTCCTTCCTCTACACC-3' (SEQ ID NO:24), y Cebador 2 5'-
ccggegegeccttaTTAGCGGAGAGCGTTGACAACAG -3' (SEQ ID NO:25). Una vez digerido con Not I'y Asc |, el
producto de PCR se clon6 en el vector de expresion pTrex3gM (descrito en el documento US 2011/0136197 A1)
digerido con las mismas enzimas de restriccién, y el plasmido resultante se marcé como pZZH135. Un mapa
plasmidico de pZZH135 se proporciona en la Figura 18. La secuencia del gen FoxXyn2 se confirmé por
secuenciacion de ADN.

El plasmido pZZH135 se transformé en una cepa de Trichoderma reesei con cuatro deleciones (descrita en el
documento WO 05/001036) usando el método biolistico (Te'o V Set al., J Microbiol Methods, 51:393-9, 2002). La
proteina, aislada del sobrenadante de cultivo después de la filtracion, se utiliz6 para realizar un analisis de SDS-
PAGE y el ensayo de actividad de xilanasa para confirmar la expresién de la enzima.

La secuencia nucleotidica del gen FoxXyn2 del plasmido de expresién pZZH135 se expone como SEQ ID No. 4.
La secuencia de aminoacidos de la forma madura de la proteina FoxXyn2 se expone como SEQ ID No. 3.

La proteina FoxXyn2 se purificé a partir del sobrenadante de cultivo usando una resina para cromatografia de
afinidad Blue Sepharose, 6FF, y las muestras se utilizaron para la caracterizacién bioquimica, como se describe
en los ejemplos que siguen.

EJEMPLO 10
Actividad de xilanasa de FoxXyn2 esqueleto (parental)

FoxXyn2 pertenece a la familia 10 de glicosil hidrolasas (GH10, nimero CAZy). La actividad de beta 1-4 xilanasa
de FoxXyn2 se midié usando como sustratos xilano al 1 % de madera de abedul (Sigma 95588) o arabinoxilano al
1 % de harina de trigo (Megazyme P-WAXYM). El ensayo se llevé a cabo en citrato de sodio 50 mM, pH 5,3,
amortiguador Tween-80 al 0,005 % a 50 °C durante 10 minutos.

El azUcar reductor liberado se cuantificé por reaccién con acido 3,5-dinitrosalicilico y la medida de la absorbancia
a 540 nm. La actividad enzimatica se cuantificé con respecto a una curva patrén de xilosa. En este ensayo, una
unidad (U) de xilanasa se define como |la cantidad de enzima requerida para generar 1 micromol de equivalentes
de azicar reductor de xilosa por minuto en las condiciones del ensayo.

EJEMPLO 11

Perfil de temperatura de FoxXyn2

La temperatura 6ptima de FoxXyn2 purificada se determiné por medio del ensayo de la actividad de xilanasa a
temperaturas que varian entre 45 °C y 94 °C durante 10 minutos en amortiguador de citrato sédico 50 mM a pH
5,3. La actividad se inform6 como actividad relativa, en la que la actividad a la temperatura 6ptima se fijé en 100
%. El perfil de temperatura de FoxXyn2 se muestra en la Figura 19. Se encontré que FoxXyn2 tenia una
temperatura 6ptima de 60 °C, y se encontré que retenia mas de 50 % de la actividad maxima entre 40 °C y 65 °C.
EJEMPLO 12

Termoestabilidad

La termoestabilidad de FveXyn4 de tipo salvaje (wt) y variantes de FveXyn4 se determiné a 63 °C (véanse los
datos en la Tabla 2). Se observa claramente que todas las variantes que representan nimeros diferentes (2-4) y
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combinaciones de mutaciones tienen una actividad residual mas alta a 63 °C en comparacion con FveXyn4, y
puede concluirse que estas variantes son todas méas termoestables que FveXyn4 de tipo salvaje (por ejemplo,
mostradas aqui como SEQ ID No. 1 o0 SEQ ID No. 27).

Materiales y métodos

Las variantes de FveXyn4 se obtuvieron a partir de genotecas combinatorias o mediante la introduccién de
mutaciones especificas como se describe en el Ejemplo 1. La termoestabilidad de las variantes de FveXyn4 se
midi6 diluyendo y preincubando las muestras de enzima en amortiguador MES 25 mM (Tween 80 al 0,00125 % -
amortiguador MES 25 mM, pH 6,0, Tween 80 al 0,00125 % (V:V)), pH 6,0 durante 10 min a 63 °C. Después de la
incubacién, la actividad residual se midié por el método de la actividad de xilanasa descrito en el Ejemplo 1. La
actividad medida sin preincubacion se fij6 en 100 %, y la actividad residual de cada variante a la temperatura
respectiva se calculd con respecto a esta.

La Tabla 2 muestra 14 variantes combinatorias de FveXyn4 con una termoestabilidad significativamente mayor en
comparacién con FveXyn4 wt. La termoestabilidad se mide como actividad residual después de la preincubacion
a 63 °C durante 10 min como se describio anteriormente en la seccién Materiales y métodos de este Ejemplo 12.

‘Tal
o e :Ké't'i'i}'i'&'éé'}E;i'&ﬂ'é'l";éﬁ'éé ........................................
FveXyn4 WT
..................................... B —
IN7D_T33V_A217Q_T298F
IN7D_K79F_T298F
‘T33V_K79F_A217Q
IN7D_T33V_T298Y
‘T33V_A217Q_T298Y

'N7D_A217Q_T298F

8 IN7D_T33V_A217Q ‘

9K79F_T298F ............................................................................................................................................................................
107D_K79F ................................................................................................................................................................................
11T33V_K79F ...................................................................................................
12T33V_T298Y ...................................................................................................
13 IN7D_T33V

14 \T33V_A217Q
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REIVINDICACIONES

1. Una enzima para uso en el malteado o elaboracién de cerveza, en la descomposiciéon de material basado en
grano, y/o en la separacion del gluten de trigo del almidén, en la que dicha enzima es una xilanasa GH10 o un
fragmento de la misma que tiene actividad de xilanasa, comprendiendo dicha enzima los siguientes aminoacidos
en dos 0 mas de las posiciones indicadas: 7D; 33V, 79Y, V, F, I, Lo M; 217Q, E, P, Do M; y 298Y, F, o W, o en la
que la numeracién corresponde a la numeracién de la secuencia de aminoacidos de FveXyn4 mostrada en SEQ
ID No. 1, en la que dicho fragmento tiene al menos 60 % de la longitud completa de la enzima xilanasa GH10 de
la cual deriva el fragmento, y en la que dicha enzima es:

a) una enzima xilanasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70 % de identidad,
preferiblemente al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad,
con SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29 o SEQ ID No. 5;
o}

b) una enzima xilanasa codificada por una secuencia nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica que
tiene al menos 70 % de identidad, preferiblemente al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98
%, 0 al menos 99 % de identidad, con SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 24, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 4, SEQ ID No.
30, SEQ ID No. 31, SEQ ID No. 6, SEQ ID No 32 o SEQ ID No. 33.

2. La enzima para uso de la reivindicacién 1, comprendiendo dicha enzima los siguientes aminoacidos en tres o
més de las posiciones indicadas: 7D, 33V, 79Y, V. F, |, Lo M; 217Q, E, P, D o M; y 298Y, F o W, en la que la
numeraciéon corresponde a la numeracion de la secuencia de aminoacidos de FveXyn4 mostrada en SEQ ID No.
1.

3. La enzima para uso de la reivindicacion 1, comprendiendo dicha enzima los siguientes aminoacidos en todas
las posiciones indicadas: 7D, 33V; 79Y, V., F, |, Lo M; 217Q, E, P, D o M; y 298Y, F o W, en la que la numeracién
corresponde a la numeracion de la secuencia de aminoacidos de FveXyn4 mostrada en SEQ ID No. 1.

4. La enzima para uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la enzima comprende
adicionalmente al menos uno de los siguientes aminoacidos en las posiciones indicadas:
25P;

57Q, T o V (preferiblemente Q);

62T o S (preferiblemente T);

64T o S (preferiblemente T);

89G, N, Q, L o M (preferiblemente G o Q, mas preferiblemente, G);

103M o K (preferiblemente M);

115E o L (preferiblemente L);

147Q;

181Q, A, D o P (preferiblemente Q);

193Y o N (preferiblemente Y) y/o

219D o P (preferiblemente P).

5. La enzima para uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la enzima comprende los
siguientes aminoacidos en las posiciones indicadas:

i. 7D, 25P, 33V, 64T, 79Y, 89G, 217Q y 298Y;

ii. 7D, 25P, 33V, 79Y, 89G, 217Q y 298Y.

iii. 7D, 25P, 33V, 57Q, 62T, 64T, 79Y, 103M, 115L, 147Q, 181Q, 193Y, 217Q, 219P y 298Y;
iv. 7D, 25P, 33V, 57Q, 62T, 79Y, 89G, 103M, 115L, 147Q, 181Q, 193Y, 217Q, 219P y 298Y;
v. 7D, 33V, 57Q, 62T, 64T, 79Y, 89G, 217Q y 298Y,

vi. 79F, 217Q y 298F;

vii. 7D, 33V, 217Q y 298F;

viii. 7D, 79F y 298F;

ix. 33V, 79F y 217Q;

x. 7D, 33V y 298Y,

xi. 33V, 217Q y 298Y,

xii. 7D, 217Q y 298F;

xiii. 7D, 33V y 217Q;

xiv. 79F y 298F;

xv. 7Dy 79F;

xvi. 33Vy 79F;

xvii. 33V y 298Y;

xviii. 7Dy 33V; o

xix. 33Vy 217Q.

6. La enzima para uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha enzima comprende un

polipéptido que tiene al menos 94 % de identidad con la SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID
No. 3, SEQ ID No 28, SEQ ID No. 29 0 SEQ ID No. 5; en la que dicha enzima a) comprende una de las secuencias
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de aminoacidos mostradas aqui como SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, 0 SEQ ID
No. 21, o b) comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos 96 %, preferiblemente al menos 98,5 %,
idéntica a las secuencias de aminoacidos mostradas aqui como SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19,
SEQ ID No. 20, o SEQ ID No. 21, en tanto que los aminoacidos en las posiciones 7, 33, 79, 217 y 298 sean
idénticos a los mostrados en SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, o0 SEQ ID No. 21.

7. Uso de una enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en el malteado o elaboracion de cerveza,
en la descomposicion de material basado en grano, y/o en la separacion del gluten de trigo del almidén.

8. Un método para hidrolizar arabinoxilanos durante el malteado y elaboracién de cerveza, en el que granos de
trigo, granos de cebada, o una combinacién de los mismos, o porciones de los granos de trigo y/o cebada, se
mezclan con la enzima para uso en el malteado o elaboracién de cerveza segUn una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, preferiblemente en el que los arabinoxilanos son arabinoxilano insoluble en agua y
arabinoxilano soluble en agua.

9. Una bebida que comprende la enzima para uso en el malteado o elaboracion de cerveza segin una cualquiera
de las reivindicaciones 1-6, preferiblemente en la que la bebida es una bebida fermentada, preferiblemente en la
que la bebida es cerveza o vino.

10. Un método para preparar una bebida fermentada, que comprende mezclar la enzima para uso en el malteado
o elaboracion de cerveza segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 con malta o adyuvante, preferiblemente
en el que la bebida fermentada es cerveza.

11. Uso de la enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en la degradacién de arabinoxilano insoluble
en agua y arabinoxilano soluble en agua durante el procesamiento de grano de un material basado en grano,
preferiblemente en el que el material basado en grano es granos enteros, porciones de granos enteros, 0 mezclas
de los mismos.

12. El uso de la reivindicacién 11, en el que el material basado en cereales se descompone en glucosa,
preferiblemente en el que la glucosa se usa posteriormente para la produccién de biocombustible y/o la produccién
de productos bioquimicos.

13. Uso de la enzima segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para degradar arabinoxilano insoluble en
agua y arabinoxilano soluble en agua durante la separacion del almidon de trigo y el gluten.

14. Un método para separar una harina de cereal en fracciones de almidén y gluten, en el que el método comprende
mezclar una harina de cereal, agua y la enzima para uso en la separacién del gluten de trigo del almidén segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, preferiblemente en el que la harina de cereal, el agua y la enzima se
mezclan simultanea o secuencialmente, preferiblemente en el que la harina de cereal y el agua se mezclan antes
de mezclarlos con la enzima.

15. El método o enzima para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que la enzima se usa en
combinacion con otros componentes, preferiblemente en el que los otros componentes son una 0 mas enzimas de
la elaboracién de cerveza o del malteado, enzimas de procesamiento de grano, o enzimas de separacién del gluten
de trigo del almidén.
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FIGURA 1A
{SEQ I NO. 28}

klasfiytashaalPTAIEPROAADSINKLIKNKGKLY YGTITDFNL LGVAKDTARKADFGAVTPEN
SEKWDATEPSQOKF NFGEFRQVVNFAGONOLKVRGHTLVWHEQUPQWVKNINDKATLTE
VIENHVTQUVGRY KGKIYAWDVANEIFEWDG TLRKDSHF RNVE G NDD Y VGIAFRAARKADP
NAKLYINDYSLDSGOASKVTKOMYP SVKKWLSQGVEVDGIGIN THLDPGAASQIQGALTAL
ANSGVKEVAITELDIRTAPANDYATVTKACLNVPKOIGITVWGVSDKNSWRKEHDSLLFDAN
YNPKPAYTAVVNALR

FIGURA 1B
(SEQID No. 27)

IRFTAERPRQAADSINKLIKNKGKLUYYGTITOPNLLOVAKDTARKADF GAVIPENSGKWOATER
BQGKFNFGSFDOVYNFAGONGLEVRGHTLVWHIQLFQWVRNINDEATLTRKVIENMHYTOVY
GRYKGKIYAWIAYNEIFEWRGTLRKDGHFNNVF GNDIYVGIAFRAARKADPNAKLYINDYS
LDBGSASKYTRGMYPIVRKWLSQGVPVIIGIGSRTHLDPGAAGLHQGALTALANS GVKEVAI
TELORTAPANDY ATVTRKACLRNVPRCIGITAWWG VS DRNSWRKEHDSLLFDANYNPRPAYTAY
VNALR

FIGURA 1C
(SEQ D No. 1)
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FIGURA 258
(BEQ 1D NO. 24)

ATGAABUTETCTTOTTTCCTUTARACLGCCTCBUTEBTRGC BB CATTCUCACLGCOA
TCGAGCLOCGUCAGROUTGCOGACAGCATCAACAAGCTBATCAAGAACAAGBBCAAGCT
CTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACLTEUTCEBLETCETAAAGBACACCGCCATC
ATCAAGGCCBAGCTYTGGCOOCETTACCCLCGARAACTOGGGCAAGTGRBACGUCAGE
SAGUCCAGLCAQGGLUAAGTICAACTTLOGTAGLTTCGACLCAGHTTGTCRALRTTTGCLC
ABCAGARTGGOCTUARGG TECHARG TCACACTOTBETCTHGRACTCTUAGCTCCCTIA
STEEBOTTARGAACATCAACGACAAGECTALTCTCACCAAGO TCAT TOAGAACCALGTCA
CCCAABTCORTTRRACGOTACAAGCGCAAGATCTACGLCTEG glatgititaticreeragacictt
cgaaaigacmgsmacatgﬁcagGACG’?’CGTC»’%ACGAG.»’\TCTTCGASTGGGACGBTACCCTCf;‘
GAAAGGACTCTRACTTCAACAACGTCTTCGGLAACGACGACTACGTTGGLATTGCCTTC
CELACLGCLCELAAGGLTRACCCCAACGLCAAGCTETACATCAACGACTACAGECTCG
ACTCCOBCAGCHUCTUCAAGETCACLAABBETATHGTTCCUTCUETCAABRAGTGHET
CAGUCAGGROBTTCCCGTCBACGGCATTGBOTCTUABAUTCACCTTBALCOCRSTGAC
GOTQGCCAAATCCAGGOYRCTOTCACTECLOTCBCLAATTOTGGTGTCAABGAGETTG
CCATCACCGAGCTCCACATCOGCACTOOCLCCACCAACGACTACGUTACCETUAGCAA
GGCCTGCCTCAACGTOCUCAAGTGCATTGOTATCACLETCTGRGRTGTCTOTGACAAG
AACTOTTGGCOLARGGABCAGGACAGTCTTCTGTTCOATGUTAALTACAAGC CLAAGRC
TQUTYACACTGCTGTIGTCAADGCTOTCCECTAA
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FIGURA 2B

{SEQ D MO, 25)

ATGAAGCTETCTTCTTTCCTCTACALCHLUCTCGCTRRTCBLRRLCATTCLCACLGLEA
TCCAGCCOCOBUCAGOUTOLCOACAGLATCAACAAGCTRATCAAGAACAAGGGCAAGCTY
CTACTACGCAARCATCACCCACTCLAALCTROTLGGOG TRGCAAAGGACACLGCOATE
ATCAABGCUBACTTITGGCRLECEBTTALCUCCBAGAACTCHUERCAAGTGRGACGLCALT
GAGCLCAGGCAGGRLAAGTTCRACTTICRGTAGETTCGACLAGRTIGTCAACTTITGRCC
AGCAGAATGGECOTCAAGGTCLGAGESTCACARTCTGGTCTHRGCACTUTCAGEOTGCLTCA
GTRGGTTAAGAACATCAACGARAABGLTACTOTGALCAAGGTCATTGABAADCACE TUA
COCAAGTORTTGRACGOUTACAAGRGLAAGATCTACGCLTEGGACHTCGTOAALGAGAT
CTTCHAGTGRBACGETARCCTCUGAAAGCACTOTCACTTCARCAACETUTTCRGOAAL
GACGACTACETTGRCATTGUOTTCRGCBLCEOCLGCAAGGUTOACCCUAARDGRUAARC
TGTACATCAADGACTACAGOCTCHALTCORGCAGUOLCTCCAAGHRTCACLAABGETAT
GOTTCCLTCOGTUAARBAAGTEGRTCAGLCAGGGURTTRCLGTCGACGGCATTGRRTAT
CAGACTCACCTTGARCLLGGTRUCGUTEGLCAAATCCAQRRTGCTCTCACTRLALTCG
COARTTCTGETOTCAAGGAGGTTGLCATCACCCABLTCGACATCOGTCACTRCOLTCGE
CAADGACTACGCTACOGTCALCAAGGCOTRCOTLAALGTCCLCAAGTGCATTGSTATCA
CCGTATRGRETETCICTBACAABAACTUTTIGGCGTAARRAGLALGACAGTCTICTGTY
COATGOTAACTACAALCCCAAGCCTGOTTACACTECTETTGTCAACGOTCTLCGATAA

75



ES 2 983 563 T3

FIGURA 2C
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FIGURA 3A

(SEQ 1 No. 28

miklesihiaslvaaiPFTAIEPRUASDEINKUKNKOKLY Y GTITOPNLLGVAKDTAINADFGAVTPEN
SRKWDRATERSQOKFNFGEFDOVWWNFAQRNGLEVREHTLYWHIGLPOWVKNINDEATLTK
YIENHVTRVWERY B GERIYAWINYNEIFTRVDGTLRKDSHFNNVFGNDRYVGIAF RAARKADR
NAKLYINDYSLDSGBASKYTEGRMVP SYRKWLEGGVFVRGIGBQTHLOPGAAGRQIGGALTAL
ANSGVKEVAITELDIRTAPANDYATYVTKACLNVPRKCHAITVWEVSDKNSWRKEHDILLFDAN
YNPKASYTAVVNALR

FIGURA 3B
(SEQ D No. 28}

FPTAIEPROASDIINKLUKNKGKLY YSTITOPNLLGVAKDTAHKADRFGAVTRENSGKWRATER
SQOKFNFGEFOQWWNFAQONGLKVRGHTLVIWHSQLPOWVRNINDRATUTIMENHYTMWY
GRYKGEIYAWDVYNEFDWDG TLRKDSHFNMNVFGRNDDYVGIAFRAARKADPNARLYINDYS
LRSESASKY TKGMYPSVKHEWLSQBVPVDGIGRQTHLDPGAAGOIQGALTALANSGVKEVAL
TELDIRTARPANDY ATV TRKACLNVPECIGITVWOEVSDKNGWRKE HDSLLFDANYNPRAAYTAV
VNALR

FIGURA 3C
(BEQ D Neo. 3

FRALE
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FIGURA 44

SEQ I Ne. 30

ATGAAGCTETCITTCOTTCCTOTACACCGOLTCRUTGH TR SCOGOCATICCCACSGCCA
TORAGCCCCBCCAGGOLTCCRARAGLATCAACAAGCTGATCAAGAACAAGGRRCAALGLT
CTACTACGGAADCATCACCBACTCLCAAGCTRUTOGGCRTUBUARAGOATATTGCCATE
ATCAAGGLTGACTTITEOUACCETOARASCCCAGAACTCGREGTAAGTGEGATACLALCS
AGBCCCAGCCAGGOUAASTTCAACTTCGGRUAGCTTCGACCAGGTCGTCAASTTTGEITCA
GCAGAATGGCOTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTAGTLTGGCACTCLCAGCTCLCTCAG
TOOGTTAAGAACATUAACGACAAGGCTASTTTGAUCARGGTCATCRAGAACCAGGTCAD
CAACQRTCETTRRACRUTACAAGGOCAABATUTACEUCT S hglatgiiticfivanivgaanttoiiat
asastggottariascalgiicagCACETOGTTAACKAGATCTTCOACTGRGATGOTALCCCTOOGA
ARGCACTCTLACTICAACAACGTCTTCORUAACGACBACTACRTTGQCATTECLTTUCS
COUTGOCOGLAAGGUTCACCCOAACGUCAAGUTO TACATCAADGALTACAGTCTCGAC
TCCGGCAGLBUCTCLCAAGETCACCAAGRRLATOGTTCCCTUTOTCAABAAGTEEOTCA
GOCAGGGCSTCOCCHTOGARGETAT TG TTCTOABACTOSAGCTTGADCCUGETRLLGE
TEECLAAATCCABBETBCTCTCACTELCCTCOCCAACTOTGATOTGAAGBAGGTTGCC
ATCACCGAGCTCOACATCLGUACTECCCCUGUCAAMGGACTACGCTACCOTTAGLAAGS
CCTGUCTCAAQGTCCLCAAGTECATTGOTATCACCETUTGGGECOTATCTGACAABAAL
TCTTGQRLOCAAGRARCACGADARCOCTICTRTTCGATCOTAARCTACAACLOCAAGBLTG
CTTACACTGUTGTTGTCAALGCTOTCOGCTAA
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FIGURA 4B

SEQHI No. 31

ATGAAGCTOTCTTCCTTCCTCTAQACCGCOTCERTGOTCRCGGLCATTCCCAQLBCLA
TOSAGUCCOGTCAGBULTOCGATAGCATOAACAAGLTCATCAAGAACAABGGRCAAGDY
CTACTACGGAACCATCADCRACCLCAALCTECTOGGCETCRCARARGACACTRCCATC
ATCAAGGLTGACTTTGECGUCGTCACACCCOAGAACTOGRETAAGTGGRATELCACTS
AGCLCAGLCAGRGCAAGTTCAACTTUBGCAGCTTCRBACLABBTCOTCAACTITGCTCA
GCAGAATGOCCTCAAGGTCLBAGETCACACTOTAGTCTGGCACTCCCAGTTCLCTCAG
TGEETTAAGAACATOAACRACAAGRCTACTTTCACCAAGOTCATCGABAACCALGTCAR
CAACGTCGTTGBACGCTACAAGGGUAAGATCTACGCUTBERACGTUGTYAALGAGATC
TTCGALTGOBATGRTACLCTCOGAAAGGALTITCACTTCAACAALGTOTTCGGLAALGA
CRACTACRTTERCATTRUCTTCLBCGOTRUCCHUAARGLTBALCCCAALGBLCAABETR
TACATCAACGBACTACAGCLTCGACTCCGGLAGCGUCTCLCAAGOTCALCAAGRRLATGG
TTCCOTCTGTCAAGAAGTEGOTOAGCCAGGGCOTCCLCHTCBACGHTATTGETICTC
CACTCACCTTGACCCORGTROOGCTRGUCAARTCLAGRATEUTCTCACTRLCUTEGCC
ARCTCTGGETGTGARGGAGGTTGLCATCACCHAGCTUGACATLCBCALTGLCOCCGUCA
ACGACTACGCTACCGTTACCAAGGLCTGCOTCAALGTCCLTCAARTRCATTORTATCACC
GTCTOROGUETATCTBACAAGAALTCTTBBCGLAAGGAGCACRACAGLOTTICTGTITCG
ATGLTAARCTACAACCOCCAAGGUTOUTTACACTGOTGTTGTCAACGUTCTCUGLTAA
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FIGURA 4C

SEQ N 4
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FIGURAD

SEQ IO N 8

VLRI N RRKE AN LU RSN MR ERY TAY

FIGURA BA

BECQ B Ne 32

ATSAAGBLTRTCTTOTTTCCTOUTACACCRLCTOGCTGOTOGCGBLCATTICUACCGCLA
TCGAGCLUGCGLCAGSCCOLUGACAGLATRAACARGUTGATCAAGRACAAGBECAAGCY
CTACTALGGAACCATCACCGACCCCAACCTOCTCRGRATUGOARAGBACACLGLLQTC
ATCAAGGCOGACTTTGGRGCCOTEACCCLUCABGAALTCGEGCAAGTRGBAGGLCACT
SAGCLCASCCASGRCAALTTCAAQTTCOQTARCTTCBARCARGTROTCAACTTTGCICA
GCAGAATGGCOTCAAGSTCCCAGRTCACACTCTERTCTOGLACTCTCAGCTICOTCAG
TOGGTTAAGAACATEAACGACAAGGCTACTCTCACUAAGG TCATTGABAALCADGTCAC
CCAAGTCRTTOGACGUTACAAGGGCAAGATCTADGUOTGGgiatgtitintineategaceiictea
AagatgaaitigctancatghicagGACETIGTCAACGAGATOTTCRARTGRRACGGTACLCTCCG
ARRGCATTCTOACTTCAACAACRTCTTOGGCAACGATCASTACGTTQGUATTRCOTICS
GOGCCGRCLCHIAAGGCTRACCCCAACGCUAAGQTOTACATCAACGACTACAGCCTOGA
CTCQGCLCABCOLLTCCAABUTCACTAAGGREATEGTLCCOTCLGTCAAGAAGTERETC
AGCCAQBECATTCOCOTCEBACGRCATTGRCTOLCAGTCTCACLTTGACLLCRQTRCLG
CTGEBCCAAGTCCAGGETECTCTCACTOCLCTRRUCAACTUTBRTRTCAAGRBAGETTEC
CATCACCQASCTCCACATCOGLACTRLCCOCHCOAAGGACTACGOCALCHTCACTAAG
FCOTOCOTAAACQTC QU CAAGTOGCATTROTATCACCETCTRGGRTGTUTCTBAUAAGAA
CTOTTROCGUAAGBASCACSACABCLCTTCTGTTOCACTCCAACTACAACLUCAAGCOY
GLUTTACACTRCTETTOTCAACBCTCTCCGCTAA
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FIGURA BB

ATGAAGRTETCTTICTTTCLTOTACARCHBOCTCRUTERTUGCGBRCATTCCCALCGUCA
TCOAGUQCCGCCARGUCBCCBACAGCATCAACAAGTITGATCAAGAACAAGGGOAAGET
CTACTACGBAACCATCACTGAQUQCAACCTGUTCOECATIGCARAGBALACLECCGIC
ATCAAGGCCOGACTTTRGUGCOATCACCOCOGAGAALTCBEBGCAAGTGRBALGCUALRC
SAGCCCAGCLAGGGCARCTTCAARLTTCGEGTABCTTCGACCAGGTLRTCAALTTTGCICA
GCAGAATOGRCCTCAAGGTUCOAGETCACACTOTRETOTGRCACTCTCAGCTCCCTCAG
TOGOTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTCTGACCAAGGTCATTGAGAALCACGTCAC
COAABTOATTRGACBCTACAAGGG CAABATOTACSUCTREBALGTIGTOAADGAGBATE
TTCOACGTRBGACRGRTACCLTOCBAAAGRATTCTCACTTCAACAACGTETTCBGCAACGA
JTCACTACGTTRGCATTGLCTTCCEORULGLCTACAARRUTGACCOCAACGULAAGCTG
TACATOAACGAGTACGAGCCTCBAGTCOGLCAGCGCUTCCAAGOTOACCAAGCGLATRG
TOLCUTCLGTCAAGAAGTRECTUAGCUAGGRUGTTICUCETCGALGEOATTRRCTICUA
GICTCAGCCTTEACQCOARTROCHERTGBLCAAGTOCAGRGTEUTCTRARTRRCCTCRLG
AASTCTEGTGTCAAGCAGGTTGCCATCARCRAGLTCGADATCCGCACTEUCLCOECCA
ACGACTACGUCACCETCALCAAGGLOTCUCTAAACGTOCCUAAGTGCATTGRTATCAL
CETCTEBEBETETCTCTGACAAGAACTCTTGRCELRAABGABCACGACARLCTTOTGTTIC
GACTCOAACSTATAADCCCAAGCLTGCTTALACTGOTGTTGTCARCGUTCTLCHGATAA
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FIGURA 16

proragtor cbhl
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FIGURA 21
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Viscosidad (mPa.s)

FIGURA 22
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