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Variantes de beta-glucosidasa recombinante paralap  roduccién de azlcares solubles de biomasa celulésic a
Descripcion

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a la expresion de variantes de B-glucosidasa recombinantes y a su uso en la produccion de
azucares solubles de biomasa celul6sica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La biomasa celulésica es un recurso renovable significativo para la generacion de azlcares solubles. Estos azlcares
pueden usarse como reactantes en diversos procedimientos metabdlicos, que incluyen fermentacion, para producir
biocombustibles, compuestos quimicos y otros productos comercialmente valiosos. Aunque la fermentacién de
azucares simples tales como glucosa en etanol es relativamente directa, la conversion eficaz de biomasa celuldsica
en azucares solubles es exigente (véase, por ejemplo, Ladisch y col., 1983, Enzyme Microb. Technol. 5:82). La
celulosa puede pretratarse quimicamente, mecanicamente, enzimaticamente o de otras formas para aumentar la
susceptibilidad de celulosa a la hidrdlisis. Tal pretratamiento puede ir seguido de la conversion enzimatica de
celulosa a celobiosa, celo-oligosacaridos, glucosa y otros azlcares y polimeros de azlcar, usando enzimas que
rompen los enlaces glucosidicos B-1-4 de celulosa. Estas enzimas se denominan conjuntamente “celulasas”.

Las celulasas se dividen en tres subcategorias de enzimas: 1,4-3-D-glucano glucanohidrolasa (“endoglucanasa’ o
“EG"); 1,4-B-D-glucano celobiohidrolasa (“exoglucanasa”, “celobiohidrolasa”, o “CBH"); y B-D-glucosido-
glucohidrolasa (“B-glucosidasa”, “celobiasa” o “BGL"). Las endoglucanasas rompen enlaces internos y alteran la
estructura cristalina de la celulosa, exponiendo cadenas de polisacarido de celulosa individuales (“glucanos”). Las
celobiohidrolasas acortan gradualmente las moléculas de glucano, liberando principalmente unidades de celobiosa
(un dimero de glucosa ligado en B-1,4 soluble en agua), ademas de glucosa, celotriosa y celotetraosa. Las (-
glucosidasas fraccionan celobiosa en monémeros de glucosa.

Las celulasas con propiedades mejoradas para su uso en el procesamiento de biomasa celulésica reducirian los
costes y aumentarian la eficiencia de produccion de biocombustibles y otros compuestos comercialmente valiosos.

RESUMEN DE LA INVENCION

En un aspecto, la invencién proporciona una variante de B-glucosidasa aislada o recombinante que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 60 % idéntica, algunas veces al menos
aproximadamente el 65 % idéntica y frecuentemente al menos aproximadamente el 70 % idéntica a los residuos 20-
870 de SEC ID N°: 2 (B-glucosidasa C1 natural), o que esta codificada por un acido nucleico que se hibrida bajo
condiciones rigurosas con SEC ID N° 1 o el complemento exacto de SEC ID N°: 1, y que tiene al menos una
sustitucion, con respecto a SEC ID N°: 2, de un residuo de aminoéacido descrito en el presente documento, en la que
la variante tiene mayor actividad de B-glucosidasa que la proteina natural y/o es mas termoestable que la proteina
natural. También se proporcionan polinucleétidos que codifican las variantes de B-glucosidasa, vectores de
expresion que comprenden dichos polinucledtidos y células huésped transformadas con los vectores de expresion.

La invencién también proporciona un procedimiento de produccion de una variante de 3-glucosidasa cultivando una
célula huésped transformada con un polinucleétido que codifica una variante de B-glucosidasa en condiciones
adecuadas para la expresion de la B-glucosidasa. En algunas realizaciones, el polipéptido de B-glucosidasa se
recupera del medio de cultivo o de las células transformadas y cultivadas.

La invencién también proporciona una composicion de enzima que comprende una variante de B-glucosidasa C1
aislada o recombinante. Opcionalmente, la composiciéon de enzima también incluye al menos una enzima celulasa
adicional.

En un aspecto relacionado y/u otros aspectos, la invencion proporciona un procedimiento de conversion de un
sustrato de biomasa, tal como celobiosa, en un azlcar fermentable poniendo en contacto una variante de -
glucosidasa con el sustrato de biomasa en condiciones adecuadas para la produccién del azicar fermentable. En
una realizacion, el sustrato de biomasa se mantiene en un medio que contiene células que expresan una variante de
B-glucosidasa. En una realizacion, la célula huésped recombinante que expresa una variante de B-glucosidasa
también expresa al menos otra celulasa recombinante y/u otra enzima. Opcionalmente, el sustrato de biomasa se
pretrata antes de poner en contacto el sustrato con una variante de polipéptido de B-glucosidasa.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. (A) Termoestabilidades de variantes de Bgll C1 mejoradas producidas en la cepa C1; la actividad
enzimatica residual después de 6 h de incubaciéon a pH 5, 65 °C se determind por ensayo de pNPG a pH 5, 50 °C
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durante 20 min. N = 6-8; las barras de error representan + 1 desviacién estandar. (B) Termoestabilidades de
variantes de Bgll C1 mejoradas producidas en la cepa C1; la actividad enzimatica residual después de 24 h de
incubacién a pH 5, 65 °C se determin6 por ensayo de pNPG a pH 5, 50 °C durante 20 min. N = 6-30; las barras de
error representan + 1 desviacion estandar. (C) Correlacion de termoestabilidad de Bgll C1 entre levadura y
huéspedes C1.

Figura 2. (A) Las termoestabilidades de las variantes de Bgll C1 mejoradas 481, 269 y 3 se compararon con las de
la enzima Bgll C1 nativa. La actividad enzimatica residual después de 24 h de incubacion a pH 4,5, 65 °C se midi6
usando pNPG como sustrato a pH 5, 50 °C durante 20 min. N=6-16; las barras de error representan + 1 desviacién
estandar. (B) La termoestabilidad de la variante de Bgll C1 mejorada 664 se compar6 con la de la variante 481. La
actividad enzimatica residual después de 4 h de incubacién a pH 4, 65 °C se midié usando pNPG como sustrato a
pH 5, 50 °C durante 20 min. N=6-24; las barras de error representan + 1 desviacion estandar.

Figura 3. Las termoestabilidades de las variantes de Bgll C1 mejoradas 3, 481, 664, 916, 885 y 871 se compararon
con las de la enzima Bgl1l C1 nativa. La actividad enzimatica residual después de 72 h de incubacion a pH 4,5, 65 °C
se midi6 usando pNPG como sustrato a pH 5, 50 °C durante 20 min. N=6-10; las barras de error representan + 1
desviacion estandar.

Figura 4. La actividad especifica de Bgll C1 nativa se comparé con la de la variante 871 en un ensayo de celobiosa.
Condiciones de ensayo: pH 4,5-5, temperaturas 55 °C-75 °C; 8 g/l de celobiosa, 18 h de reaccién. La concentracion
de proteina se normalizé en reacciones. N+2; las barras de error representan + 1 desviacion estandar.

Figura 5. La Figura 5 muestra un alineamiento de secuencia de aminoacidos de Bgll C1 nativa (SEC ID N°: 2) con
las secuencias de aminoacidos de las variantes 3 (SEC ID N°: 5), 269 (SEC ID N°: 7), 481 (SEC ID N°: 9), 647 (SEC
ID N°: 15), 664 (SEC ID N°: 13), 871 (SEC ID N°: 17), 885 (SEC ID N°: 19) y 916 (SEC ID N°: 21).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

|. DEFINICIONES

Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar al lector. A menos que se defina de otro modo, todos los
términos de la materia pretenden tener los significados cominmente entendidos por aquellos expertos en las
materias de biologia molecular y microbiologia. En algunos casos, términos con significados cominmente
entendidos se definen en el presente documento para claridad y/o para facilitar la referencia, y la inclusion de tales
definiciones en el presente documento no debe interpretarse necesariamente que represente una diferencia
sustancial con respecto a la definicion del término como generalmente se entiende en la materia.

El término “celulasa” se refiere a una categoria de enzimas que puede hidrolizar celulosa (3-1,4-glucano o enlaces [3-
D-glucosidicos) a oligosacaridos mas cortos, celobiosa y/o glucosa.

Los términos “B-glucosidasa” y “celobiasa” se usan indistintamente y se refieren a una 3-D-glucésido glucohidrolasa
gue cataliza la hidrolisis de un dimero de azlcar, que incluye, pero no se limita a, celobiosa, con la liberacién de un
monomero de azUcar correspondiente. En una realizacién, una B-glucosidasa es una B-glucosidasa glucohidrolasa
de la clasificacién E.C. 3.2.1.21 que cataliza la hidrélisis de celobiosa en glucosa. Algunas de las B-glucosidasas
tienen la capacidad para también hidrolizar 3-D-galactésidos, B-L-arabindsidos y/o B-D-fucésidos y adicionalmente
algunas B-glucosidasas pueden actuar sobre a-1,4-sustratos tales como almidén. La actividad de B-glucosidasa
puede medirse mediante procedimientos muy conocidos en la técnica, que incluyen los ensayos descritos en el
presente documento mas adelante.

El término “polipéptido de B-glucosidasa” se refiere a un polipéptido que tiene actividad de B-glucosidasa.

El término “polinucleétido de B-glucosidasa” se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene
actividad de B-glucosidasa.

“Actividad celulolitica” engloba actividad de exoglucanasa (CBH), actividad de endoglucanasa (EG) y/o actividad de
B-glucosidasa.

Los términos “exoglucanasa’, “exo-celobiohidrolasa” o “CBH” se refieren a un grupo de enzimas celulasas
clasificadas como E.C. 3.2.1.91. Estas enzimas hidrolizan celobiosa del extremo reductor o no reductor de celulosa.

Los términos “endoglucanasa” o “EG” se refieren a un grupo de enzimas celulasas clasificadas como E.C. 3.2.1.4.
Estas enzimas hidrolizan enlaces glucosidicos -1,4 internos de celulosa.

Como se usa en el presente documento, el término “aislado” se refiere a un acido nucleico, polinucleoétido,
polipéptido, proteina u otro componente que se separa parcialmente o completamente de componentes con los que
normalmente esta asociado (otras proteinas, acidos nucleicos, células, etc.).

El término “natural” como se aplica a un polipéptido (proteina) significa un polipéptido (proteina) expresado por un
microorganismo que se produce naturalmente tal como bacteria u hongo filamentoso. Como se aplica a un
microorganismo, el término “natural” se refiere al microorganismo no recombinante nativo. Con referencia a B-
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glucosidasa C1, Bgll natural se refiere a la forma madura (secretada) de la proteina que tiene la secuencia de
residuos 20-870 de SEC ID Ne: 2.

Una “variante” como se usa en el presente documento significa un polipéptido de B-glucosidasa o polinucleétido que
codifica una B-glucosidasa que comprende una o mas modificaciones con respecto a B-glucosidasa C1 natural
(Bgll) o el polinucleétido natural tal como sustituciones, inserciones, deleciones y/o truncaciones de uno o mas
residuos de aminodacidos especificos o de uno o mas nucleétidos o codones especificos en el polipéptido o
polinucleétido.

Una “secuencia de B-glucosidasa de referencia” se refiere a una secuencia definida usada como base para una
comparacion de secuencias, tales como SEC ID N°: 2. Una secuencia de B-glucosidasa de referencia puede ser un
subconjunto de una secuencia mayor. Generalmente, una secuencia de referencia tiene al menos 25 residuos de
aminoacidos de longitud, al menos 50 residuos de longitud, al menos 100 residuos de longitud, al menos 150
residuos de longitud, al menos 200 residuos de longitud, al menos 300 residuos de longitud, al menos 350 residuos
de longitud, al menos 500 residuos de longitud, al menos 600 residuos de longitud, al menos 700 residuos de
longitud, o la longitud completa del polipéptido.

Un acido nucleico (tal como un polinucleétido), un polipéptido o una célula es “recombinante” cuando es artificial o
manipulado, o derivado de o contiene una proteina o acido nucleico artificial o manipulada. Por ejemplo, un
polinucleétido que se inserta en un vector o cualquier otra localizacion heteréloga, por ejemplo, en un genoma de un
organismo recombinante, de forma que no se asocie a secuencias de nucledtidos que normalmente flanquean el
polinucleétido como se encuentra en la naturaleza, es un polinucleétido recombinante. Una proteina expresada in
vitro o in vivo de un polinucleétido recombinante es un ejemplo de un polipéptido recombinante. Asimismo, una
secuencia de polinucleétidos que no aparece en la naturaleza, por ejemplo, una variante de un gen que se produce
naturalmente, es recombinante.

Una “propiedad mejorada” se refiere a un polipéptido de B-glucosidasa que presenta una mejora en cualquier
propiedad con respecto a la B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2). Propiedades
mejoradas pueden incluir elevada expresion de proteinas, termoactividad, termoestabilidad, actividad por pH,
estabilidad por pH, especificidad de producto, elevada actividad especifica, especificidad de sustrato, elevada
resistencia a sustrato o inhibicién de producto final, perfil de pH/temperatura alterado y estabilidad quimica.

Una variante con “actividad de B-glucosidasa mejorada”, como el término se usa en el presente documento, significa
una variante que muestra un aumento, con respecto a una secuencia de referencia, en la cantidad de hidrdlisis de
sustrato que se produce en un momento especificado bajo condiciones de reaccion especificadas. La actividad de B-
glucosidasa puede medirse usando una variedad de procedimientos conocidos en la técnica tales como los ensayos
de celobiosa descritos en el presente documento mas adelante. Para comparar la actividad de B-glucosidasa de dos
proteinas recombinantemente expresadas puede compararse la actividad especifica (actividad por mol de enzima o
actividad por gramo de enzima). Alternativamente, las células que expresan y que secretan las proteinas
recombinantes pueden cultivarse bajo las mismas condiciones y puede compararse la actividad de B-glucosidasa por
volumen medio de cultivo.

El término “termoestabilidad mejorada” como se usa en el presente documento significa una enzima de variante que
muestra un aumento en la “actividad residual” con respecto a la enzima natural. La actividad residual se determina
exponiendo la enzima (variante o referencia, por ejemplo, natural) a condiciones de estrés de temperatura elevada
durante un periodo de tiempo y luego determinando la actividad de B-glucosidasa en condiciones en las que la
enzima de referencia (por ejemplo, natural) tiene normalmente actividad. La actividad de B-glucosidasa de la enzima
expuesta a condiciones de estrés (“a”) se compara con la de un control en el que la enzima no se expone a las
condiciones de estrés (“b”), y la actividad residual es igual a la relacion a/b. Una variante con elevada
termoestabilidad tendra mayor actividad residual que la enzima de referencia (por ejemplo, natural). Condiciones a
modo de ejemplo para determinar la termoestabilidad se proporcionan en los ejemplos, mas adelante. En una
realizacién, las enzimas se exponen a condiciones de estrés de 65 °C a pH 5 durante 6 h, y se ensayan a 50 °C, pH
5, durante 1,5 h.

Los términos “identidad en porcentaje”, “% de identidad”, “porcentaje idéntico” y “ % idéntico” se usan indistintamente
en el presente documento para referirse al porcentaje de identidad de secuencias de aminoacidos que se obtiene
por andlisis de ClustalW (version W 1.8 disponible de European Bioinformatics Institute, Cambridge, RU), contando
el nimero de coincidencias idénticas en el alineamiento y dividiendo tal nimero de coincidencias idénticas entre la
longitud de la secuencia de referencia, y usando los siguientes parametros de ClustalW por defecto para lograr
alineamientos 6ptimos por parejas lentos/precisos - Penalizacién por hueco abierto: 10; Penalizacién por extension
de hueco: 0,10; matriz de peso de proteinas: serie Gonnet; matriz de peso de ADN: IUB; alineamientos por parejas
lentos/rapidos de Toggle = Alineamiento SLOW o FULL.

Dos secuencias estan “Optimamente alineadas” cuando estan alineadas para puntuacion de similitud usando una
matriz de sustitucion de aminoacidos definida (por ejemplo, BLOSUMG62), penalizacion por existencia de huecos y
penalizacién por extension de hueco de manera que lleguen a la mayor puntuacion posible para ese par de
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secuencias. Las matrices de sustitucion de aminoacidos y su uso en cuantificar la similitud entre dos secuencias son
muy conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Dayhoff y col. (1978), “A model of evolutionary change in proteins”;
“Atlas of Protein Sequence and Structure”, vol. 5, Supl. 3 (Ed. M.O. Dayhoff), pag. 345-352, Natl. Biomed. Res.
Round., Washington, D.C.; y Henikoff y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915-10919, ambos de los cuales
se incorporan en el presente documento por referencia. La matriz BLOSUM62 se usa frecuentemente como matriz
de sustitucién de puntuacion por defecto en protocolos de alineamiento de secuencias tales como Gapped BLAST
2.0. La penalizacion por existencia de huecos se impone para la introduccién de un Unico hueco de aminoacido en
una de las secuencias alineadas, y la penalizacion por extensién de hueco se impone para cada posicién de
aminoacido vacia adicional insertada en un hueco ya abierto. El alineamiento se define por la posicion de
aminoacidos de cada secuencia en la que empieza y termina el alineamiento, y opcionalmente por la insercién de un
hueco o miltiples huecos en una o ambas secuencias de manera que lleguen a la mayor puntuaciéon posible.
Mientras que el alineamiento y la puntuacion éptimos pueden llevarse a cabo manualmente, el procedimiento se
facilita por el uso de un algoritmo de alineamiento implementado por ordenador, por ejemplo, BLAST 2.0 con huecos,
descrito en Altschul y col. (1997) Nucleic Acids Res., 25:3389-3402 (incorporado en el presente documento por
referencia), y puesto a disposicién para el puablico en la pagina web del Centro Nacional para Informacion
Biotecnoldgica. Pueden hacerse alineamientos 6ptimos y multiples alineamientos usando programas facilmente
disponibles tales como PSI-BLAST, que se describe por Altschul y col. (1997), arriba. Una herramienta de
alineamiento (til es “T-Coffee” (Notredame y col., 2000, J. Mol. Bio. 302:205-17). Los alineamientos de T-Coffee
pueden llevarse a cabo usando parametros por defecto (Documentacion técnica de T-Coffee, version 8.01, julio de
2009, www.tcoffee.org).

“Correspondiente a”, “referencia a” o “con respecto a”, cuando se usan en el contexto de la numeraciéon de una
secuencia de aminoacidos o de polinucledtidos dada, se refiere a la numeracion de los residuos de una secuencia
de referencia especificada cuando la secuencia de aminoacidos o de polinucleétidos dada se compara con la
secuencia de referencia.

Una “posicién” de base de aminoacido o nucleétido se denota por un niimero que identifica secuencialmente cada
aminoacido (o base de nucleétido) en la secuencia de referencia basandose en su posicién con respecto al extremo
N (o extremo 5'). Debido a deleciones, inserciones, truncaciones, fusiones y similares que deben tenerse en cuenta
cuando se determina un alineamiento 6ptimo, en general el nimero de residuos de aminoacidos en una secuencia
de prueba determinada contando simplemente desde el extremo N no sera necesariamente la misma que el nimero
de su posicidn correspondiente en la secuencia de referencia. Por ejemplo, en un caso en el que una variante tenga
una delecién con respecto a una secuencia de referencia alineada, no habra aminoacido en la variante que se
corresponde con una posicién en la secuencia de referencia en el sitio de delecién. Si hay una insercién en una
secuencia de referencia alineada, esa insercidn no se correspondera con una posicién de aminoacido numerada en
la secuencia de referencia. En el caso de truncaciones o fusiones puede haber estiramientos de aminoacidos en
tanto la secuencia de referencia como alineada que no se corresponden con ningln aminoacido en la secuencia
correspondiente.

Los acidos nucleicos “se hibridan” cuando se asocian para formar estructuras bicatenarias, normalmente en
disolucién. Los acidos nucleicos se hibridan debido a una variedad de fuerzas fisicoquimicas bien caracterizadas,
tales como enlace de hidrégeno, exclusion de disolvente, apilamiento de bases y similares. Como se usa en el
presente documento, el término “condiciones de lavado de hibridacion rigurosas” en el contexto de experimentos de
hibridaciéon de acidos nucleicos, tales como hibridaciones de Southern y Northern, depende de la secuencia y son
diferentes bajo diferentes pardmetros ambientales. Una amplia guia para la hibridacion de acidos nucleicos se
encuentra en Tijssen, 1993, “Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with
Nucleic Acid Probes”, Parte |, Capitulo 2 (Elsevier, Nueva York), que se incorpora en el presente documento por
referencia. Para polinucleétidos de al menos 100 nucledtidos de longitud, condiciones de baja a muy alta rigurosidad
se definen como sigue: prehibridacion e hibridacién a 42 °C en 5xSSPE, 0,3 % de SDS, 200 ug/ml de ADN de
esperma de salmon cortado y desnaturalizado, y tanto 25 % de formamida para rigurosidades bajas, 35 % de
formamida para rigurosidades medias y medias-altas como 50 % de formamida para rigurosidades altas y muy altas,
siguiendo procedimientos de transferencia Southern convencionales. Para polinucleétidos de al menos 100
nucleétidos de longitud, el material de vehiculo se lava finalmente tres veces cada vez durante 15 minutos usando
2xSSC, 0,2 % de SDS al menos a 50 °C (baja rigurosidad), al menos a 55 °C (rigurosidad media), al menos a 60 °C
(rigurosidad media-alta), al menos a 65 °C (rigurosidad alta) y al menos a 70 °C (rigurosidad muy alta).

Los términos “cultivar” o “cultivo” se refieren a hacer crecer una poblacion de células microbianas bajo condiciones
adecuadas en un medio liquido o sélido.

El término “poner en contacto” se refiere a la colocacién de una enzima respectiva en proximidad suficientemente
préxima a un sustrato respectivo para permitir que la enzima convierta el sustrato en un producto. Por ejemplo,
combinar una disoluciéon que contiene la enzima con el sustrato respectivo efectuara la puesta en contacto. Tal
puesta en contacto también incluye incubar una célula que secreta una enzima en un medio que contiene un
sustrato de enzima.

Como se usa en el presente documento, referencia a una célula “que metaboliza” un azlcar soluble u otro sustrato



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455269 T3

para producir un producto final significa que el azlcar sirve de fuente de carbono y/o fuente de energia para una
reaccion metabdlica en la célula. Normalmente, la célula es una célula microbiana tal como una célula flngica o
célula bacteriana.

Como se usa en el presente documento, el término “transformada” o “transformaciéon” usado en referencia a una
célula significa que una célula tiene una secuencia de acidos nucleicos no nativa integrada en su genoma o0 como un
plasmido episbmico que se mantiene a través de multiples generaciones.

El término “introducido” en el contexto de insertar una secuencia de acidos nucleicos en una célula significa
transfectado, transducido o transformado (conjuntamente “transformado”) o de otro modo incorporado en el genoma
de, o mantenido como un episoma en, la célula.

El término “operativamente ligada” se refiere en el presente documento a una configuracién en la que una secuencia
de control se dispone apropiadamente en una posicién con respecto a la secuencia codificante de la secuencia de
ADN de forma que la secuencia de control influya en la expresion de un polipéptido.

Cuando se usa en el presente documento, el término “secuencia codificante” pretende cubrir una secuencia de
nucleétidos, que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto de proteina. Los limites de la
secuencia codificante se determinan generalmente por un marco de lectura abierto, que normalmente empieza con
el codén de iniciacion ATG. La secuencia codificante normalmente incluye una secuencia de ADN, ADNc y/o de
nucleétidos recombinante.

Una secuencia promotora, péptido sefial u otra secuencia es “heteréloga” cuando esta operativamente ligada a una
secuencia de acidos nucleicos o de proteinas con la que un promotor, péptido sefial u otra secuencia no esta
asociado en la naturaleza.

Como se usa en el presente documento, el término “expresion” incluye cualquier etapa que participe en la
produccion del polipéptido que incluye, pero no se limita a, transcripcién, modificaciéon postranscripcional, traduccion,
modificacién postraduccional y secrecion.

El término “vector de expresion” se refiere en el presente documento a una molécula de ADN, lineal o circular, que
comprende un segmento que codifica un polipéptido de la invencién, y que esta operativamente ligado a segmentos
adicionales que proporcionan su transcripcion.

Un polipéptido de variante de B-glucosidasa es “enzimaticamente activo” cuando tiene actividad de B-glucosidasa.

El término “pre-proteina” se refiere a una proteina que incluye una region del péptido sefial del extremo amino (o
secuencia conductora) unida. El péptido sefial se escinde de la pre-proteina por una peptidasa sefial antes de que la
secrecion produzca la proteina “madura” o “secretada”.

Como se usa en el presente documento, un “coddn de iniciacion” es el codon ATG que codifica el primer residuo de
aminoacido (metionina) de una proteina.

En el contexto de identidad de secuencias, una referencia a “al menos x % de identidad de secuencias” en esta
memoria descriptiva esta prevista, a menos que se especifique de otro modo, para referirse a “x % de identidad de
secuencias” ademas de para realizaciones alternativas en las que el % de identidad de secuencias se define por
cada numero entero de (x + 1) % al 99 % de identidad, precisamente como si cada realizacion alternativa se
enumerara explicitamente. Por ejemplo, referencia a “al menos el 70 % de identidad de secuencias con SEC ID N°:
2", o “residuos de aminoacidos 20-870 de SEC ID N 2", se refiere a realizaciones alternativas con al menos el 71 %
de identidad de secuencias, al menos el 72 % de identidad, al menos el 73 % de identidad, al menos el 74 % de
identidad, al menos el 75 % de identidad, al menos el 76 % de identidad, al menos el 77 % de identidad, al menos el
78 % de identidad, al menos el 79 % de identidad, al menos el 80 % de identidad, al menos el 81 % de identidad, al
menos el 82 % de identidad, al menos el 83 % de identidad, al menos el 84 % de identidad, al menos el 85 % de
identidad, al menos el 86 % de identidad, al menos el 87 % de identidad, al menos el 88 % de identidad, al menos el
89 % de identidad, al menos el 90 % de identidad, al menos el 91 % de identidad, al menos el 92 % de identidad, al
menos el 93 % de identidad, al menos el 94 % de identidad, al menos el 95 % de identidad, al menos el 96 % de
identidad, al menos el 97 % de identidad, al menos el 98 % de identidad, o al menos el 99 % de identidad con el
aminoacido SEC ID N°: 2, o residuos 20-870 de SEC ID N° 2. Para un alineamiento que extiende la longitud entera
de 851 aminoéacidos de los residuos 20-870 de SEC ID N°: 2, puede haber al menos 596 identidades entre una
secuencia de variante y SEC ID N°: 2, algunas veces al menos 604, al menos 613, al menos 622, al menos 630, al
menos 638, al menos 647, al menos 655, al menos 664, al menos 672, al menos 681, al menos 723, al menos 766, o
al menos 808 identidades.

Como se usa en el presente documento, “C1” se refiere a una cepa fungica descrita por Garg, A., 1966, “An addition
to the genus Chrysosporium Corda” Mycopathologia 30: 3-4. “Chrysosporium lucknowense” incluye las cepas
descritas en las patentes de EE.UU. n°® 6.015.707, 5.811.381 y 6.573.086; publicaciones de patente de EE.UU. n°®
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2007/0238155, US 2008/0194005, US 2009/0099079; publicaciones de patente internacional n® WO 2008/073914 y
WO 98/15633, e incluyen, sin limitacion, Chrysosporium lucknowense Garg 27K, VKM-F 3500 D (n° de acceso VKM
F-3500-D), cepa de C1 UV13-6 (n° de acceso VKM F-3632 D), cepa de C1 NG7C-19 (n° de acceso VKM F-3633 D)
y cepa de C1 UV18-25 (VKM F-3631 D), todas las cuales se han depositado en la Coleccion para toda Rusia de
microorganismos de la Academia de ciencias rusa (VKM), Bakhurhina St. 8, Mosvaca, Rusia, 113184, y cualquier
derivado de las mismas. Aunque inicialmente se describi6 como Chrysosporium lucknowense, Cl puede
considerarse actualmente una cepa de Myceliophthora thermophila. Derivados de C1 a modo de ejemplo incluyen
organismos modificados en los que uno o mas genes enddgenos o secuencias se han delecionado y/u modificado
y/o se han introducido uno 0 mas genes heterélogos o secuencias. Derivados incluyen UV18#100fAalpl, UV18#100f
Apyr5 Aalpl, UV18#100.f Aalpl Apep4 Aalp2, UV18#100.f Apyr5 Aalpl Apep4 Aalp2 y UV18#100.f Apyrd Apyr5 Aalp 1
Apep4 Aalp2, como se describen en el documento W0O2008073914, incorporado en el presente documento por
referencia.

La siguiente nomenclatura puede usarse para describir sustituciones en una secuencia de polipéptidos o
polinucleétidos con respecto a una secuencia de referencia: “R-#-V” en la que # se refiere a la posicién en la
secuencia de referencia, R se refiere al aminoacido (o base) en esa posicién en la secuencia de referencia y V se
refiere al aminoéacido (o base) en la posicion correspondiente en la secuencia de variante. Por ejemplo, para un
polipéptido de variante descrito con referencia a SEC ID N°: 2, “D369L" indica que en el polipéptido de variante el
acido aspartico en la posicion 369 de la secuencia de referencia esta sustituido por leucina, estando la posicién de
aminoacido determinada por el alineamiento éptimo de la secuencia de variante con SEC ID N°: 2. Similarmente,
“S182L/W" describe dos variantes: una variante en la que la serina en la posicion 182 esta sustituida por leucina y
una variante en que la serina en la posicion 182 esta sustituida por triptéfano.

Los siguientes usos se usan para describir posiciones de aminoacidos en variantes de Bgll. Las posiciones de
aminoacidos estan numeradas en relacién con la secuencia de referencia SEC ID N°: 2, que es la secuencia de la
pre-proteina de Bgll C1 natural (incluyendo el péptido sefial). Los alineamientos para determinar un grado de
identidad de secuencias (por ejemplo, “al menos el 70 % de identidad”) o para describir deleciones (por ejemplo,
deleciones de residuos en el extremo C de la proteina) son en relacion con la forma secretada de la proteina Bgll
natural, residuos 20-870 de SEC ID N°: 2. Las sustituciones de bases de nucleétidos se numeran con respecto a
SEC ID N°: 1. Las sustituciones en el péptido sefial (residuos 1-19 de SEC ID N°: 2) se refieren a la secuencia de la
pre-proteina Bgl1.

II. INTRODUCCION

The hongo C1 produce una variedad de celulasas y otras enzimas que actian de acuerdo para catalizar la
descristalizacion e hidrdlisis de celulosa para dar azlcares solubles. C1 se describié por Garg, 1966, “An addition to
the genus Chrysosporium corda” Mycopathologia 30: 3-4. Véanse también las patentes de EE.UU. n° 6.015.707 y
6.573.086, que se incorporan en el presente documento por referencia para todos los fines.

El genoma de C1 se ha secuenciado al menos parcialmente, como se indica en las publicaciones de patente de
EE.UU. US 2007/0238155, US 2008/0194005 y US 2009/0099079, incorporadas en el presente documento por
referencia para todos los fines. La secuencia del gen 1 de B-glucosidasa C1 (bgll) y la proteina codificada (Bgll) se
exponen en el presente documento como SEC ID N°% 1 y 2 (véanse también las solicitudes pendientes de
tramitacion n° 61/247.379 y PCT/US10/50982, incorporadas en el presente documento por referencia). Obsérvese
gue estas secuencias se diferencian de las secuencias de Bgll de la publicacién de patente US 2007/0238155.

Las variantes de 3-glucosidasa C1 descritas en el presente documento son particularmente Utiles para la produccion
de azulcares solubles de biomasa celuldsica. En un aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento de
produccién de glucosa poniendo en contacto una composicién que comprende celobiosa con una variante de B-
glucosidasa C1 recombinantemente expresada en condiciones en las que la celobiosa se convierte enzimaticamente
en glucosa. En un aspecto, células huésped recombinantes que expresan una variante de B-glucosidasa pueden
combinarse con celobiosa en condiciones en las que la B-glucosidasa se expresa (y en algunas realizaciones,
secreta) por las células. Alternativamente, la proteina B-glucosidasa recombinante purificada o parcialmente
purificada puede ponerse en contacto con celobiosa. En un aspecto de la presente invencion, la puesta en contacto
comprende cultivar una célula huésped recombinante en un medio que contiene celobiosa producido de una materia
prima celulésica. Por ejemplo, las variantes de B-glucosidasa C1 descritas en el presente documento demuestran
beneficio en reacciones de sacarificacién conjuntamente con otras celulasas tales como celulasas de T. reesei (por
ejemplo, CBH1, CBH2 y/o EG1 de T. reesei o variantes de las mismas, y/o caldo de T. reesei) y celulasas de C1
(véanse las patentes de EE.UU. n° 6.015.707, 5.811.381 y 6.573.086; publicaciones de patente de EE.UU. n°
2007/0238155, US 2008/0194005, US 2009/0099079; publicaciones de patente internacional WO 2008/073914 y
WO 98/15633, todas incorporadas en el presente documento por referencia).

Diversos aspectos de la invencion se describen en las siguientes secciones.

ll. PROPIEDADES DE PROTEINAS B-GLUCOSIDASA PARA SU USO EN PROCEDIMIENTOS DE LA INVENCION
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En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para expresar una proteina p-glucosidasa cultivando una
célula huésped que comprende un vector o plasmido episémico que comprende una secuencia de acidos nucleicos
gue codifica una variante de Bgll C1, o que tiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica una variante de
Bgll C1 integrada en su genoma, en condiciones en las que se expresa la proteina B-glucosidasa o un fragmento
enzimaticamente activo de la misma. Generalmente, la proteina expresada comprende un péptido sefial que se
elimina por la célula a medida que se secreta la enzima. En una realizacién, la transcripciéon de la secuencia que
codifica la variante de Bgll C1 esta controlada por un promotor heterélogo operativamente ligado.

Variantes de polipéptido de B-glucosidasa

La presente invencién proporciona novedosas enzimas que son variantes de B-glucosidasa (Bgll) C1. Las variantes
de polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencion son variantes de Bgll que presentan actividad de (-
glucosidasa, normalmente mayor actividad de B-glucosidasa que la B-glucosidasa C1 natural (residuos 20-870 de
SEC ID N°: 2), especialmente en condiciones relevantes para los procedimientos de sacarificacion comerciales.
También se incluyen variantes de polipéptido de B-glucosidasa que presentan mayor estabilidad en condiciones
relevantes para procedimientos de sacarificaciéon comerciales (por ejemplo, elevada termoestabilidad con respecto a
B-glucosidasa natural).

La presente invencion proporciona variantes de Bgll que tienen mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina
Bgll C1 natural (WT) y que tienen al menos una de las sustituciones encontradas en una variante de actividad
elevada y/o termoestabilidad elevada descrita en el presente documento. Como se trata mas abajo en mas detalle,
se prepar6é un polinucleétido que codifica la proteina Bgll C1 natural (WT) (SEC ID N°: 2). El polinucleétido se
insertd en un vector de expresion como se describe en el Ejemplo 1, mas adelante, se prepararon bibliotecas de
polinucleétidos que codifican proteinas Bgll de variante por mutagénesis y evolucion dirigida, y se evaluaron las
propiedades (por ejemplo, actividad de B-glucosidasa y termoestabilidad) de variantes de Bgl1 individuales (véanse
las Tablas 2-7 y Ejemplos 2-9, mas adelante). Se identificaron varias sustituciones de aminoacidos y combinaciones
de sustituciones en variantes con actividad superior a las naturales y/o termoestabilidad a las naturales. Véase la
Tabla 2. Se seleccioné una variante con elevada actividad y termoestabilidad y se someti6 a posterior mutagénesis y
seleccién. Véase la Tabla 3. Una variante de esta ronda de mutagénesis y seleccién se seleccion6 y se sometio a
mutagénesis y seleccion adicionales. Véase la Tabla 4. Una variante de esta ronda adicional de seleccién se
seleccion6 y se sometid a mutagénesis y seleccién adicionales. Véase la Tabla 5. Dos variantes de esta ronda de
seleccidn se seleccionaron y se sometieron a mutagénesis y seleccion adicionales. Véanse las Tablas 6y 7.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislado y/o
recombinante que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina C1 natural, y que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a 3-glucosidasa C1 natural (Bgll)
(residuos 20-870 de SEC ID N9 2) y tiene al menos una sustitucién de un residuo de aminoacido en una posicion
seleccionada del grupo que consiste en K57; A88; 1106; N112; Q119; T120; A123; R132; Y135; A136; Al41; K142;
L149; G158; P161; P172; T177; 1179; G180; M181; S182; E183; K186; A197; G202; Y219; N220; S222; T224; 1229;
M234; F242; A243; V246; Q258; D274; V286; Q291; Q313; V318; A343; T354; T357; D358; E360; D369; P374; 1375;
A378; Q381; E385; S388; V390; A394; N398; E402; K406; 1428; S434; N437; E449; Q474; A4T5; T482; S489; Y491,
K530; N536; T540; T565; V674; R682; 1867; E868; P870 (en la que la posicion de aminoacido se determina por
alineamiento optimo con SEC ID N°: 2). “Sustitucion”, en este contexto, significa que el residuo en la proteina de
variante es otro distinto al residuo mostrado. Por ejemplo, “A88” indica una variante que comprende un aminoacido
distinto de alanina en la posicion 88 (es decir, uno de los otros 19 aminoacidos que se producen naturalmente). En
algunas realizaciones, el aminoacido en la proteina de variante no es ni el residuo natural ni un residuo que sea un
sustituto conservativo para el residuo natural. Como se trata mas adelante, en este contexto, un sustituto
conservativo para un residuo es otro residuo en el mismo grupo identificado en la Tabla 1.

La presente invencién proporciona adicionalmente una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o
recombinante que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 (WT), en la que la variante
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a C1 natural (Bgll)
(residuos 20-870 de SEC ID N°: 2); tiene una sustitucion en cada una de las posiciones Q291, D369 y E402; y tiene
al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicién seleccionada del grupo que consiste en 1106,
A109, Q119, T120, R132, Y135, M181, Q215, A243, V246, Q258, A265, D274, N278, Q313, F314, G332, T357,
D358, P374, E385, S434, N437, A475, S489, Y491, E493, K495, K497, S501. A503E N504, A505, N521, K530,
N536. T540, D566, T591, A601, K610, T611, R612, S614, L620, G628, T635, V638, V648, D650, S652, N670, R672,
V674, S676, T685, T687, A689, Q690, T699, D703, K708, Y715, A732, E742, L757, V775, T777 y D781 (en la que la
posicion de aminoacido se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N° 2). En algunas realizaciones, el
aminoacido en la proteina de variante no es ni el residuo natural ni un residuo que sea un sustituto conservativo para
el residuo natural. Como se trata mas adelante, en este contexto, un sustituto conservativo para un residuo es otro
residuo en el mismo grupo identificado en la Tabla 1.
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La presente invencién proporciona adicionalmente una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o
recombinante que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, en la que la variante
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a B-glucosidasa C1
natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2); tiene una sustitucion en cada una de las posiciones Q258, Q291,
Q313, D369, E402, S434, A475, K495, y G628; y tiene al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido en una
posicion seleccionada del grupo que consiste en A4, A15, E21, S22, K24, V25, H26, Q27, P29, L30, N45, D47, Q55,
S58, A79, Q85, 106, A109, Q119, Y135, A136, P161, V175, G180, G202, G216, 1221, L237, D244, V253, V260,
L275, D311, F314, A343, D358, E360, Q381, E385, A394, A404, A405, K421, 1428, P436, N437, M454, D470, R476,
AA4TT, Q479, T482, Y491, E493, E494, T496, S501, A505, N536, V559, V562, N588, S604, R612, G616, A617,
G626, N627, F634, D646, D650, S652, R672, V673, T685, T687, A689, Q690, K708, Y715, Q716, A732, A748,
D751, L757K, S764, R769, V775, T777, T783, T785, S787, S799, P806, K807, R817, E819, E822, T823, V840,
V846, 1847, S848, Y850, K866 y P870 (en la que la posicion de aminoacido se determina por alineamiento éptimo
con SEC ID Ne: 2). En algunas realizaciones, el aminoacido en la proteina de variante no es ni el residuo natural ni
un residuo que sea un sustituto conservativo para el residuo natural. Como se trata mas adelante, en este contexto,
un sustituto conservativo para un residuo es otro residuo en el mismo grupo identificado en la Tabla 1.

La presente invencién proporciona adicionalmente una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o
recombinante que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, en la que la variante
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a B-glucosidasa C1
natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2); tiene una sustitucion en cada una de las posiciones Q258, Q291,
Q313, D369, E402, S434, A475, K495, G628, A689, y Y715; y tiene al menos una sustitucion de un residuo de
aminoacido en una posicién seleccionada del grupo que consiste en C8, L9, K24, V25, D47, S58, A79, Q85, 1106,
A109, A136, V175, L237, A243, V253, V260, D274, L275, F314, A343, Q381, E385, P436, N437, Q474, R476, A505,
S550, N588, S604, G616, G626, D650, D651, S652, V674, T687, Q690, D709, E710, A732, D733, Y736N, L757,
S764, T777, T783, T785, K807, M816, D844, V846, L869 y P870 (en la que la posicion de aminoéacido se determina
por alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2). En algunas realizaciones, el aminoacido en la proteina de variante no es
ni el residuo natural ni un residuo que sea un sustituto conservativo para el residuo natural. Como se trata mas
adelante, en este contexto, un sustituto conservativo para un residuo es otro residuo en el mismo grupo identificado
en la Tabla 1.

La presente invenciéon proporciona adicionalmente una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o
recombinante que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, en la que la variante
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a B-glucosidasa C1
natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2); tiene una sustituciéon en cada una de las posiciones D47, Q258,
Q291, Q313, A343, D369, E402, S434, A475, K495, G628, T687, A689 y Y715; y tiene al menos una sustitucion de
un residuo de aminoacido en una posicion seleccionada del grupo que consiste en A79, Q85, V260, L275, F314,
D395, P439, A505, D646, T693, N723, A730, A732, S764, R769, T827 y Y855 (en la que la posicion de aminoacido
se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2). En algunas realizaciones, el aminoacido en la proteina de
variante no es ni el residuo natural ni un residuo que sea un sustituto conservativo para el residuo natural. Como se
trata mas adelante, en este contexto, un sustituto conservativo para un residuo es otro residuo en el mismo grupo
identificado en la Tabla 1.

La presente invencién proporciona adicionalmente una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o
recombinante que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, en la que la variante
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a B-glucosidasa C1
natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2); tiene una sustitucion en cada una de las posiciones 1106, Q258,
V260, Q291W, Q313, F314, D369, E402, S434, K495, G628, A689, Y715 y A732; y tiene al menos una sustitucion
de un residuo de aminoacido en una posicion seleccionada del grupo que consiste en A109, A343, A475, A505,
A689, A79, C8, D47, L275, N315, Q85, T591 y T687 (en la que la posicion de aminoacido se determina por
alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2). En algunas realizaciones, el aminoacido en la proteina de variante no es ni
el residuo natural ni un residuo que sea un sustituto conservativo para el residuo natural. Como se trata mas
adelante, en este contexto, un sustituto conservativo para un residuo es otro residuo en el mismo grupo identificado
en la Tabla 1.

TABLA 1
Aminoacidos basicos Arginina, lisina, histidina
Aminoécidos acidos Acido glutdmico, acido aspartico
Aminoécidos polares Glutamina, asparagina
Aminodacidos hidrofébicos Leucina, isoleucina, valina
Aminoacidos aromaticos Fenilalanina, triptéfano, tirosina
Aminoacidos pequefios glicina, alanina, serina, treonina, prolina, cisteina, metionina

En algunas realizaciones, el aminoacido en la proteina de variante no es ni el residuo natural ni un residuo que sea
un residuo comunmente intercambiado con el residuo natural como se define por los siguientes pares: Ala/Ser,
Valllle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle,
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Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly.

Como se resume en la Tabla 2, en ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una variante de
polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, es al menos aproximadamente el 70 % idéntica
a B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2), y que tiene al menos una sustitucion de un
residuo de aminoécido seleccionado del grupo que consiste en K57R; A88S; 1106V; N112V; Q119E/L; T120M/Y/V/H;
A123N; R132K/G/W; Y1351/Q/M; A136E; A141F; K142R; L149Q/M; G158D; P161S; P172A; T1771; 1179M; G180E;
M181Y; S182L/W; E183G/M/Q/K; K186R; A197V; G202M/V; Y219V; N220Y/S/L; S222Q/E; T224N; 1229M; M234E/l,
F242L; A243V; V246L; Q258N; D274Y/N; V286l; Q291W/A/F; Q313M; V318E; A343V/T; T354Q; T357L/P; D358K/N;
E360R/A/D; P374Y; I1375V; A378K/T; Q381V/D/I/L; D369Q/L/Y/C/IANIP/EIK/R/FIM/HIV; E385L; S388W/C; V390I;
A394G/V/L/IPIQ; N398G; E402N; K406D; 1428V; S434P; N437F/Y/D/L/W; E449Q; Q474l; AA7T5F/YIH/WIC; T482A;
S489L; Y491 H/F; K530M/G; N536K; T540K; T565A/G/P; V674l; R682W; 1867M; E868R; P870S (en la que la
posicion de aminoacido se determina por alineamiento éptimo con SEC ID N°: 2). Combinaciones beneficiosas de
las sustituciones enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinacién de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 0 mas de
las posiciones anteriormente identificadas.

Como se resume en la Tabla 3, en ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una variante de
polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, en la que la variante es al menos
aproximadamente el 70 % idéntica a C1 natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2); tiene las sustituciones
Q291W, D369H/L/R/Y y E402N; y tiene al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion
seleccionada del grupo que consiste en A109S, A243V, A265S, A475C/F/L/W, A503E, A505C, A601T, A689l,
A732G/M, D274Y, D358E/K/N, D566G, D650F/V, D703K, D781N, E385L, E493A/V/Y, E742G, F314L/V, G332D,
G628L/VIW, 1106V, K495F/H/IIN/Q/V, K497R, K530C/D/E/I/IMIN/V, K610S, K708F, L620M, L757K, M181Y, N278Y,
N437D/F/IIKILIVIWIY, N504Y, N521C, N536K, N670D, P374Y, Q119E, Q215E/M, Q258H/N, Q313M, Q690A/K/R,
R132H, R612H/P, R672A/D/F/IG/IISIT/V, S434P, S489I/UN/T, S501H/N/R, S614A/C/D/H/L/R/IVIY, S652D, S676C,
S764F, T120H/Y, T357A, T540K, T591A/C/R, T611A/H/Q, T635A/I/V, T685V, T687C/F/K/ILIM/W/Y, T699L, T777N,
T779S, V2461, V638E/R/S, V648W, V674M, V775C, Y135Q, Y491F/H/L y Y715P (en la que la posicion de
aminoacido se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N° 2). Combinaciones beneficiosas de las
sustituciones enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinacién de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 6 70, 0 mas de las
posiciones anteriormente identificadas.

Como se resume en la Tabla 4, en ciertas realizaciones, la presente invenciéon proporciona una variante de
polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, es al menos aproximadamente el 70 % idéntica
a B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2), tiene las sustituciones Q258N, Q291W,
Q313M, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N y G628W; y tiene al menos una sustitucidon seleccionada del grupo
que consiste en A4V, Al15V, A109S/T, A136L, A343C, A394G, A404S, A405T, A477G, A505C, A617V, A689I,
A732G/M/S, A748T, AT9E/G/M, D244H, D311N, D358K, D470N, D47l, D646N, D650F/N/Y, D751 N, E21Q/R,
E360D, E385L, E493A/V/Y, E494K, E819A/LIV. E822A/G/KIM, F314L/V, F634A, G180E, G202M, G216L, G616D,
G626D, H26R, 1106V, 1221V, 1428V, 1847T, K24G/UT, K421R, K708F, K807R, K8661/Q, L237Y, L275Y, L30K,
L757K, M454E, N437W, N45H, N536K, N588F, N627H, P161S, P29M/Q/R, P436E/Q, P806L, P870S, Q119E,
Q27H/R, Q381V, Q479R, Q55R, Q690A/H/K, Q716R, Q85N, R476Q, R612H, R672G, R769H, R817P, S22UR,
S501C/R, S58G, S604l, S652D, S764F, S787G, S799N, S848N, T482A, T496A, T685V, T687C/K/M, T777N,
T783H/Q, T785L, T823K, V175A, V253F, V25A/G/R, V260G/L, V559T, V562C/L, V673A, V775C, V840Il, V846F,
Y135M/Q, Y491F, Y715P y Y850H/Q (en la que la posicion de aminoacido se determina por alineamiento 6ptimo con
SEC ID N°: 2). En algunas realizaciones, el polipéptido de Bgll no tiene una sustitucion en la posicion A475.
Combinaciones beneficiosas de las sustituciones enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinacion de
sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, o mas de las posiciones anteriormente identificadas.

Como se resume en la Tabla 5, en ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una variante de
polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, es al menos aproximadamente el 70 % idéntica
a B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2), tiene las sustituciones Q258N, Q291W,
Q313M, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, A689l y Y715P; y tiene al menos una sustitucion
seleccionada del grupo que consiste en: C8A, L9F, K24G/T, V25A, D47I/N, S58G, A79E/G/M, Q85H/N, 1106V,
A109S/T, A136L, V175A, L237Y, A243G, V253F, V260G, D274Y, L275F/Y, F314L/V, A343C/G, Q381V, E385L,
P436Q, N437D/K, Q474l/L, R476G, A505C, S550C, N588F, S604A/C/I/V, G616D, G626D, D650N/Y, D651 E,
S652D, V6741, T687C/K/W, Q690H/K, D709E, E710G, A732G/M/V, D733G, Y736N, L757I/K, S764F, T777N, T783A,
T785L, K807R, M816L, D844G, V846F/L/Q, L869R y P870S (en la que la posicion de aminoacido se determina por
alineamiento 6ptimo con SEC ID N° 2). En algunas realizaciones, la variante de péptidos de Bgll no tiene una
sustitucion en la posicién A475. Combinaciones beneficiosas de las sustituciones enumeradas anteriormente
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incluyen cualquier combinacion de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 0 mas de las posiciones anteriormente identificadas.

Como se resume en la Tabla 6, en ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una variante de
polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, es al menos aproximadamente el 70 % idéntica
a B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2), tiene las sustituciones D471, Q258N, Q291W,
Q313M, A343C, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, T687K, A689I, Y715P; y tiene al menos una
sustitucion seleccionada del grupo que consiste en: A79E/G/M, Q85N, V260G, L275Y, F314L/V, D395N, P439S,
A505C, D646N, T693A/E, N723G, A730S, A732G/M/V, S764Y, R769H, T8271 y Y855 (en la que la posicion de
aminoacido se determina por alineamiento éptimo con SEC ID N° 2). En algunas realizaciones, el polipéptido de
Bgll de variante tiene la sustitucion T687K o T687W en lugar de T687K. En algunas realizaciones, la variante de
polipéptido de Bgl no tiene una sustitucion en la posicién A475. Combinaciones beneficiosas de las sustituciones
enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinacion de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 6 15, o mas de las posiciones anteriormente identificadas.

Como se resume en la Tabla 7, en ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una variante de
polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural, es al menos aproximadamente el 70 % idéntica
a (B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-870 de SEC ID Ne°: 2), tiene las sustituciones 1106V, Q258N, V260G,
Q291W, Q313M, F314L/V, D369R, E402N, S434P, K495N, G628W, A689I1, Y715P y A732G; y tiene al menos una
sustitucion seleccionada del grupo que consiste en: A109S/T, A343C/G, A475L, A505C, A79E/G/M, C8G, DA47l,
L275F/Y, N315D, Q85H/N y T591I1, T687C/K/W (en la que la posicion de aminoacido se determina por alineamiento
Optimo con SEC ID N°: 2). En algunas realizaciones, la proteina Bgll tiene adicionalmente la sustitucién F314V.
Combinaciones beneficiosas de las sustituciones enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinacion de
sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11 6 12 o mas de las posiciones anteriormente identificadas.

La presente invencién proporciona ademas una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante
gue tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural y que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas con el complemento de SEC
ID N°: 1 (por ejemplo, sobre sustancialmente la longitud entera de un &cido nucleico exactamente complementario a
SEC ID N° 1) en la que el polipéptido codificado tiene al menos una sustitucién de un residuo de aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en K57; A88; 1106; N112; Q119; T120; A123; R132; Y135; A136; Al41; K142;
L149; G158; P161; P172; T177; 1179; G180; M181; S182; E183; K186; A197; G202; Y219; N220; S222; T224; 1229;
M234; F242; A243; V246; Q258; D274; V286l1; Q291; Q313; V318; A343; T354; T357; D358; E360; P374; 1375;
A378; Q381; D369; E385L; S388; V390I; A394; N398; E402; K406; 1428; S434; N437; E449Q; Q474l; A475; T482;
S489; Y491; K530; N536; T540; T565; V674; R682; 1867; E868; P870 (en la que la posicion de aminoacido se
determina por alineamiento éptimo con SEC ID N°: 2). Combinaciones beneficiosas de las sustituciones enumeradas
anteriormente incluyen cualquier combinacién de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 0 mas de las posiciones anteriormente identificadas.

La presente invenciéon proporciona ademas una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante
que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural y que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un &acido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas con el complemento de SEC
ID N°: 1 (por ejemplo, sobre sustancialmente la longitud entera de un &cido nucleico exactamente complementario a
SEC ID N°: 1); en la que el polipéptido codificado tiene una sustitucion en cada una de las posiciones Q291, D369 y
E402; y tiene al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion seleccionada del grupo que
consiste en 1106, A109, Q119, T120, R132, Y135, M181, Q215, A243, V246, Q258, A265, D274, N278, Q313, F314,
G332, T357, D358, P374, E385, S434, N437, A475, S489, Y491, E493, K495, K497, S501. A503E N504, A505,
N521, K530, N536. T540, D566, T591, A601, K610, T611, R612, S614, L620, G628, T635, V638, V648, D650, S652,
N670, R672, V674, S676, T685, T687, A689, Q690, T699, D703, K708, Y715, A732, E742, L757, V775, T777 y D781
(en la que la posicion de aminoacido se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2). Combinaciones
beneficiosas de las sustituciones enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinaciéon de sustituciones en
cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o mas de las posiciones
anteriormente identificadas.

La presente invencién proporciona ademas una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante
que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 WT y que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas con el complemento de SEC
ID N°: 1 (por ejemplo, sobre sustancialmente la longitud entera de un acido nucleico exactamente complementario a
SEC ID N°: 1); en la que el polipéptido codificado tiene sustituciones en cada una de las posiciones Q258, Q291,
Q313, D369, E402, S434, A475, K495 y G628; y tiene al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido en una
posicion seleccionada del grupo que consiste en A4, A15, E21, S22, K24, V25, H26, Q27, P29, L30, N45, D47, Q55,
S58, A79, Q85, 1106, A109, Q119, Y135, A136, P161, V175, G180, G202, G216, 1221, L237, D244, V253, V260,
L275, D311, F314, A343, D358, E360, Q381, E385, A394, A404, A405, K421, 1428, P436, N437, M454, D470,
R476, A477, Q479, T482, Y491, E493, E494, T496, S501, A505, N536, V559, V562, N588, S604, R612, G616,
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A617, G626, N627, F634, D646, D650, S652, R672, V673, T685, T687, A689, Q690, K708, Y715, Q716, A732,
A748, D751, L757K, S764, R769, V775, T777, T783, T785, S787, S799, P806, K807, R817, E819, E822, T823,
V840, V846, 1847, S848, Y850, K866 y P870 (en la que la posicion de aminoacido se determina por alineamiento
6ptimo con SEC ID N°: 2). Combinaciones beneficiosas de las sustituciones enumeradas anteriormente incluyen
cualquier combinacion de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 0o més de las posiciones anteriormente identificadas.

La presente invenciéon proporciona ademas una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante
que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural y que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas con el complemento de SEC
ID N°: 1 (por ejemplo, sobre sustancialmente la longitud entera de un &cido nucleico exactamente complementario a
SEC ID N°: 1) en la que el polipéptido codificado tiene al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en K57R; A88S; 1106V; N112V; Q119E/L; T120M/Y/V/IH; A123N; R132K/G/W;
Y1351/Q/M; A136E; Al41F; K142R; L149Q/M; G158D; P161S; P172A; T177l; 1179M; G180E; M181Y; S182L/W;
E183G/M/Q/K; K186R; A197V; G202M/V; Y219V; N220Y/S/L; S222Q/E; T224N; 1229M; M234E/l; F242L; A243V;
V246L; Q258N; D274Y/N; V286l; Q291W/A/F; Q313M; V318E; A343V/T; T354Q; T357L/P; D358K/N; E360R/A/D;
P374Y; 1375V; A378K/T; Q381V/D/I/L; D369Q/L/Y/CIA/IIPIE/K/IRIFIM/H/V; E385L; S388W/C; V390I; A394G/V/LP/Q;
N398G; E402N; K406D; 1428V; S434P; N437F/Y/D/L/W; E449Q; Q474l; AA75F/IYIHIWI/C; T482A; S489L; YA91H/F;
K530M/G; N536K; T540K; T565A/G/P; V674l; R682W; 1867M; E868R; P870S (en la que la posicion de aminoacido
se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2). Combinaciones beneficiosas de las sustituciones
enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinacion de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas de las posiciones anteriormente identificadas.

La presente invenciéon proporciona ademas una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante
que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural y que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas con el complemento de SEC
ID N°: 1 (por ejemplo, sobre sustancialmente la longitud entera de un acido nucleico exactamente complementario a
SEC ID N9 1) en la que el polipéptido codificado tiene una sustitucion Q291W, D369H/UR/Y, y E402N; y tiene al
menos una sustitucion de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en A109S, A243V, A265S,
A475C/F/L/IW, A503E, A505C, A601T, A689l, A732G/M, D274Y, D358E/K/N, D369H/L/R/Y, D566G D650F/V,
D703K, D781 N, E385L, E402N, E493A/V/Y, E742G, F314V, G332D, G628L/V/W, 1106V, K495F/H/I/N/Q/V, K497R,
K530C/D/E/IMIN/V, K610S, K708F, L620M, L757K, M181Y, N278Y, N437D/F/I/IK/LIVIWIY, N504Y, N521C, N536K,
N670D, P374Y, Q119E, Q215E/M, Q258H/N, Q291W, Q313M, Q690A/K/R, R132H, R612H/P, R672A/DIFIG/ISITIV,
S434P, S489I/UN/T, S501H/N/R, S614A/C/D/H/URIVIY, S652D, S676C S764F, T120H/Y, T357A, T540K,
T591A/CIR, T611A/H/Q, T635A/I/V, T685V. T687C/F/K/L/IM/W/Y, T699L, T777N, T779S, V246I, V638E/R/S, V648W,
V674M, V775C, Y135Q, Y491F/H/L y Y715P (en la que la posicion de aminoacido se determina por alineamiento
optimo con SEC ID N°: 2). Combinaciones beneficiosas de las sustituciones enumeradas anteriormente incluyen
cualquier combinacion de sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25 o0 mas de las posiciones anteriormente identificadas.

La presente invenciéon proporciona ademas una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante
que tiene mayor actividad y/o termoestabilidad que la proteina Bgll C1 natural y que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un acido nucleico que se hibrida bajo condiciones rigurosas con el complemento de SEC
ID N°: 1 (por ejemplo, sobre sustancialmente la longitud entera de un &acido nucleico exactamente complementario a
SEC ID N°: 1) en la que el polipéptido codificado tiene una sustitucién en la posiciéon Q258N, Q291W, Q313M,
D369R, E402N, S434P, A475L, K495N y G628W; y tiene al menos una sustitucién seleccionada del grupo que
consiste en A4V, A15V, A109S/T, A136L, A343C, A394G, A404S, A405T, A477G, A505C, A617V, A689I,
A732G/M/S, A748T, A79E/G/M, D244H, D311N, D358K, D470N, D471, D646N, D650F/N/Y, D751N, E21Q/R, E360D,
E385L, E493A/N/Y, E494K, E819A/L/V, EB22A/G/KIM, F314L/V, F634A, G180E, G202M, G216L, G616D, G626D,
H26R, 1106V, 1221V, 1428V, 1847T, K24G/L/T, K421R, K708F, K807R, K8661/Q, L237Y, L275Y, L30K, L757K,
M454E, N437W, N45H, N536K, N588F, N627H, P161S, P29M/Q/R, P436E/Q, P806L, P870S, Q119E, Q27H/R,
Q381V, Q479R, Q55R, Q690A/H/K, Q716R, Q85N, R476Q, R612H, R672G, R769H, R817P, S22L/R, S501C/R,
S58G, S6041, S652D, S764F, S787G, S799N, S848N, T482A, T496A, T685V, T687C/K/M, T777N, T783H/Q, T785L,
T823K, V175A, V253F, V25A/G/R, V260G/L, V559T, V562C/L, V673A, V775C, V840l, V846F, Y135M/Q, Y491F,
Y715P, Y850H/Q (en la que la posicién de aminoacido se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2).
Combinaciones beneficiosas de las sustituciones enumeradas anteriormente incluyen cualquier combinacion de
sustituciones en cualesquiera 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 0 mas
de las posiciones anteriormente identificadas. En ciertas realizaciones, la proteina Bgll C1 tiene las sustituciones
Q258N, Q291W, Q313M, D369L, E402N, S434P, A475L, K495N y G628W.

Se apreciara que variantes de Bgll de la invencién pueden englobar sustituciones de aminoacidos adicionales mas
allda de aquellas enumeradas anteriormente (tales como sustituciones conservativas adicionales) y pueden ser de
longitud inferior a completa en comparacion con la proteina Bgll C1 natural. Asi, las variantes de Bgll de la
invencion pueden comprender inserciones o deleciones (por ejemplo, truncacion en los extremos amino y/o carboxi)
con respecto a los residuos 20-870 de SEC ID N° 2. La forma secretada natural de la proteina Bgll C1 tiene
aproximadamente 851 aminoacidos de longitud; variantes de la presente invencién pueden ser mas largas o mas

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455269 T3

cortas que la natural. Para ilustracién y no limitacion, en algunas realizaciones la variante puede ser mas larga o mas
corta hasta el 10 % de la longitud natural, algunas veces hasta el 5 %, algunas veces hasta el 4 %, algunas veces
hasta el 3 %, algunas veces hasta el 2 %, algunas veces hasta el 1 %.

El analisis de actividad de las secuencias de variantes se realizd segln los procedimientos descritos en el
documento WO 03/075129, USSN 10/379.378 presentado el 3 de marzo de 2003; R. Fox y col., 2003, “Optimizing
the search algorithm for protein engineering by directed evolution”, Protein Eng. 16(8):589-597, y R. Fox y col., 2005,
“Directed molecular evolution by machine learning and the influence of nonlinear interactions”, J. Theor. Biol.
234(2):187-199, todas las cuales se incorporan en el presente documento por referencia, para identificar
sustituciones con probablemente los mayores efectos significativos sobre la actividad.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye al
menos una sustitucién de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Q119E; R132H; Y135Q;
G180E; G202M/V; Q258N; D274Y; Q291W/A/F; D358K/N; D369L/Y/V/IAIHIRIFIE/IM/I/KIC/IPIQ; P374Y; E385L;
A394L; E402N; S434P; N437F/D/UW/Y; Q4741; A475F/YIHIC/W; T482A; S489L; K530M; N536K; T540K, que se
predice que son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la actividad de B-glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones Q291W + D369L + E402N (como se encuentran en la variante 3), o las sustituciones Q291W +
D369H/UR/Y + E402N. En algunas realizaciones, la secuencia incluye al menos una sustitucién de un residuo de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Q258N/H, D358K/N, 1106V, E385L, D274Y, K495H/I/N/Q,
Q119E, Y135Q, G628W, R132H, N437I, S501R, P374Y, N437V, S614A, Q313M, L369H, S434P, N437W/D y
Y491F. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoéacido sustituido es Q258N. En algunas
realizaciones, el al menos un residuo de aminoécido sustituido es D358K o Q258H. En algunas realizaciones, el al
menos un residuo de aminoacido sustituido es 1106V, E385L, D274Y o K495H. En algunas realizaciones, el al
menos un residuo de aminoacido sustituido es K495I/N, Q119E, Y135Q o D358N. En algunas realizaciones, el al
menos un residuo de aminoacido sustituido es G628W, R132H, K495Q, N437I, S501R o P374Y. En algunas
realizaciones, el al menos un residuo de aminodcido sustituido es N437V, S614A, Q313M, L369H, S434P, N437W/D
0 Y491F. Se predice que estas sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la actividad de
B-glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones Q258N, Q291W, Q313M, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N y G628W (como se encuentran en la
variante 269), y al menos una sustitucion de un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en
Y715P, S764F, E385D/L, A732G/M, A689I, A109T, T687M/C/K, L757K, Q381V/D, A109S, T777N, 1106V, T823K,
Q716R, V846F, T685V, T687K, D650Y, F314V/L, S652D y 1428V. En algunas realizaciones, el al menos un residuo
de aminoacido sustituido es Y715P. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es
S764F, E385L, A732G, A689I, o A109T, o E285D. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido
sustituido es T687M, A732M o L757K. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es
Q381V, A109S, T777N, 1106V, T823K, T687C o0 Q716R. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de
aminoéacido sustituido es V846F, T685V, T687K, D650Y, F314V/L, S652D, Q381D o 1428V. Se predice que estas
sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la actividad de B-glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencién tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones Q258N, Q291W, Q313M, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, A689l y Y715P (como se
encuentran en la variante 481); o las sustituciones 258N, Q291W, Q313M, D369R, E402N, S434P, K495N, G628W,
A689l y Y715P; y al menos una sustitucién de un residuo de aminodacido seleccionado del grupo que consiste en
A79E/M/G, Q85N, 1106V, A109S/T, V260G, F314L/V, A343C/G, A505C, T687K/WI/C y A732G/M/V. En algunas
realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es T687W. En algunas realizaciones, el al menos un
residuo de aminoacido sustituido es T687C o T687W, V260G, A343C, A732G o A109T. En algunas realizaciones, el
al menos un residuo de aminoacido sustituido es F314V/L, A732M/V, A109S o A343G. En algunas realizaciones, el
al menos un residuo de aminodacido sustituido es A79E, A505C, 1106V o A79M/G. En algunas realizaciones, la
variante Se predice que estas sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la actividad de
B-glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencién tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones D471, Q258N, Q291W, Q313M, A343C, D369R, E402N, A475L, S434P, K495N, G628W, T687K, A689I
y Y715P (como se encuentran en la variante 647) o las sustituciones D471, Q258N, Q291W, Q313M, A343C, D369R,
E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, T687W, A689I1 y Y715P; o las sustituciones D471, Q258N, Q291W, Q313M,
A343C, D369R, E402N, S434P, K495N, G628W, T687K/W/C, A689l y Y715P; y al menos una sustitucion de un
residuo de aminodacido seleccionado del grupo que consiste en A79G/E/M, Q85N, V260G, L275Y y F314L/V, y
A732G/M. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es A79E, A79M, A79G,
A732G, V260G o F314L. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es Q85N,
F314V o A732M. Se predice que estas sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la
actividad de B-glucosidasa.
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Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones 1106V, Q258N, V260G, Q291W, Q313M, F314L/V, D369R, E402N, S434P, K495N, G628W, A689I,
Y715P y A732G (como se encuentran en la variante 664) y al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en D471, A79G/E/M, A109T, A505C, A343C/G, T687W/C/K, N315D y L275F. En
algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es A79E o A79G. En algunas realizaciones,
el al menos un aminodacido sustituido es A109T, A79M, A505C o A343C. En algunas realizaciones, el al menos un
aminoacido sustituido es T687W, T687C, D471, T687K N315D o A343G. Se predice que estas sustituciones son
sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la actividad de B-glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencidn tienen una secuencia de aminoacidos que incluye al
menos una sustitucion de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en 1106V; A123N; G180E;
M181Y; M234E; Q258N; Q291W/F/A; T357L/P; D358K; E360D; D369L/V/C/Y/R/K/IM/A/H/E/F/Q/P/I; P374Y; E385L;
A394G; N437D/L; T482A; S489L; K530M; N536K; T540K, que se predice que son sustituciones altamente
beneficiosas para aumentar la termoestabilidad.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones Q291W, D369H/L/R/Y y E402N; y al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en Q313M, Q258N/H, N536K, Q119E, S489I/N/L/T, T120Y, K495N/V/I/H/Q, 1106V, T120H,
N4371/DIWIFIK/LIVIY, E385L, M181Y, D274Y, S434P, S501R, T591C, Y135Q, Y491H/F, T540K, N521C, T591R,
G628W y A475L. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es Q313M o Q258N. En
algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es N4371, K495N, Q258H o N536K. En
algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es Q119E, S489I, T120Y, K495V, S489L,
1106V, T120H o N437D. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es N437W,
K4951, N437F, E385L, K495H, N437K, N437L, S489T, M181Y, D274YS434P o N437V. En algunas realizaciones, el
al menos un residuo de aminoacido sustituido es S501R, T591C, Y135q, Y491H, R491F, T540K, N521C, T591R,
K495K, G628W, N437Y, S489N o A475L. Se predice que estas sustituciones son sustituciones altamente
beneficiosas para aumentar la termoestabilidad.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencién tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones Q258N, Q291W, Q313M, D369R, Q381V, E385L, E402N, S434P, A475L, K495N y G628W; y al menos
una sustitucion de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en S764F, Y715P, E385UD,
A732G/M, A109T/S, T687M/C/K, T777N, 1106V, L4A75A, F314V, D650Y, L757K. Q716R, T685V o0 F314L. En algunas
realizaciones, el al menos un residuo de aminoéacido sustituido es S764F o Y715P. En algunas realizaciones, el al
menos un residuo de aminoacido sustituido es E385L 0 A732G. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de
aminoacido sustituido es A109T o T687M. En algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido
es T777N, 1106V, '732M, T687C, T687K, E385D, L475A o A109S. En algunas realizaciones, el al menos un residuo
de aminoacido sustituido es P720P, F314V, D650Y, L757K, Q716R, T685V, o F314L. Se predice que estas
sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la termoestabilidad.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones Q258N, Q291W, Q313M, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, A6891 y 715P (como se
encuentran en la variante 481); y al menos una sustitucion de un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que
consiste en D471, A79E, Q85N, 1106V, A109S/T, V260G, L275Y, F314L/V, A505C, T687W/C/K y A732G/M/V. En
algunas realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es T687K/W/C. En algunas realizaciones, el
al menos un aminodcido sustituido es 1106V, V260G, F314V, A732G, A109T, F314L, A732M, Q85N o A109S. En
algunas realizaciones, el al menos un aminoacido sustituido es F314, A732V, A505C, D471, L275Y o A79E. Se
predice que estas sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la termoestabilidad.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones D471, Q258N, Q291W, Q313M, A343C, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, T687K/W,
A6891 y Y715P (como se encuentran en la variante 647); o las sustituciones D471, Q258N, Q291W, Q313M, A343C,
D369R, E402N, S434P, K495N, G628W, T687K/W, A6891 y Y715P; y al menos una sustitucion de un residuo de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en A79E/G/M, Q85N, V260G, L275Y, F314V/L, D395N y A732G,
que se predice que son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la termoestabilidad. En algunas
realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es A79M, F314V o A79G. En algunas realizaciones,
el al menos un residuo de aminoacido sustituido es A79E, F314L, V260G, A85N, D395N o A732G.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones 1106V, Q258N, V260G, Q291W, Q313M, F314L/V, D369R, E402N, S434P, K495N, G628W, A689I,
Y715P y A732G (como se encuentran en la variante 664) y al menos una sustitucion de un residuo de aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en A109S/T, A79G/E/M, DA47I, Q85N/H, L314V y T591l. En algunas
realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es A109S, A79G, A109T o A79E. En algunas
realizaciones, el al menos un residuo de aminoacido sustituido es D471, A79M, A85N o A85H. Se predice que estas
sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar la termoestabilidad.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencidn tienen una secuencia de aminoacidos que incluye al
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menos una sustitucion de un residuo de aminoacido en una posicion seleccionada del grupo que consiste en G180E;
Q258N; Q291W/A/F; D358K; D369L/Y/VIAIHIRIFIEIMNIKICIPIQ; P374Y; E385L; N437D/L; T482A; S489L; K530M;
N536K; y T540K, que se predice que son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar tanto la
termoestabilidad como la actividad de B-glucosidasa.

Ciertas variantes de f-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye
Q291W, D369H/L/R/Y y E402N; y al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Q258N/H, 1106V, E385L, D274Y, K495H/I/N/Q, Q119E, Y135Q, G628W, N437I/V/W/D, S501R, Q313M,
S434P y Y491F, que se predice que son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar tanto la
termoestabilidad como la actividad de B-glucosidasa.

Ciertas variantes de (-glucosidasa de la presente invencion tienen una secuencia de aminoacidos que incluye
Q258N, Q291W, Q313M, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N y G628W; o Q258N, Q291W, Q313M, D369R,
E402N, S434P, K495N y G628W; y al menos una sustitucién de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en S764F, Y715P, E385UD, A732G/M, A109T/S, T687M/C/K, T777N, 1106V, F314V, D650Y, L757K,
Q716R, T685V y F314L. Se predice que las sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar
tanto la termoestabilidad como la actividad de B-glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencién tienen una secuencia de aminoacidos que incluye
Q258N, Q291W, Q313M, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, A689l y 715P (como se encuentran en la
variante 481); y al menos una sustitucién de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
AT79E, Q85N, T687K/W/C, 1106V, A109T/S, V260G, F314V/L, A505C y A732G/M/V. Se predice gque las sustituciones
son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar tanto la termoestabilidad como la actividad de B-
glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencién tienen una secuencia de aminoacidos que incluye D47I,
Q258N, Q291W, Q313M, A343C, D369R, E402N, S434P, A475L, K495N, G628W, T687K/W, A689l y Y715P (como
se encuentran en la variante 647); o D47l, Q258N, Q291W, Q313M, A343C, D369R, E402N, S434P, K495N,
G628W, T687K/MW, A689I1 y Y715P; y al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en A79E/G/M, Q85N, V260G, F314V/L, A732G y L275Y. En algunas realizaciones, el residuo de
aminoacido sustituido es A79E, A79M, A79G, QB85N, V260G, F314V, F314L o A732G. Se predice que las
sustituciones son sustituciones altamente beneficiosas para aumentar tanto la termoestabilidad como la actividad de
B-glucosidasa.

Ciertas variantes de B-glucosidasa de la presente invencién tienen una secuencia de aminoacidos que incluye las
sustituciones 1106V, Q258N, V260G, Q291W, Q313M, F314L/V, D369R, E402N, S434P, K495N, G628W, A689I,
Y715P y A732G (como se encuentran en la variante 664) y al menos una sustitucion de un residuo de aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en D471, A79E/M/G y A109T, que se predice que son sustituciones altamente
beneficiosas para aumentar tanto la termoestabilidad como la actividad de B-glucosidasa.

En particular, varias variantes con actividad y/o termoestabilidad superior comprenden sustituciones en la posicion
369, con 14 residuos alternativos diferentes (es decir, no acido aspartico) que aparecen en variantes beneficiosas.
Se predice que las sustituciones en la posicién 369 aumentan la actividad y/o termoestabilidad. Asi, en un aspecto la
invencion proporciona una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a 3-glucosidasa C1 natural (Bgll)
(residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) en la que el aminoacido en la posicién 369 no es acido aspartico. En algunas
realizaciones, el aminoacido en la posicién 369 esta seleccionado del grupo que consiste en Q, L, Y, C, A, I, P, E, K,
R, F, M, H y V. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion 369 es L (leucina), que parece
particularmente beneficioso para B-glucosidasa y termoestabilidad.

Varias variantes con actividad y/o termoestabilidad superior comprenden sustituciones en la posicion 291. Se predice
que las sustituciones en la posiciéon 291 aumentan la actividad y/o termoestabilidad. Asi, en un aspecto la invencion
proporciona una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia
de aminoéacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-
870 de SEC ID N°: 2) en la que el aminoacido en la posicion 291 no es glutamina. En algunas realizaciones, el
aminoacido en la posicion 291 es W, A o F. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion 369 es W
(triptéfano), que parece particularmente beneficioso para B-glucosidasa y termoestabilidad.

Varias variantes con actividad y/o termoestabilidad superior comprenden sustituciones en la posicion 402. Se predice
que las sustituciones en la posiciéon 402 aumentan la actividad y/o termoestabilidad. Asi, en un aspecto la invencion
proporciona una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que comprende una secuencia
de aminoéacidos que es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a B-glucosidasa C1 natural (Bgll) (residuos 20-
870 de SEC ID N°: 2) en la que el aminoécido en la posicién 402 no es acido glutamico. En algunas realizaciones, el
aminoacido no es ni acido glutamico ni acido aspartico. En algunas realizaciones, el aminoacido no es acido
glutamico, acido aspartico o prolina. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicidon 402 es asparagina,
glutamina, histidina, lisina o arginina. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicién 402 es asparagina o
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glutamina. En algunas realizaciones, el aminoacido en la posicion 402 es N (asparagina), que parece
particularmente beneficioso para B-glucosidasa y termoestabilidad.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en:

M181Y + Q291W + E402N + S434P; R132K + L149M + Q313M + D369L + E385L + N437D; Q291W + D369L +
E402N; Y135! + Q258N + Q474l; M181Y + Q291W + E360D + D369V + P374Y + T482A; Q258N + N437F + S489L
+ Y491 H; Q119E + Q258N + T357L + Q4741 + S489L; Q258N + D369R + S489L + Y491 H; N220Y + Q258N +
T357L + D369R + Q4741 + Y491F;, M234E + V246L + D358K + D369L + N398G + K530M; Y135Q + 1229M + F242L
+ D369L + K530M; D369Q + P374Y + E402N + T540K; Y135Q + P172A + I1179M + 1229M + Q291A + D358K +
D369L + N398G; R132K + D369L + E385L; Y135M + 1179M + Q291A + D358K + D369L; Q291W + P374Y + E402N
+ S434P; Q119E + N220Y + Q258N + T357L + S489L; 1179M + Q291A + D358K + D369L + 1375V + S388W;
Q291W + D369C; R132K + T354Q + D369L + N437L; Q291A + D369L + N398G + K530M; Q119E + Q258N +
D274Y + S489L; Q119E + N220Y + Q258N + Q474] + S489L; M181Y + D369L; T120M + S222E + Q313M + T354Q
+ D369L + E385L; A4G + Q258N + D274Y + T357L + N437W + Q4741 + Y491 H; R132G + D369L + N437D; S182L
+ Q313M + D369L + E385L; R132G + D369L + E385L; N112V + D358K + D369L + S388W + K530M; 1106V +
G180E + D369L + Q381V; 1179M + Q291A + D369L; 1179M + D358K + D369L + S388W; M234E + Q291A + D369L
+ N398G; 1179M + Q291A + D358K + D369L + Q381l; Y135Q + N220L + Q291A + D369L + N398G; Y135l + D369L;
S182L + D369L + E385L + N437L; T120Y + R132K + D369L + N437D; M234E + D369L + S388W + N398G +
K530M; Y135M + [179M + D369L + V3901 + K530M; L149Q + A197V + Q313M + D369L; T120M + R132K + D369L
+ N437L; T120M + R132W + L149M + Q313M + T354Q + D369L + E385L + N437D; A4G + Y135l + N220Y + Q258N
+ T357P + N437Y; D358K + D369L + S388W; Q258N + D274Y + N437F; D369L + S434P + T540K; G158D + [179M
+ Q291A + D358K + D369L + I375V + N398G + K530M; Y135I + D274Y + D369R; Q258N + D369L + Q4741 + S489L
+ Y491F; R132W + S182W + D369L + E385L; S182L + T354Q + D369L + E385L; S222Q + T354Q + D369L + E385L
+ N437D + T565G; Y135M + P161S + Q291A + A343T + D369L + 1375V + K406D; Q291W + D369C + T540K;
D369L + P374Y + E402N; Y135l + A343V + D369F + S489L; M234E + D358K + D369L + S388W; T120M + L149Q +
D369L + E385L; Q313M + D369L + E385L; T120Y + D369L + E385L; D369L + N437D + T565A; N112V + Q291A +
D369L + I375V; R132W + L149Q + Q313M + T354Q + D369L; Y135M + D369L + 1375V + N398G; D369L + E385L,;
T120M + S182L + Q313M + T354Q + D369L + E385L; T1771 + Q291W + P374Y + T482A; Q258N + N437F; T120V +
R132W + D369L + T565G; N112V + Q291A + D358N + D369E + S388C + K406D; Q291A + D358K + D369L +
S388W + K406D; 1106V + E360R + D369L + Q381V; M234E + Q291A + D369L + S388W + N398G; L149M +
Q313M + D369L; M2341 + Q291W + E360D + D369V + T482A; T120V + T354Q + D369L + E385L + T565P; M234| +
Q291W + E360D + S434P; D369Y + 1867M + E868R; R132W + S182L + Q313M + D369L; M234l + Q291W + P374Y
+ T482A; Y219V + M2341 + D369C + P374Y + S434P; S182L + Q313M + D369L + E385L + N437L; M234E +
D358K + D369L + S388W + K530M; R132G + S222E + D369L + E385L; R132K + L149M + S182L + D369L +
N437L; T120H + Q313M + D369L; R132W + D369L; D369L + P374Y; N112V + N220L + Q291A + D369L + S388W +
N398G; Q291A + D369L + 1375V + K530G; R132K + L149M + S182L + T354Q + D369L + N437D + T565G; T120H +
S222E + Q313M + D369L + N437D + T565G; A123N + Q291W + T482A + T540K; S222E + Q313M + T354Q +
D369L + E385L; R132W + D369L + T565G; G202M + E360A + D369I + A394L; R132G + S222Q + Q313M + D369L;
R132W + L149M + D369L; L149M + Q313M + T354Q + D369L; Q119L + G202M + D369L; M181lY + M234| +
D369C; 1179M + N220L + Q291A + D369L + 1375V; S222E + Q313M + D369L + E385L + N437L; 1179M + M234E +
D358K + D369L + S388W + N398G; A123N + Y219V + Q291W + E360D + P374Y + S434P; D369L + E402N;
D369L; Y219V + M234] + Q291W + T482A; Q291W + E360D + S434P; D369L + S434P; G180E + E360R + D369L;
A123N + M181lY + Q291W + D369K + S434P + T540K; Q119E + T357L + D369M + S489L; Q119E + D369F +
Y491H; Q119L + D369L; Q119E + N220Y + V2861 + S489L; Q291A + D369L + Q381Il; A475F; D369L + N536K;
Q119E + Y135l + D369H; Q258N + S489L; Q119E + Y1351 + N437Y; Q119E + Y135l + N437F + Y491F; Q119L +
D369L + A394V; E183G + E360A + D369L + 1428V; D369L + E449Q + N536K; Q119L + G202M + E360A + A475F;
1106V + D369L; Y135l + D369M; M2341 + D369C + S434P; D369L + A475Y; Q119E + Y135l + S489L; D369Y +
N536K; E360R + D369L; G202V + A475H; D369L + Q381V + N536K; N220Y + Q258N + S489L + Y491F; Q258N +
T357L + D369M; 1179M + Q291A + D369L + Q381L + S388W + N398G; D369Y + A394G + N536K; Q291W + E360D
+ D369V + P374Y; T120M + L149Q + T354Q + D369L + E385L; S489L + Y491H; N220S + Q291F + D369L; D369C
+ S434P + T540K; V318E + D369L + 1428V; E183M + G202M + E360A + D369L + A378K + A394V; A394G +
N536K; Q291W + T540K; N220L + Q291A + D369L + Q381L + S388W + K530M; T120V + R132W + E385L +
N437D; Q119L + E360A + D369L + A378K; D369A + N536K; G202V + D369L + A475H; Q381V + A475Y + N536K;
S434P; 1106V + G180E + D369Y + A394G; G180E + Q381V + A475H; Q119E + N220Y + Q474l; 1106V + D369Q;
A475Y + N536K; K142R + Y219V + Q291W + S434P + V674l; L149Q + S182L + Q313M + D369L + N437L; N112V
+ 1179M + M234E + D369L + N398G; E360A + D369L + A378K; E360R + D369Y + N536K; E360R + D369A +
Q381V + N536K; D369L + Q381D; N437F + S489L; E183M + G202M + V318E + D369I + A394L + 1428V; E360D +
D369L + E402N + S434P; Q119L + A141 F + G202M + A394L + 1428V + A475F; T357L + D369R + S489L + Y491H,;
Y135l + Q258N + T357L; K142R + Q291W + E360D + D369C + E402N; E183M + A243V + D369L + A378K +
A475F; R132K + L149M + E385L; D369Y; M2341 + E402N + S434P; N437Y; Q119E + N437F; N536K; Q119L +
E183Q + G202M + D369P; N112V + 1179M + Q291A + D358K + K406D; A123N + Q291W + T540K; D369I + A394L
+ 1428V; A88S + N536K; Q119E + Y135| + N437F; A141 F + G202M + E360A + D369P + A378K; A123N + T482A,;
Q313M + N437D; E360R + D369Y; E183M + G202M + A475F; Q119L + E360A + A394V + A475F; D369L + A378K;

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455269 T3

E360R + D369L + A394G; M181Y + D369E + S434P; D369I; N112V + Y135Q + 1375V + K406D + K530M + P870S;
Q119E + Y135I + N220Y + Q258N; D369P + A394V + 1428V; V318E + D369L; K186R + N536K; Q119L + D369L +
A378K; M2341 + D369K + S434P; N112V + [179M + N220L + Q291A + Q381l + S388W + N398G; E402N + S434P;
Q119L + A141 F + G202M + A394Q; Q313M + T354Q + N437D; N112V + M234E + D369L + 1375V + K406D; Q119E
+ A136E + N220Y; Q381D + A394G + N536K; Q119L + E183G + D369Q + A378T + V390I; Y135l + T357L + Q474l
+ S489L + Y491F; D369E + A394P + 1428V; N112V + Q291A + Q3811 + N398G; E360R + N536K; E360D + D369C,;
R132W + S182L + E385L; 1179M + Q291A + D358K + N398G + K530G; N220Y + Q258N + T357L; T224N + D274Y
+ T357L + N437F; N437D; M234l + E360D + T482A; A141 F + G202M + D274N + V318E + E360A + 1428V; D369Q;
N112V + N220L + D358K + D369L + 1375V + Q3811 + N398G; Y135I + D369F; A243V + V318E + E360A + A475W;
N220L + D369L + Q381L + S388W + N398G + K530G; S489L; K142R + Y219V; Y135l + N220Y + Y491F; S182W +
T354Q + E385L; 1179M + D358K + S388W; L149M + Q313M + T565P; R132G + E385L; V318E; Q119L + E183K;
R132W + E385L; E183G + V318E + E360A + A394Q + A475C; E183M + G202M + E360A; A394G; D369P; Y135M +
Q291A + S388W + N398G; Y219V + D369C; A394V + 1428V; Q119L; Y135I; E360R + D369Q + Q381D + N536K;
N220L + M234E + Q291A + 1375V + K530M; Q119L + G202M + E360A; N220Y + Q258N + D369R; M181Y + M234l
+ Q291W + E402N; A394V; T120M + L149Q + Q313M; Q119L + V318E + 1428V; E360R + Q381V; K57R + G202M +
E360A + A394V; 1179M + D358K + 1375V + Q381L; E360A; I1179M + R682W; E360A + 1428V; y D369K + P374Y (en
la que la posicién de aminoacido se determina por alineamiento éptimo con SEC ID N°: 2).

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en:

1106V + Q258N + Q291W + D369L + E402N + S434P; 1106V + Y135Q + Q258N + Q291W + Q313M + D369H +
E402N + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W;
1106V + Q258N + Q291W + Q313M + D369H + E402N + S434P + A475C + K495| + T540K + G628W; 1106V +
Q258N + Q291W + D369R + E402N + S434P + K495H + G628L; D274Y + Q291W + D358K + D369L + E385L +
E402N + N437| + S489N; Q258N + Q291W + Q313M + D369H + E402N + S434P + T540K; 1106V + Q258N +
Q291W + D369L + E402N + S434P + A475F + K495H + G628V: Q258N + Q291W + Q313M + D369L + E402N +
S434P + A475C + KA95| + G628W; 1106V + Y135Q + M181Y + Q258N + Q291W + Q313M + D369L + E402N +
S434P + K495N: Y135Q + Q258N + Q291W + D369L + E402N + K495N:; Q119E + D274Y + Q291W + D358K +
D369L + E385L + E402N + N437V + S489N + S614A; Y135Q + Q258N + Q291W + Q313M + D369L + E402N +
S434P + A475F + K495N + G628V; R132H + Q258N + Q291W + D369Y + E402N + K495Q; Y135Q + Q258N +
Q291W + D369L + E402N + S434P + A475F + K495H; Y135Q + Q258N + Q291W + D369R + E402N + S434P +
K495 + G628V; 1106V + M181Y + Q258N + Q291W + D369L + E402N; 1106V + Q258N + Q291W + D369H + E402N
+ S434P + A475F + K495F + G628V; Q258N + Q291W + Q313M + D369L + E402N + S434P + G628V; Q258N +
Q291W + D369L + E402N + A475F + K4951; Q119E + D274Y + Q291W + D369L + E385L + E402N + N4371; Q258N
+ Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L; Q258N + Q291W + D369Y + E402N + S434P + K495H +
G628W; D274Y + Q291W + D369L + E385L + E402N + N4371 + S489N + K530C; 1106V + Y135Q + Q258N +
Q291W + Q313M + D369Y + E402N + S434P + A475F + KA95H + T540K: Q119E + Q291W + D358K + D369L +
E385L + E402N; 1106V + M181Y + Q258N + Q291W + Q313M + D369H + E402N + S434P + A475L + K495Q +
G628V; Q119E + D274Y + Q291W + D358N + D369L + E385L + E402N + N437D; Q258N + Q291W + D369R +
E402N + S434P + G628V; Q258N + Q291W + Q313M + D369H + E402N + S434P + G628L; Q258N + Q291W +
D369L + E402N; D274Y + Q291W + D358K + D369L + E385L + E402N + N437F + S614D; Q119E + D274Y +
Q291W + D358N + D369L + E385L + E402N + N437L + K530V; Q119E + D274Y + Q291W + D358N + D369L +
E385L + E402N + N437V + S489L + K530N; Q258N + Q291W + D369L + E402N + S434P + A475F + K495F +
T540K; M181Y + Q291W + Q313M + D369Y + E402N; A243V + D274Y + Q291W + D358K + D369L + E402N +
N4371 + K530C; Q119E + D274Y + Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N + N437V + K530V + S614A:
Q291W + D358K + D369L + E385L + E402N + N437W + K530C + S614A: Q119E + D274Y + Q291W + D369L +
E385L + E402N + N437W; D274Y + Q291W + D358N + D369L + E385L + E402N + N437| + K530N + S614V;
M181Y + Q258N + Q291W + Q313M + D369L + E402N + S434P; A109T + Q291W + D369L + E402N; Q119E +
Q291W + D369L + E385L + E402N + N437Y + S4891 + K530N; Q119E + D274Y + Q291W + D358N + D369L +
E402N + N437D; D274Y + Q291W + D358K + D369L + E385L + E402N + N437W + K530V + S614D; Q258N +
Q291W + D369R + E402N + A475W + K495H + G628V; A109S + Q291W + D369L + E402N; Q119E + D274Y +
Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N + N437L + S614A: Q291W + D369L + E402N + E493Y + N504Y +
T611A; Q119E + D274Y + Q291W + D358K + D369L + E402N + S614V: D274Y + Q291W + D358E + D369L +
E385L + E402N + N437L + K530N + S614A; Q258H + Q291W + Q313M + D369R + E402N + A475F + K495N +
G628L; Q258N + Q291W + Q313M + D369Y + E402N + A475W + K495V + T540K + G628W; D274Y + Q291W +
D358N + D369L + E385L + E402N + N437W + S614V; 1106V + Y135Q + Q291W + Q313M + D369L + E402N +
A4T5L + K495Q; Q258N + Q291W + D369R + E402N + S434P + A475F + G628V; Q119E + D274Y + Q291W +
D369L + E385L + E402N + N437V; D274Y + Q291W + D358K + D369L + E385L + E402N + N437Y + S489L +
K530V; Q119E + D274Y + Q291W + D358N + D369L + E402N: Q291W + D369L + E402N + K495V + S501 R +
AS03E + K530N + T611H: Q119E + D274Y + Q291W + D358N + D369L + E385L + E402N + N437V + S489I +
K530C: Q119E + Q291W + D358K + D369L + E402N + N437L + SA489N: D274Y + Q291W + D369L + E385L +
E402N + N437W + K530C + S614D; Q258N + Q291W + D369R + E402N + A475F + K495N + T540K + G628V;
Q291W + D369L + E402N + E493V + N504Y; Q291W + D358E + D369L + E385* + E402N + S489T; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + A475L + K495V + ABOLT + G628W; D274Y + Q291W + D358N + D369L +
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E385L + E402N + S489N + S614C; D274Y + Q291W + D358K + D369L + E402N + N437V + S489L + K530C +
S614A; Q119E + D274Y + Q291W + D358E + D369L + E402N + N437D; Q119E + D274Y + Q291W + D358N +
D369L + E402N + N437L + S614R; D274Y + Q291W + D358N + D369L + E402N + N437Y + K530V; D274Y +
Q291W + D358E + D369L + E402N + N437Y + S489N + K530N + S614V + D781 N; Q258H + Q291W + D369* +
E402N + S434P + T540K + G628L; Q119E + Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N + N437L + S489N +
K530V; Q258N + Q291W + D369L + E402N + G628V; Q291W + D358K + D369L + E385L + E402N + S489 +
K530N; Q119E + Q291W + D369L + E385L + E402N + S489N + K530V + S614A; 1106V + Y135Q + Q291W +
D369L + E402N + S434P + A475F + KA95H + G628L; Q119E + Q291W + D358K + D36IL + E402N + N437V +
K497R + S614A; Q119E + D274Y + Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N + N437L; D274Y + Q291W +
D358K + D369L + E402N + N437L + S4891 + K530V + S614A; 1106V + Q291W + Q313M + D369L + E402N +
S434P + A4T5W + KA95N + G628W: Q291W + D369L + E402N + A505C + L620M + T6351; Q291W + D369L +
E402N + E493A + N504Y + A505C + L620M + T635A; D274Y + Q291W + D358N + D369L + E402N + S489N +
K530C + S614A; D274Y + Q291W + D358K + D369L + E385L + E402N + N437W + K530D; Q291W + D369L +
E402N + S489N + K495H + S501 R + K530N; D274Y + Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N + N437D +
K530C + S614H; Q119E + Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N + N437W + S489N + K530E + S614A:;
Q291W + D369L + E402N + E493Y + N504Y + N521C + T591A + R612P + L620M + T6351; Q291W + D358K +
D369L + E385L + E402N + N4371 + K530M + S614L; Q291W + D369L + E402N + R6721; D274Y + Q291W + D358E
+ D369L + E385L + E402N + N437L + S489L; A265S + Q291W + D369L + E402N; Q215M + Q291W + D369L +
E402N; Q291W + D369L + E402N + E493V + N504Y + N521 C + T591A + L620M + T6351; Q119E + D274Y +
Q291W + D369L + E385L + E402N + N437L + S489N + K530M + S614D; Q119E + Q291W + D369L + E385L +
E402N; Q291W + D369L + E402N + E493A + N504Y + D566G + R612P + L620M + T635A; Q119E + D274Y +
Q291W + D369L + E385L + E402N + S614Y: 1106V + Y135Q + M181Y + Q258N + Q291W + D369L + E402N:
Q119E + Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N + N437W + K530V; Q215E + Q291W + D369L + E402N:
Q291W + D369L + E402N + N504Y + N521C + T591A + R612H + L620M + T6351; Q119E + D274Y + Q291W +
D358K + D369L + E402N + N437Y + K5301; Q258H + Q291W + D369L + E402N + K495N; Q291W + D358N +
D369L + E385L + E402N + N437D + S489N + K5301; Q291W + D369L + P374Y + E402N + Y491L + S501 R; Q258N
+ Q291W + Q313M + G332D + D369H + E402N + S434P; Q291W + D358N + D369L + E385L + E402N + N437F +
S489L + K530V; Q291W + D369L + E402N + R672S; Q291W + D369L + E402N + T687M; Q291W + F314V +
D369L + E402N; Q258N + Q291W + T357A + D369H + E402N + S434P + K495F; Q291W + D369L + P374Y +
E402N + Y491F + S501R + N521C: Q291W + D369L + E402N + Q690K: Q291W + D358E + D369L + E385L +
E402N + N437F + K530V + S614A: Q291W + D369L + E402N + R672A; Q291W + D369L + E402N + R672T:
Q291W + D369L + E402N + D703K; D274Y + Q291W + D369L + E402N; Q291W + D369L + E402N + R672F;
Q291W + D369L + E402N + R672D; Q291W + D369L + E402N + Y491F + S501 R + N536K + D566G; Q291W +
D369L + E402N + A732G; Q291W + D369L + E402N + E493Y + N504Y + N521C + T591 C + R612P + L620M:
1106V + Y135Q + Q291W + D369L + E402N + A475F + G628W; Q291W + D369L + E402N + R672G; Q291W +
D369L + E402N + T777N; Q291W + Q313M + D369L + E402N + T540K; Q291W + D369L + E402N + K708F:
Q291W + D369L + P374Y + E402N + S501H; Q291W + D369L + E402N + Y715P; Q291W + D369L + E402N +
A732M; Q291W + D369L + E402N + E493A + N504Y + N521C + D566G + R612P + L620M; Q291W + D369L +
E402N + Q690R; D274Y + Q291W + D369L + E385L + E402N + N437V + K530l + S614D; Q291W + D369L +
E402N + L757K; Q291W + D369L + E402N + T687Y; Q291W + D369L + E402N + Y491H + S501R + N521C +
T591A; Q291W + D369L + E402N + V775C; Q291W + D369L + E402N + R672V; Q291W + D369L + E402N +
N670D; Q291W + D369L + E402N + T779S; Q291W + D369L + E402N + V638R; Q291W + D369L + E402N +
T687F; Q291W + D369L + E402N + T687L; Q291W + D369L + E402N + K610S; Q291W + D369L + E402N + Y491
L + S501R + N521C; D274Y + Q291W + D358E + D369L + E402N + K530V + S614V; 1106V + M181Y + Q258N +
Q291W + D369R + E402N + S434P + A475W + K495V + T540K + G628V: Q291W + D369L + E402N + N536K:
Q291W + D369L + E402N + E493V + N504Y + R612P + L620M; Q291W + D369L + E402N + S676C; Q291W +
D369L + E402N + T540K + G628W: Q291W + D369L + E385L + E402N + N437D + S489L + K530C + S614D:
Q119E + D274Y + Q291W + D358N + D369L + E402N + N437F + S489N + S614L; Q291W + D369L + E402N +
S434P + A4T5W + KA95V; Q291W + D369L + E402N + A689I; Q291W + D369L + E402N + E493A + N504Y +
N521C + D566G + R612H + L620M; Q291W + D369L + E402N + V638S; Q291W + D369IL + E402N + V648W;
Q291W + D369L + E402N + D650V; Q291W + D369L + E402N + V674M; Q291W + D369L + E402N + V638E; 1106V
+ Q291W + D369L + E402N; Y135Q + Q291W + D369L + E402N; Q291W + D369L + E402N + S764F; Q291W +
D369L + E402N + E493A + N504Y + A505C + N521C + T591A + R612P; Q291W + D369L + E402N + S489N +
K495Q + S501 R + K530N + T611Q; Q291W + D369L + E402N + T685V; 1106V + Q291W + D369L + E402N +
S434P + A4T5C + K495N + T540K; Q119E + Q291W + D358N + D369L + E402N + N437D + K530N + S614V:
Q291W + D369L + E402N + T687K; Q291W + D369L + E402N + S652D; Q291W + D369R + E402N + A475F +
K495Q + T540K + G628L; Y135Q + Q291W + D369L + E402N + G628V; Q291W + D369L + E402N + E493Y +
A505C + N521 C + T591A + L620M; Q291W + D369L + E402N + T687W; Q291W + D369L + E402N + D650F;
Q291W + D369L + E402N + T687C; Q291W + D369L + E402N + S434P + K495N + G628V; Q291W + D369L +
E402N + S501 N; D274Y + Q291W + D369L + E402N + N437K + S4891 + K530V + S614L; Q291W + D369L +
E402N + T699L; Q119E + V246! + Q291W + D358E + D369L + E402N + S614L; Q291W + D369L + E402N + N504Y
+ N521C + D566G + L620M + T635A: Q291W + D369L + E402N + E493Y + N504Y + D566G + T591A + R612P +
L620M; Q291W + D369L + E402N + N536K + T591 A: Q291W + D369L + E402N + Q690A; Q291W + D358K +
D369L + E402N + N437L + S489 + K530D; Q119E + D274Y + Q291W + D358E + D369L + E385L + E402N +
N437V + S489N + K530M + S614H; Q291W + D369L + P374Y + E402N + Y491 L; Q291W + D369L + E402N +
S501 R; Q291W + D369L + E402N + Y491 L + N521C + N536K; Q291W + D369L + E402N + E493Y + N504Y +
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N521C + T591C + R612P + L620M + T635V; Q119E + Q291W + D358N + D369L + E385L + E402N + N437] +
S489I + S614L; T120Y + Q291W + D369L + E402N + S501R + N521C + D566G; Q291W + D369L + E402N + Y491
L + N521C; Q291W + D369L + E402N + Y491 L + S501 N + D566G + T591A; D274Y + N278Y + Q291W + D358E +
D369L + E402N + N437Y + S489L + K530E; 1106V + Q291W + D369L + E402N + S434P + A475W + K495F +
T540K + G628V; Q119E + Q291W + D358N + D369L + E402N + N437Y + E742G; Y135Q + Q291W + D369Y +
E402N + A475F + K495F; T120H + Q291W + D369L + E402N + Y491H + S501 H + T591C; Q119E + Q291W +
D358N + D369L + E402N + N437F + S489N + K530E + S614L; Q119E + D274Y + Q291W + D358N + D369L +
E402N + N4371 + S489N + K530V + S614Y; T120Y + Q291W + D369L + E402N + N521C + N536K; Q291W +
D369L + E402N + Y491F + S501 N + N521C + N536K + T591R; Q291W + D369L + E402N + S501 N + N521C +
D566G + T591R; Q291W + D369L + E402N + Y491 L + S501 R + N536K + D566G + T591 R; y D274Y + Q291W +
D358E + D369L + E402N + N437Y + S489N + K5301 + S614L (en la que la posicion de aminoacido se determina por
alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2).

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 WT (residuos 20-870 de SEC ID N° 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en:

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W + Y715P + T823K: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + T685V + Y715P; 1106V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + AAT5L + KA95N + G628W + S764F; AL09T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + 1428V +
S434P + A475L + K495N + GB628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + Y491F +
K495N + G628W + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + Q381V + E402N + S434P + A475L + K495N +
S501R + G628W + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W +
S764F; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E385L + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + N627H + G628W + A732G; Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689l: Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W + T685V + Y715P + T777N; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A4T5L + K495N + G628W + DB50Y + Q716R + L757K; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA4T5L + K495N + V562L + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
A505C + G628W + S764F; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + Y715P + E819V;
A109T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S652D + V846F: Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + QB90K; D47l + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P +
AA475L + K495N + GB628W; E21Q + V175A + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + E360D + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
L757K; Q258N + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + S6041 + N627H +
G628W + A732G; A109T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W +
V775C; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S764F; P29Q +
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W; A136L + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S764F + P870S; Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E385L + E402N + S434P + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA475L + K495N + G628W + T687M; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
N588F + G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D358K + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W:
Y135M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + Y715P; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T785L; A79G + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; A109T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S848N; 1106V + Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R +
E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A732G: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
L757K; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + N627H + G628W + T687M +
E822K: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G616D + G628W: A79M +
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; 1106V + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + AB17V + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + P436Q + A475L +
K495N + G626D + G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
T687C: Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W: A109S +
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + N536K + G628W; S58G + Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W: E21Q + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + Q381V + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + L275Y + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
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K495N + A505C + G628W; E21R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N +
G628W; V25A + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W; H26R +
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W: L30K + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W: N45H + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
E493V + KA495N + G628W: P29R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A4T5L + K495N +
G628W; P29M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A732S +
AT748T + V840I; Q55R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; K24G
+ Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; G180E + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + K495N + G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + Q479R + KA95N +
S501R + G628W + Y715P + E819L; A79E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + R672G:
Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W: Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K: Q27R + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; V253F + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; S22L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
Q690H; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S799N; Q258N +
Q291W + Q313M + F314V + E360D + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W: Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + E822M: K24T + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA475L + K495N + G628W + S787G; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
R612H + G628W + L757K + S787G; S22L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
Q479R + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
T687K + E822M; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + M4A54AE + A475L + KA95N + G628W;
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + V562C + G628W; S22R + Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + GB628W: V25G + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA475L + K495N + G628W + T685V; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + A404S + S434P + A4T5L +
K495N + G628W: G216L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W:
V25R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; V25G + Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q27H + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W; K24L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + DB50F + L757K; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + T482A + K495N +
G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + SA434P + A475L + K495N + AG17V + G628W: Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A4T5L + K495N + S501C + G628W; Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + K495N + N536K + G628W + R817P; G180E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + R476Q + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA4T5L + KA95N + G628W + T777N; Q119E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W; A109S + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + S848N;
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + Y850H; Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + P436E + A475L + K495N + G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + R769H + E819A; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + AA4T5L + K495N + T496A + G628W; Q258N + V260L + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA475L + K495N + G628W: D244H + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + E819V: Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S652D; Q258N + Q291W + D31 1 N +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + R612H + G628W + A6891 + K8661; Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T783H; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W + T823K; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA475L + K495N + G628W + DE5ON + S787G: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + K708F; Q258N + Q291W + Q313M + E360D + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + S652D; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + E822G:
L237Y + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W: Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + E494K + KA95N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + E360D +
D369R + E402N + S434P + DA70N + A475L + K495N + G628W + L757K; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W + S764F; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
AA4T5L + KA95N + G628W + D650F; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + S848N: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + T496A + N536K +
G628W: Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + K421 R + S434P + A475L + KA95N + G628W + T777N:
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + N627H + G628W + E822M; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W + F634A: A4V + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + KA95N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + N437W + A475L + K495N + G628W; Y135Q + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455269 T3

A475L + K495N + G628W; Y135Q + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + V673A + T685V; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
L757K + P806L; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + V559T + G628W,
Y135M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + V775C; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + N627H + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + A405T +
S434P + A475L + K495N + G628W; 1221V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + S501 R + G628W +
T685V; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + A394G + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + L757K;
P161S + Q258N + Q291W + Q313M + D358K + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G616D + G628W; Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + K807R; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A732M; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + A505C + G628W + E822G; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + E493V +
K495N + G628W + S652D; A15V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + K866Q; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + E493A + K495N + G628W + S652D + Q690A; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + E819L; Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + E819V; G180E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E385L + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + D751N; G202M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + N627H + G628W + T687K + E822A; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + K866I; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
T783Q; Q258N + Q291W + Q313M + D369L + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W; Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + E493Y + K495N + A505C + G628W; Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + T482A + K495N + G628W + D646N; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + A477G + K495N + G628W + S764F + S848N; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + 1847T; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + T685V + Y850Q; Y135M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + S501R + G628W + T685V + T777N; y Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + Y850Q (en la que la posicion de aminoacido se determina por alineamiento 6ptimo con
SEC ID N°: 2).

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 WT (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en:

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 +
Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A6891 +
Y715P; A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A689I + Y715P; A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + T687W + AG89I + Y715P + S764F; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687C + A689l + Y715P + S764F; Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;
D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687C +
A689I + Y715P; D471 + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L
+ K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + T687W + A689l + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + S764F; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A109T + Q258N + V260G + Q291W
+ Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + S764F; Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P +
S764F; D471 + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + AG689I + Y715P + S764F; D471 + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; A109T + Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687C + A689I + Y715P; D47] + 1106V
+ Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732G; Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
T687W + A689I + Y715P; 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P +
K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G +
Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S652D + A6891 + Y715P +
A732G; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
A689I + Y715P; 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + S652D + A6891 + Y715P + A732G; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R +
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E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P + S764F; D471 + Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689l + Y715P; 1106V + Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + S652D + A689I +
Y715P + A732M; A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A6891 + Y715P + S764F; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343G + D369R + E402N +
S434P + Q474L + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P + S764F; D471 + A109T + Q258N
+ V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K4A95N + G628W + A689I + Y715P + S764F;
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Y715P + S764F; D471 + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + S764F; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689l + Y715P; A109T + Q258N + V260G +
Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; 1106V +
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P +
A732G + P870S; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
A6891 + Y715P; 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A689l + Y715P + A732M; Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732V; Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + 1106V + Q258N
+ Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G;
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P;
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + S652D + A689l + Y715P +
A732G; D471 + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W +
S652D + A6891 + Y715P + A732G; D471 + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P
+ K495N + G628W + S652D + A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P;C8A + L9F + D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I1 + Y715P + A732G + D844G,;
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;
1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732G; D47N + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; D471 + 1106V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + S652D + A689I + Y715P + A732M; A109T + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687W + A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6G89I + Y715P;V25A + Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732M;
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687W + A689l + Y715P;
D471 + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + S652D + A689I + Y715P; D471 + A109T + Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P + S764F; Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P; A109T + Q258N + Q291W +
Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + S764F; Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + 1106V
+ Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P +
S764F; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + S652D +
A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
A689I + Y715P + S764F; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + K495N +
G628W + A689I + Y715P; L237Y + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + L757K; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
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S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + S604C + G628W + A689l + Y715P; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + R476G + K495N + N588F + G628W + D651 E + A689l + Y715P; Q85N +
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + P436Q + A475L + K495N + G628W + A689l + Y715P +
L757K; 1106V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732M; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
A689I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + S652D +
A689I + Y715P + A732G; A109T + Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + Q258N + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + Y736N; Q258N + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + S652D + A6891 + Y715P + A732G;V25A + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M
+ D369R + E402N + S434P + P436Q + A475L + K495N + G616D + G628W + D650Y + A689I + Y715P + L757K;
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P +
S764F;V253F + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Q690K + D709E + E710G + Y715P; Q85N + V175A + Q258N + L275Y + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K4A95N + G628W + A689I + Q690K + Y715P;V25A + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N
+ S434P + A475L + K495N + G616D + G628W + A6891 + Y715P + L757K; Q85N + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;V25A + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M
+ D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687C + A6891 + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Q690H + Y715P + M816L;V25A + Q85N + Q258N + L275Y
+ Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G616D + G628W + A689I + Y715P + V846F;
Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + V846Q);
A79E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G626D + G628W + A689I +
Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Y715P; A79E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W +
A6891 + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + F314L + D369R + Q381V + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A689I + Y715P; D471 + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;V25A + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P
+ P436Q + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + L757K + V846Q;V25A + Q85N + Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + P436Q + A475L + K495N + G628W + D650N + A689I + Y715P; D471 + 1106V
+ Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + S550C + G628W + S652D +
A6891 + Y715P + A732G; A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + S604A + G628W + A6891 + Y715P;V25A + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A689l + Y715P + V846Q; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; A109T + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + N588F + G628W + A6891 + Y715P + A732M; Q85N + Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G616D + G628W + A689I + Y715P;V25A + Q85N
+ Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + P436Q + A475L + K495N + G616D + G628W + D650N
+ A689I + Y715P; A79E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C +
G628W + V6741 + A689I + Y715P;V25A + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N
+ G628W + A689I + Y715P + L757K;V25A + Q85H + Q258N + L275F + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + D650N + A689I1 + Y715P + L7571;K24T + A79E + A136L + Q258N + D274Y +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + A689I1 + Y715P;V25A + Q85N
+ Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + Q291W +
Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;K24G + A7T9E + Q258N + D274Y
+ Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + A689I + Y715P; Q85N +
V175A + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Y715P;V25A + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
D650N + A689I + Y715P;V25A + Q85N + Q258N + L275Y + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L
+ K495N + G628W + A689I + Y715P + L757K; A79M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + A505C + G628W + A689I + Y715P; Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + P436Q + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P + ; Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891+ Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P +
A475L + K495N + G628W + A6891+ Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A6891 + Y715P; Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
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G628W + A689I + Y715P;1106V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A689I + Y715P; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + S604A + G628W + A689I1 + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A689I + Y715P;V25A + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + AB89I + Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + Q4741 +
A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P + S764F; Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P; D471 + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + N588F + G628W + A6891 + Y715P;S58G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
Q381V + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I + Y715P;V253F + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689l + Y715P + T785L + M816L; A243G + Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P + S764F;
1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + N588F + G628W +
S652D + AB89l + Y715P + D733G; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + AB89I + Y715P + V846L; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
S604A + G628W + A6891 + Y715P; A79G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A689l + Y715P + T777N; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A6891 + Y715P;V25A + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + A689I + Y715P;K24T + A79E + Q258N + D274Y + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P
+ A475L + K495N + A505C + G628W + A6891 + Y715P + T777N; D471 + Q258N + Q291W + Q313M + A343C +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + S604V + G628W + T687C + A689l + Y715P + S764F + L869R;
Q258N + D274Y + Q291W + Q313M + D369R + E385L + E402N + S434P + A475L + K495N + G626D + G628W +
A689I + Y715P + T777N;S58G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + Q381V + E402N + S434P + N437D +
A475L + K495N + G628W + A6891 + Q690H + D709E + E710G + Y715P; D471+ Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + Q4741+ A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P; Q258N +
Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + N437K + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P + T785L;
A109S + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + S6041 + G628W + A689I +
Y715P; Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + S604V + G628W +
A689I + Y715P + K807R; Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
S604V + G628W + A689I + Y715P; Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + A689I + Y715P + L757K; D471 + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + K495N +
N588F + G628W + S652D + A689I + Y715P; A79M + A136L + Q258N + D274Y + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + A689I + Y715P + T783A; D471 + A109T + Q258N + V260G
+ Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + S604V + G628W + A6891 + Y715P +
S764F;S58G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I +
Y715P + T785L;K24G + A136L + Q258N + D274Y + Q291W + Q313M + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + A505C + G628W + A689I + Y715P + T777N; S58G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + Q381V +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A689I1 + Y715P + T785L; y S58G + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + A6891 + Y715P + T785L + M816L (en la que la posicion de
aminoéacido se determina por alineamiento éptimo con SEC ID N°; 2).

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 WT (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en:

D471 + Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K +
A689I + Y715P; D471 + A79G + Q85N + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P
+ A475L + K495N + G628W + T687K + A689l + Y715P + A732M; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687C + A6891 + Y715P + A732G; D47I
+ A79E + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C +
G628W + T687W + A689I + Y715P; D471+ A79E + Q85N + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I1 + Y715P; D471 + A79G + Q85N + Q258N +
V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C +
G628W + T687C + A689I + Y715P + S764Y + R769H; D471+ A79G + Q85N + Q258N + V260G + Q291W + Q313M
+ F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P; D471 + A79M
+ Q85N + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + A505C + G628W + T687K + A689I + Y715P; D471 + A79M + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + A343C
+ D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + T687C + A689I + Y715P + A732G; D471 +
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W +
T687C + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79M + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R
+ E402N + S434P + K495N + G628W + T687K + A6891 + Y715P + A732G; D471 + Q258N + L275Y + Q291W +
Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P + A732G; D471
+ A79E + Q85N + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N +
A505C + G628W + T687W + A689l + Y715P + A732V; D471 + A79M + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + T687K + A689I + Y715P + A732M; D471 + Q85N
+ Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
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T687C + AB89I + Y715P; D47l + A79G + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N
+ S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P + A732G; D471 + Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687W + A6891 + Y715P +
A732G; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L +
K495N + G628W + T687K + A6891 + Y715P + A732M; D471 + A79G + Q85N + Q258N + V260G + Q291W + Q313M
+ A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A6891 + Y715P; D471 + A79G + Q85N
+ Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + T687C + AB89I + Y715P + A732G; D471 + A79G + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C +
D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P + A732M; D471 + Q85N + Q258N
+ V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P;
D471 + Q85N + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N +
G628W + T687K + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79M + Q85N + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M
+ A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + T687W + A689I + Y715P; D471 + A79G + Q85N + Q258N
+ V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + T687K +
A689I + Y715P; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L
+ K495N + G628W + T687C + AB89I + Y715P + A732G; D471 + A79G + Q85N + Q258N + V260G + L275Y + Q291W
+ Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689l + Y715P;
D471 + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W +
T687W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79G + Q85N + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314V +
A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + T687C + A6891 + Y715P; D471 + Q258N
+ V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + T687K +
A689I + Y715P + A732G; D471 + Q258N + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L
+ K495N + G628W + T687W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79G + Q85N + Q258N + Q291W + Q313M +
F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + T687K + A6891 + Y715P; D471 + A79M + Q85N +
Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I +
Y715P + A732G; D471 + Q85N + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + AB89l + Y715P; D471+ Q85N + Q258N + L275Y + Q291W + Q313M
+ F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + T687C + A689l + Y715P; D471 + A79G + Q85N
+ Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + T687K + A689I+ Y715P + A732G; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R +
E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A6891+ Y715P; D471 + Q85N + Q258N + V260G + L275Y +
Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P;
D471 + A79G + Q258N + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + T687K + AB891 + Y715P; D471 + Q258N + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N +
S434P + K495N + G628W + T687K + A6891 + Y715P; D471 + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M +
A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + D646N + T687K + A689l + Y715P +
A732G; D471 + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + T687K + A689I + Y715P; D47l + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R +
E402N + S434P + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P + A732V; D471 + A79G + Q85N + Q258N + Q291W +
Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + P439S + A475L + K495N + G628W + T687K + A689I + Y715P; D47I
+ Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + D395N + E402N + S434P + A475L + K495N +
G628W + T687K + A689I + Y715P + A732V; D471 + A79G + Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N
+ S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + T687C + AB89I + T693A + Y715P + T8271; D471 + Q85N + Q258N
+ V260G + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N + S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + T687K +
AB89I + Y715P + A732V; y D471 + A79G + Q258N + L275Y + Q291W + Q313M + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + A505C + G628W + T687K + A689I + T693E + N723G + A730S + Y855 (en la que la
posicion de aminoacido se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2).

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 WT (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en:

1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732G; D471 + A79E + Q85N + 1106V + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C +
D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79E + Q85N + 1106V + Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + A689I +
Y715P + A732G; A79M + Q85N + 1106V + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C +
D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79E + 1106V + A109T + Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P +
A732G; D471 + A79G + Q85N + [106V + A109T + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314L + A343C +
D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; A79E + Q85N + 1106V + A109T + Q258N
+ V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P +
A732G; A79G + Q85N + 1106V + A109T + Q258N + V260G + L275F + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R
+ E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + T687C + A689I + Y715P + A732G; D471 + 1106V + Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P +
A732G; D471 + A79E + Q85N + 1106V + A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R +
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E402N + S434P + K495N + G628W + A689I+ Y715P + A732G; D471 + A79E + Q85N + 1106V + Q258N + V260G +
L275Y + Q291W + Q313M + F314L + N315D + D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + T687W +
A689I + Y715P + A732G; D471 + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314L + D369R +
E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; A79E + Q85N + 1106V + A109S + Q258N + V260G
+ Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; A79G +
1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W +
T687W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79G + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M +
F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + A689I1 + Y715P + A732G; D471 + Q85N +
1106V + A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N +
G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79E + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L +
A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; D471 + A79M + Q85N + 1106V +
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732G; D471 + 1106V + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R +
E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; D471+ A79G + Q85N + 1106V + Q258N + V260G +
Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W +A6891 + Y715P + A732G;
A79M + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W +
A689I + Y715P + A732G; A79M + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R
+ E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + A6891 + Y715P + A732G; A79M + Q85N + 1106V + Q258N +
V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P +
A732G; D471 + A79G + Q85N + 1106V + A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N +
S434P + K495N + G628W + AG89I + Y715P + A732G; A79E + Q85H + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M
+ F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; D471 + A79G + Q85N + 1106V +
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689l + Y715P +
A732G; A79G + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N +
S434P + K495N + G628W + A689I1 + Y715P + A732G; D471 + A79E + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + L275Y +
Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689l + Y715P + A732G;
D471 + 1106V + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + K495N +
G628W + A689I + Y715P + A732G;C8G + D471 + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L +
D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; A79E + Q85N + 1106V + Q258N + V260G
+ Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; A79G +
Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N +
G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79G + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L +
A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + T5911 + G628W + A689I + Y715P + A732G; Q85N + 1106V + A109T
+ Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732G; A79M + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N +
S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; Q85N + 1106V + A109S
+ Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + A689I +
Y715P + A732G; 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N +
A505C + G628W + T687K + A6891 + Y715P + A732G; Q85N + 1106V + A109T + Q258N + V260G + Q291W +
Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + Q85N + 1106V
+ A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343G + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W +
A689I + Y715P + A732G; D471 + Q85N + 1106V + A109T + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C +
D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + Q85N + 1106V + A109S + Q258N +
V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732G; D471 + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N +
S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V +
D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; D471 + 1106V + Q258N + V260G + Q291W
+ Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I1 + Y715P + A732G; D471 +
Q85N + 1106V + A109S + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N + G628W + T687C + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79M + 1106V + Q258N + V260G +
Q291W + Q313M + F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A6891 + Y715P + A732G; A79G +
Q85N + 1106V + A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + K495N +
A505C + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + A79E + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + Q291W + Q313M +
F314L + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; Q85N + 1106V + Q258N + V260G
+ L275Y + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + T687W + A689I +
Y715P + A732G; 1106V + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N +
S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; D471 + Q85N + 1106V + A109T + Q258N + V260G + Q291W
+ Q313M + F314V + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; Q85N + 1106V +
A109S + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314V + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N +
G628W + AB89I + Y715P + A732G; D471 + A79M + 1106V + A109S + Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L
+ A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I + Y715P + A732G; A79M + Q85N + 1106V +
Q258N + V260G + Q291W + Q313M + F314L + A343C + D369R + E402N + S434P + K495N + G628W + A689I +
Y715P + A732G; y A79M + Q85N + 1106V + Q258N + V260G + L275Y + Q291W + Q313M + F314L + A343C +
D369R + E402N + S434P + K495N + A505C + G628W + A6891 + Y715P + A732G (en la que la posicién de
aminoacido se determina por alineamiento éptimo con SEC ID N°; 2).
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En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado de aquellos ejemplificados
anteriormente (Tabla 2, 3, 4, 5, 6, 7) y comprende ademas sustituciones que (a) no disminuyen la actividad o
termoestabilidad de la variante y (b) no incluyen sustituciones en ningun residuo adicional en el grupo que consiste
en: K57; A88; 1106; N112; Q119; T120; A123; R132; Y135; A136; Al41l; K142; L149; G158; P161; P172; T177;
1179; G180; M181; S182; E183; K186; A197; G202; Y219; N220; S222; T224; 1229; M234; F242; A243; \V246;
Q258; D274, V286; Q291; Q313; V318; A343; T354; T357; D358; E360; D369; P374; 1375; A378; Q381; E385; S388;
V390; A394; N398; E402; K406; 1428; S434; N437; E449; Q474; A475; T482; S489; Y491, K530; N536; T540; T565;
V674; R682; 1867; E868; y P870.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 6,0 a 6,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se identifica en
la Tabla 2. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo que
consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 5,0 a 5,9 veces de mejora en la actividad con respecto
a la Bgll C1 nativa, como se identifica en la Tabla 2. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de
sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 4,0 a 4,9 veces
de mejora en la actividad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se identifica en la Tabla 2. En algunas
realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de
sustitucion que muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la Bgll C1 nativa, como
se identifica en la Tabla 2. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado
del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se identifica en la Tabla 2. En algunas realizaciones, la
variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se
identifica en la Tabla 2.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 6,0 a 6,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 3, como se identifica en la
Tabla 3. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucidn seleccionado del grupo que
consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 5,0 a 5,9 veces de mejora en la actividad con respecto
a la variante 3, como se identifica en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de
sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que muestran al menos 4,0 a 4,9 veces
de mejora en la actividad con respecto a la variante 3, como se identifica en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la
variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 3, como se identifica en la
Tabla 3. En algunas realizaciones, la variante un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en
conjuntos de sustitucion que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante
3, como se identifica en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion
seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora
en la actividad con respecto a la variante 3, como se identifica en la Tabla 3.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 4,0 a 4,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 269, como se identifica en la
Tabla 4. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucidn seleccionado del grupo que
consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la actividad con respecto
a la variante 269, como se identifica en la Tabla 4. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de
sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces
de mejora en la actividad con respecto a la variante 269, como se identifica en la Tabla 4. En algunas realizaciones,
la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion
que muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 269 como se identifica
en la Tabla 4.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 4,0 a 4,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 481, como se identifica en la
Tabla 5. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que
consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la actividad con respecto
a la variante 481, como se identifica en la Tabla 5. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de
sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces
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de mejora en la actividad con respecto a la variante 481, como se identifica en la Tabla 5. En algunas realizaciones,
la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién
que muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 481, como se identifica
en la Tabla 5.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucidon seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que
muestran al menos 4,0 a 4,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 647, como se identifica en la
Tabla 6. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucidn seleccionado del grupo que
consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la actividad con respecto
a la variante 647, como se identifica en la Tabla 6. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de
sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces
de mejora en la actividad con respecto a la variante 647, como se identifica en la Tabla 6. En algunas realizaciones,
la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion
que muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 647, como se identifica
en la Tabla 6. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo
que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 0,6 a 1,0 veces de mejora en la actividad con
respecto a la variante 647, como se identifica en la Tabla 6.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la actividad con respecto a la variante 664, como se identifica en la
Tabla 7. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucidn seleccionado del grupo que
consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces de mejora en la actividad con respecto
a la variante 664, como se identifica en la Tabla 7.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 4,0 a 4,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se
identifica en la Tabla 2. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se identifica en la Tabla 2. En algunas realizaciones, la
variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 2,0 a 2,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se
identifica en la Tabla 2. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se identifica en la Tabla 2.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 3,0 a 3,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 3, como se identifica
en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo
gue consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces de mejora en la termoestabilidad
con respecto a la variante 3, como se identifica en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la variante comprende un
conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 1,1
a 1,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 3, como se identifica en la Tabla 3.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 2,0 a 2,0 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 269, como se
identifica en la Tabla 4. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la variante 269, como se identifica en la Tabla 4.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 4,0 a 4,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 481, como se
identifica en la Tabla 5. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 2,0 a 2,9 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la variante 481, como se identifica en la Tabla 5. En algunas realizaciones, la
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variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 481, como se
identifica en la Tabla 5. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 0,6 a 1,0 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la variante 481, como se identifica en la Tabla 5.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucidon seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que
muestran al menos 2,0 a 2,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 647, como se
identifica en la Tabla 6. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la variante 647, como se identifica en la Tabla 6. En algunas realizaciones, la
variante comprende un conjunto de sustitucién seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 0,6 a 1,0 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 647, como se
identifica en la Tabla 6. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 0,2 a 0,5 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la variante 647, como se identifica en la Tabla 6.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran al menos 1,1 a 1,9 veces de mejora en la termoestabilidad con respecto a la variante 664, como se
identifica en la Tabla 7. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del
grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran al menos 0,6 a 1,0 veces de mejora en la
termoestabilidad con respecto a la variante 664, como se identifica en la Tabla 7.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante de la presente
invencion es al menos aproximadamente el 70 % idéntica a Bgll C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y
comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que
muestran cualquier mejora en la actividad y/o termoestabilidad con respecto a la Bgll C1 nativa, como se identifica
en la Tabla 2. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo
que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran cualquier mejora en la actividad y/o termoestabilidad con
respecto a la variante 3 como se identifica en la Tabla 3. En algunas realizaciones, la variante comprende un
conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucién que muestran cualquier
mejora en la actividad y/o termoestabilidad con respecto a la variante 269 como se identifica en la Tabla 4. En
algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en
conjuntos de sustitucion que muestran cualquier mejora en la actividad y/o termoestabilidad con respecto a la
variante 481 como se identifica en la Tabla 5. En algunas realizaciones, la variante comprende un conjunto de
sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de sustitucion que muestran cualquier mejora en la
actividad y/o termoestabilidad con respecto a la variante 647 como se identifica en la Tabla 6. En algunas
realizaciones, la variante comprende un conjunto de sustitucion seleccionado del grupo que consiste en conjuntos de
sustituciéon que muestran cualquier mejora en la actividad y/o termoestabilidad con respecto a la variante 664 como
se identifica en la Tabla 7.

Como se observa anteriormente, los polipéptidos de B-glucosidasa englobados por la invencién tienen al menos
aproximadamente el 70 % de identidad de secuencias con los residuos 20-870 de SEC ID N°: 2. En algunas
realizaciones, los polipéptidos de B-glucosidasa englobados por la invencion incluyen aquellos que tienen una
secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente el 71 % idéntica, al menos aproximadamente el 72 %
idéntica, al menos aproximadamente el 73 % idéntica, al menos aproximadamente el 73 % idéntica, al menos
aproximadamente el 74 % idéntica, al menos aproximadamente el 75 % idéntica, al menos aproximadamente el 76
% idéntica, al menos aproximadamente el 77 % idéntica, al menos aproximadamente el 78 % idéntica, al menos
aproximadamente el 79 % idéntica, al menos aproximadamente el 80 % idéntica, al menos aproximadamente el 81
% idéntica, al menos aproximadamente el 82 % idéntica, al menos aproximadamente el 83 % idéntica, al menos
aproximadamente el 84 % idéntica, al menos aproximadamente el 85 % idéntica, al menos aproximadamente el 86
% idéntica, al menos aproximadamente el 87 % idéntica, al menos aproximadamente el 88 % idéntica, al menos
aproximadamente el 89 % idéntica, al menos aproximadamente el 90 % idéntica, al menos aproximadamente el 91
% idéntica, al menos aproximadamente el 92 % idéntica, al menos aproximadamente el 93 % idéntica, al menos
aproximadamente el 94 % idéntica, al menos aproximadamente el 95 % idéntica, al menos aproximadamente el 96
% idéntica, al menos aproximadamente el 97 % idéntica, al menos aproximadamente el 98 % idéntica o al menos
aproximadamente el 99 % idéntica a los residuos 20-870 de SEC ID N° 2. Cada recitacion en el presente
documento de “70 %" debe entenderse que también incluye, provisionalmente, cualquiera de los mayores valores
anteriores.

Como se observa anteriormente, las variantes de Bgll de la invencién pueden englobar sustituciones de
aminoacidos adicionales mas alld de aquellas enumeradas anteriormente que incluyen, por ejemplo, variantes con

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455269 T3

una o mas sustituciones conservativas adicionales hechas en sus secuencias de aminoacidos. Ejemplos de
sustituciones conservativas estan dentro del grupo de aminoacidos basicos (arginina, lisina y histidina), aminoacidos
acidos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparaginas), aminoacidos hidréfobos
(leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) y aminoacidos pequefios
(glicina, alanina, serina, treonina, prolina, cisteina y metionina). Las sustituciones de aminoéacidos que no alteran
generalmente la actividad especifica se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, por H. Neurath y R.L. Hill,
1979, en “The proteins”, Academic Press, Nueva York, que se incorpora en el presente documento por referencia.
Los intercambios que se producen mas comunmente son Ala/Ser, Valllle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr,
Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly, ademas de éstos
a lainversa.

Variaciones conservativamente sustituidas de las variantes de polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencion
incluyen sustituciones de un pequefio porcentaje, normalmente inferior al 5 %, mas normalmente inferior al 2 % y
frecuentemente inferior al 1 % de los aminoacidos de la secuencia de polipéptidos, con un aminoacido
conservativamente seleccionado del mismo grupo de sustitucién conservativa. La adicion de secuencias que no
alteran la actividad codificada de una B-glucosidasa, tal como la adicion de una secuencia no funcional o no
codificante, se considera una variacion conservativa del polinucleétido de B-glucosidasa.

La presente invencién también proporciona fragmentos enzimaticamente activos de las variantes de polipéptido de
B-glucosidasa descritas en el presente documento que tienen actividad de -glucosidasa y al menos una sustitucion
descrita en el presente documento. Se cree basandose en estudios anteriores que C1 Bgl1 tolera la truncacion (es
decir, retiene actividad). Se ha observado que una variante de C1 Bgll que tiene una secuencia que se diferencia de
la natural en cada una de las 25 posiciones de aminoacidos del extremo N retuvo actividad de B-glucosidasa (no
mostrada). Similarmente, la truncacion en los extremos carboxi de 16 residuos de aminoacidos es tolerada en -
glucosidasa de Azospirillum irakense (CelA). Véase USSN 61/218.020, que se incorpora en el presente documento
por referencia. Por consiguiente, la presente invencién proporciona ademas una variante de polipéptido de B-
glucosidasa aislada o recombinante que tiene una secuencia de aminoacidos que tienen una delecién de 1 a 50
residuos de aminoéacidos del extremo carboxi (C-), el extremo amino (N-), o0 ambos (es decir, una delecién de 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 6 50 residuos de aminoacidos de cualquiera o ambos del extremo N o
C) con respecto a SEC ID N° 2. En ciertas realizaciones, la delecién sera de 1 a 15 residuos de aminoacidos del
extremo N y/o de 1 a 40 residuos de aminodacidos del extremo C. Estos fragmentos de B-glucosidasa también se
denominan en el presente documento variantes de polipéptido de B-glucosidasa truncadas en el extremo N y
truncadas en el extremo C, respectivamente. En algunas realizaciones, la delecion puede serde 1a30,01a20,01
a 10 residuos, o 1 a 5 residuos desde el extremo C, el extremo N, o ambos.

TABLA 2
Tabla 2: Condiciones de termoactividad: pH 5, 65 °C durante 21 h. Condiciones de termoestabilidad: la actividad
residual enzimatica se determiné después de incubar a pH 5, 65 °C durante 6 h.

Variante | Cambios' en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
Numero en encontrada encontrada en
nucledtidos | en actividad | estabilidad
silenciosos | sobre WT sobre WT
(SEQ ID NO: gSEQ ID NO: 2)
2)°
1 M181Y+Q291W+E402N+S434P ++++++ ++
2 R132K+L149M+Q313M+D369L+E385L+N437D o+ ++
3 Q291W+D369L+E402N +4++++ 4+
4 Y1351+Q258N+Q4741 o+ T
5 M181Y+Q291W+E360D+D369V+P374Y+T482A +++++ +++
6 Q258N+N437F+S489L+Y491H FH+++ T+
7 Q119E+Q258N+T357L+Q4741+S489L 4+ ++
8 Q258N+D369R+S489L+Y491H +H+++ ++
9 N220Y+Q258N+T357L+D369R+Q4741+Y491F g1428a +++++ ++
10 M234E+V246L+D358K+D369L+N398G+K530M +++++ ++
11 Y135Q+1229M+F242L+D369L+K530M +++4+ ++
12 D369Q+P374Y+E402N+T540K ++++ T+
13 Y135Q+P172A+1179M+1229M+Q291 +++4+ ++
A+D358K+D369L+N398G
14 R132K+D369L+E385L T+ T+
15 Y135M+1179M+Q291A+D358K+D369L t573g ++++ ++
16 Q291W+P374Y+E402N+S434P +H++ T+
17 Q119E+N220Y+Q258N+T357L+S489L +++4+ ++
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(continda)
Variante | Cambios" en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
Numero en encontrada encontrada
nucleétidos | en actividad | en
silenciosos | sobre WT estabilidad
(SEQ ID NO: | sobre WT
2)° (SEQ ID
NO: 2) °
18 1179M+Q291A+D358K+D369L+I375V+S388W c1068a+cl ++++ ++
461t
19 Q291W+D369C c2580t - ++
20 R132K+T354Q+D369L+N437L ++++ +
21 Q291A+D369L+N398G+K530M ++++ ++
22 Q119E+Q258N+D274Y+S489L ++++ ++
23 Q119E+N220Y+Q258N+Q4741+S489L ++++ ++
24 M181Y+D369L T+ T
25 T120M+S222E+Q313M+T354Q+D369L+E385L ++++ ++
26 A4G+Q258N+D274Y+T357L+N437W+Q4741+Y49 | c27t ++++ ++
1H
27 R132G+D369L+N437D o+ ++
28 S182L+Q313M+D369L+E385L F+++ ++
29 R132G+D369L+E385L o+ T+
30 N112V+D358K+D369L+S388W+K530M ++++ ++
31 1106V+G180E+D369L+Q381V ++++ ++
32 1179M+Q291A+D369L c489t+c12 ++++ ++
84t
33 1179M+D358K+D369L+S388W F+++ ++
34 M234E+Q291A+D369L+N398G ++++ ++
35 1179M+Q291A+D358K+D369L+Q381I ++++ ++
36 Y135Q+N220L+Q291A+D369L+N398G ++++ ++
37 Y1351+D369L T+ T
38 S182L+D369L+E385L+N437L F+++ ++
39 T120Y+R132K+D369L+N437D ++++ ++
40 M234E+D369L+S388W+N398G+K530M c1098t ++++ ++
41 Y135M+I1179M+D369L+V3901+K530M t573g ++++ ++
42 L149Q+A197V+Q313M+D369L c852t+c13 ++++ +
08t
43 T120M+R132K+D369L+N437L F+++ ++
44 T120M+R132W+L149M+Q313M+T354Q+D369L+ | c540t ++++ ++
E385L+N437D
45 A4G+Y1351+N220Y+Q258N+T357P+N437Y ++++ +
46 D358K+D369L+S388W t573g+c65 ++++ ++
7t
47 Q258N+D274Y+N437F N +
48 D369L+S434P+T540K o+ ++
49 G158D+I1179M+Q291A+D358K+D369L+I1375V+N3 ++++ ++
98G+K530M
50 Y1351+D274Y+D369R o+ T
51 Q258N+D369L+Q4741+S489L+Y491F ++++ ++
52 R132W+S182W+D369L+E385L ++++ ++
53 S182L+T354Q+D369L+E385L ++++ ++
54 S2220Q+T354Q+D369L+E385L+N437D+T565G ++++ ++
55 Y135M+P161S+Q291A+A343T+D369L+I375V+K4 | ¢1200a ++++ +4+
06D
56 Q291W+D369C+T540K c855t [ ++
57 D369L+P374Y+E402N o+ +
58 Y1351+A343V+D369F+S489L ++++ +
59 M234E+D358K+D369L+S388W F+++ ++
60 T120M+L149Q+D369L+E385L F+++ ++
61 Q313M+D369L+E385L +++ ++
62 T120Y+D369L+E385L g750g +++ ++
63 D369L+N437D+T565A o+ T
64 N112V+Q291A+D369L+I375V c1128t +++ ++
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(continda)
Variante | Cambios" en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
Numero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre WT estabilidad
(SEQ ID NO: | sobre WT
2)° (SEQ ID
NO: 2) ®
65 R132W+L149Q+Q313M+T354Q+D369L c1305t +++ +
66 Y135M+D369L+I375V+N398G +++ ++
67 D369L+E385L +++ ++
68 T120M+S182L+Q313M+T354Q+D369L+E385L +++ ++
69 T1771+Q291W+P374Y+T482A +++ +
70 Q258N+N437F +++ +
71 T120V+R132W+D369L+T565G +++ +
72 N112V+Q291A+D358N+D369E+S388C+K406D +++ +
73 Q291A+D358K+D369L+S388W+K406D t573g +++ ++
74 1106V+E360R+D369L+Q381V +++ +
75 M234E+Q291 A+D369L+S388W+N398G +++ ++
76 L149M+Q313M+D369L +++ ++
77 M2341+Q291W+E360D+D369V+T482A +++ +++
78 T120V+T354Q+D369L+E385L+T565P +++ ++
79 M2341+Q291W+E360D+S434P t42n +++ ++
80 D369Y+1867M+E868R +++ +
81 R132W+S182L+Q313M+D369L c285t+c10 +++ +
92t+c109
5t
82 M2341+Q291W+P374Y+T482A +++ ++
83 Y219V+M2341+D369C+P374Y+S434P +++ ++
84 S182L+Q313M+D369L+E385L+N437L c1044t +++ ++
85 M234E+D358K+D369L+S388W+K530M +++ ++
86 R132G+S222E+D369L+E385L ablg +++ ++
87 R132K+L149M+S182L+D369L+N437L +++ +
88 T120H+Q313M+D369L +++ ++
89 R132W+D369L c1047t +++ +
90 D369L+P374Y +++ ++
91 N112V+N220L+Q291A+D369L+S388W+N398G +++ ++
92 Q291A+D369L+1375V+K530G +++ ++
93 R132K+L149M+S182L+T354Q+D369L+N437D+T +++ +
565G
94 T120H+S222E+Q313M+D369L+N437D+T565G +++ ++
95 A123N+Q291W+T482A+T540K +++ ++
96 S222E+Q313M+T354Q+D369L+E385L +++ ++
97 R132W+D369L+T565G +++ +
98 G202M+E360A+D3691+A394L +++ *
99 R132G+S222Q+Q313M+D369L +++ ++
100 R132W+L149M+D369L +++ +
101 L149M+Q313M+T354Q+D369L +++ +
102 Q119L+G202M+D369L +++ +
103 M181Y+M2341+D369C +++ +
104 1179M+N220L+Q291A+D369L+I375V +++ ++
105 S222E+Q313M+D369L+E385L+N437L +++ ++
106 1179M+M234E+D358K+D369L+S388W+N398G +++ ++
107 A123N+Y219V+Q291W+E360D+P374Y+S434P +++ ++
108 D369L+E402N c1092t +++ +
109 D369L +++ ++
110 Y219V+M2341+Q291W+T482A +++ +
111 Q291W+E360D+S434P +++ ++
112 D369L+S434P +++ ++
113 G180E+E360R+D369L +++ ++
114 A123N+M181Y+Q291W+D369K+S434P+T540K +++ ++++
115 Q119E+T357L+D369M+S489L +++ +
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(continda)

Variante | Cambios"en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada

nucledtidos | en actividad | en

silenciosos | sobre WT estabilidad

(SEQ ID NO: | sobre WT
2)° (SEQ ID
NO: 2) 3

116 Q119E+D369F+Y491H +++ +
117 Q119L+D369L +++ +
118 Q119E+N220Y+V286I+S489L c1749t+g2 +++ +

280t
119 Q291A+D369L+Q381I +++ ++
120 A475F +++ *x
121 D369L+N536K +++ ++
122 Q119E+Y135I+D369H +++ +
123 Q258N+S489L +++ +
124 Q119E+Y135I+N437Y +++ xx
125 Q119E+Y135I+N437F+Y491F +++ +
126 Q119L+D369L+A394V +++ +
127 E183G+E360A+D369L+1428V +++ +
128 D369L+E4490Q+N536K +++ +
129 Q119L+G202M+E360A+A475F +++ xx
130 1106V+D369L +++ ++
131 Y1351+D369M +++ +
132 M2341+D369C+S434P +++ +
133 D369L+A475Y +++ ++
134 Q119E+Y1351+S489L +++ +
135 D369Y+N536K +++ +
136 E360R+D369L +++ +
137 G202V+A475H +++ +
138 D369L+Q381V+N536K +++ ++
139 N220Y+Q258N+S489L+Y491F +++ +
140 Q258N+T357L+D369M +++ ++
141 1179M+Q291A+D369L+Q381L+S388W+N398G a69g +++ +
142 D369Y+A394G+N536K +++ ++
143 Q291W+E360D+D369V+P374Y ++ +++
144 T120M+L149Q+T354Q+D369L+E385L ++ ++
145 S489L+Y491H ++ +
146 N220S+Q291F+D369L ++ ++
147 D369C+S434P+T540K ++ +
148 V318E+D369L+1428V ++ +
149 E183M+G202M+E360A+D369L+A378K+A394V ++ x%
150 A394G+N536K ++ +
151 Q291 W+T540K ++ +
152 N220L+Q291A+D369L+Q381L+S388W+K530M ++ +
153 T120V+R132W+E385L+N437D ++ +
154 Q119L+E360A+D369L+A378K ++ +
155 D369A+N536K t726¢ ++ +
156 G202V+D369L+A475H ++ +
157 Q381V+A475Y+N536K ++ +
158 S434P ++ +
159 1106V+G180E+D369Y+A394G ++ ++
160 G180E+Q381V+A475H ++ +
161 Q119E+N220Y+Q474l ++ +
162 1106V+D369Q ++ +
163 A475Y+N536K ++ +
164 K142R+Y219V+Q291W+S434P+V674l c1398t ++ ++
165 L149Q+S182L+Q313M+D369L+N437L ++ +
166 N112V+1179M+M234E+D369L+N398G c1188t ++ ++
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(continda)
Variante | Cambios"en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre WT estabilidad
(SEQ ID NO: | sobre WT
2)°2 (SEQ ID
NO: 2)
167 E360A+D369L+A378K ++ +
168 E360R+D369Y+N536K ++ +
169 E360R+D369A+Q381V+N536K ++ +
170 D369L+Q381D c858t ++ +
171 N437F+S489L ++ +
172 E183M+G202M+V318E+D3691+A394L+1428V ++ x%
173 E360D+D369L+E402N+S434P ++ +
174 Q119L+A141F+G202M+A394L+1428V+A475F c2488t ++ *
175 T357L+D369R+S489L+Y491H ++ +
176 Y1351+Q258N+T357L ++ +
177 K142R+Q291W+E360D+D369C+E402N ++ ++
178 E183M+A243V+D369L+A378K+A475F ++ +
179 R132K+L149M+E385L ++ +
180 D369Y al266t ++ +
181 M2341+E402N+S434P ++ x%
182 N437Y c1641t ++ *k
183 Q119E+N437F ++ +
184 N536K ++ +
185 Q119L+E183Q+G202M+D369P ++ +
186 N112V+1179M+Q291A+D358K+K406D gll22a ++ +
187 A123N+Q291W+T540K ++ +
188 D3691+A394L+1428V t2364n ++ *
189 AB88S+N536K ++ +
190 Q119E+Y1351+N437F cl1473t ++ *
191 A141F+G202M+E360A+D369P+A378K ++ *
192 A123N+T482A ++ xx
193 Q313M+N437D ++ +
194 E360R+D369Y ++ +
195 E183M+G202M+A475F ++ x%
196 Q119L+E360A+A394V+A475F 123649 ++ x%
197 D369L+A378K ++ +
198 E360R+D369L+A394G c90a ++ +
199 M181Y+D369E+S434P ++ +
200 D369l t2364n ++ +
201 N112V+Y135Q+1375V+K406D+K530M+P870S ++ +
202 Q119E+Y135I+N220Y+Q258N ++ +
203 D369P+A394V+1428V ++ +
204 V318E+D369L ++ +
205 K186R+N536K ++ +
206 Q119L+D369L+A378K ++ +
207 M2341+D369K+S434P + +
208 N112V+1179M+N220L+Q291A+Q381I1+S388W+N + +
398G
209 E402N+S434P + +
210 Q119L+A141F+G202M+A394Q €993t + *
211 Q313M+T354Q+N437D + +
212 N112V+M234E+D369L+1375V+K406D gl437a + ++
213 Q119E+A136E+N220Y + xx
214 Q381D+A394G+N536K + x%
215 Q119L+E183G+D369Q+A378T+V390I + *%
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios"en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre WT estabilidad
(SEQ ID NO: | sobre WT
2)° (SEQ ID
NO: 2) 3
216 Y135I+T357L+Q4741+S489L+Y491F + +
217 D369E+A394P+1428V + +
218 N112V+Q291A+Q3811+N398G + +
219 E360R+N536K + +
220 E360D+D369C + +
221 R132W+S182L+E385L + x%
222 1179M+Q291A+D358K+N398G+K530G + +
223 N220Y+Q258N+T357L + +
224 T224N+D274Y+T357L+N437F + +
225 N437D + +
226 M2341+E360D+T482A + +
227 Al41F+G202M+D274N+V318E+E360A+1428V + *
228 D369Q + +
229 N112V+N220L+D358K+D369L+1375V+Q381I+N3 + +
98G
230 Y135I+D369F + +
231 A243V+V318E+E360A+A475W + xx
232 N220L+D369L+Q381L+S388W+N398G+K530G + +
233 S489L + +
234 K142R+Y219V + *
235 Y1351+N220Y+Y491F + *
236 S182W+T354Q+E385L + +
237 1179M+D358K+S388W + *x
238 L149M+Q313M+T565P + xx
239 R132G+E385L + xx
240 V318E + +
241 Q119L+E183K + xx
242 R132W+E385L + xx
243 E183G+V318E+E360A+A394Q+A475C + *x
244 E183M+G202M+E360A + xx
245 A394G + +
246 D369P + +
247 Y135M+Q291A+S388W+N398G + *
248 Y219V+D369C + ++
249 A394V+1428V gl428a + *&
250 Q119L + +
251 Y135l + xx
252 E360R+D3690Q+Q381D+N536K + *x
253 N220L+M234E+Q291A+I375V+K530M + +
254 Q119L+G202M+E360A + xx
255 N220Y+Q258N+D369R + +++
256 M181Y+M2341+Q291W+E402N + +
257 A394V g2382a + *x
258 T120M+L149Q+Q313M c1686t + +
259 Q119L+V318E+I428V + +
260 E360R+Q381V + +
261 K57R+G202M+E360A+A394V + *x
262 1179M+D358K+1375V+Q381 L + +
263 E360A + +
264 1179M+R682W + +
265 E360A+1428V + +
266 D369K+P374Y + +
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ES 2455269 T3

(continda)

! Los cambios en aminoéacidos son indicados con respecto a SEQ ID NO:2.

% Los cambios en nucleétidos son indicados con respecto a SEQ ID NO:1.

}La mejora esta representada de la siguiente manera:

* = 0.3 a 0.5 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)

** = (0.6 a 1 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)
+=1.1a 1.9 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)

++ = 2.0 a 2.9 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)
+++ = 3.0 a 3.9 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)
++++ = 4.0 a 4.9 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)
+++++ = 5.0 a 5.9 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)

++++++ = 6.0 a 6.9 veces mejora con respecto a los nativos C1 Bgll (SEQ ID NO:2)

TABLA 3 Tabla 3: Condiciones de termoactividad: pH 5, 70 °C durante 21 h. Condiciones de termoestabilidad: la

actividad residual enzimatica se determind después de incubar a pH 5, 65 °C durante 16-48 h.

36

Variante | Cambios' en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
NuUmero en encontrada encontrada
nucleétidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
3 Q291W + D369L + E402N
267 1106V+Q258N+Q291W+D369L+E402N+S434P
268 1106V+Y135Q+Q258N+Q291W+Q313M+D369H+ | t1620a
E402N+K495N+G628 W
269 Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628 W
270 1106V+Q258N+Q291W+Q313M+D369H+E402N+
S434P+A475C+K4951+T540K+G628W
271 1106V+Q258N+Q291W+D369R+E402N+S434P+K
495H+G628L
272 D274Y+Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+ g357a
N4371+S489N
273 Q258N+Q291W+Q313M+D369H+E402N+S434P+ | c405t+t188
T540K 49
274 1106V+Q258N+Q291W+D369L+E402N+S434P+A | t1620a
475F+K495H+G628V
275 Q258N+Q291W+Q313M+D369L+E402N+S434P+ | t60c+c246t
A475C+K4951+G628 W +c318t
+c405t+t16
20a
276 1106V+Y135Q+M181Y+Q258N+Q291W+Q313M+ | t1620a+t18
D369L+E402N+S434P+K495N 84g
277 Y135Q+Q258N+Q291W+D369L+E402N+K495N t1620a+t18
849
278 Q119E+D274Y+Q291W+D358K+D369L+E385L+ t846¢
E402N+N437V+S489N+S614A
279 Y135Q+Q258N+Q291W+Q313M+D369L+E402N+ | ¢318t+c98
S434P+A475F+K495N+G628V 4a+ 11620a
280 R132H+Q258N+Q291W+D369Y+E402N+K495Q c318t+c40
5t+ 11620a
281 Y135Q+Q258N+Q291W+D369L+E402N+S434P+
A475F+K495H
282 Y135Q+Q258N+Q291W+D369R+E402N+S434P+ | t1620a
K4951+G628V
283 1106V+M181Y+Q258N+Q291W+D369L +E402N
284 1106V+Q258N+Q291W+D369H+E402N+S434P+A | c405t+t162
475F+K495F+G628V Oa
285 Q258N+Q291W+Q313M+D369L+E402N+S434P+
G628V
286 Q258N+Q291W+D369L+E402N+A475F+K495I t1620a+t18
84g+c2463
t
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios"en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucleédtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
287 Q119E+D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+ +++ +
N437I
288 Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+ | ¢318t+c40 +++ ++
A475L 5t
289 Q258N+Q291W+D369Y+E402N+S434P+K495H+ | t1620a +++ +
G628W
290 D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+N4371+S | g357a+al8 +++ +
489N+K530C 40t
291 1106V+Y135Q+Q258N+Q291W+Q313M+D369Y+ | t1884g +++ +++
E402N+S434P+A475F+K495H+T540K
292 Q119E+Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N c822t +++ +
293 1106V+M181Y+Q258N+Q291W+Q313M+D369H+ | c405t+c15 +++ ++
E402N+S434P+A475L+K495Q+G628V 81t+
t1620a
294 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E385L + +++ +
E402N+N437D
295 Q258N+Q291W+D369R+E402N+S434P+G628V +++ +
296 Q258N+Q291W+Q313M+D369H+E402N+S434P+ | t1620a +++ ++
G628L
297 Q258N+Q291W+D369L+E402N c318t +++ +
298 D274Y+Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+ g357a+t14 +++ +
N437F+S614D 65a
299 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E385L+ a1840t +++ +
E402N+N437L+K530V
300 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E385L+ a1840t +++ ++
E402N+N437V+S489L+K530N
301 Q258N+Q291W+D369L+E402N+S434P+A475F+ c318t+c40 +++ +
K495F+T540K 5t+ t1884g
302 M181Y+Q291W+Q313M+D369Y+E402N c318t+c40 +++ +
5t
303 A243V+D274Y+Q291W+D358K+D369L+E402N+ g357a+tl4 +++ +
N4371+K530C 65a+
a1840t
304 Q119E+D274Y+Q291W+D358E+D369L+E385L+ t1465a ++ *x
E402N+N437V+K530V+S614A
305 Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+N437W+ | g357a+c82 ++ +
K530C+S614A 2t
306 Q119E+D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+ ++ ++
N437W
307 D274Y+Q291W+D358N+D369L+E385L+E402N+ g357a+t14 ++ +
N4371+K530N+S614V 65a
308 M181Y+Q258N+Q291W+Q313M+D369L+E402N+ | ¢318t+c40 ++ +++
S434P 5t
309 A109T+Q291 W+D369L+E402N ++ +
310 Q119E+Q291W+D369L+E385L+E402N+N437Y+ c822t+al8 ++ ++
S4891+K530N 40t
311 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E402N+ | al840t ++ +
N437D
312 D274Y+Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+ g357a+tl4 ++ +
N437W+K530V+S614 D 65a
313 Q258N+Q291W+D369R+E402N+A475W+K495H+ | t1620a ++ +
G628V
314 A109S+Q291W+D369L+E402N cl119t ++ +
315 Q119E+D274Y+Q291W+D358E+D369L+E385L+ c1329t+t14 ++ +
E402N+N437L+S614A 65a
316 Q291W+D369L+E402N+E493Y+N504Y+T611A c1563t+gl ++ +
590a
317 Q119E+D274Y+Q291W+D358K+D369L+E402N+ ++ +

S614V
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios' en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
318 D274Y+Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+ g357a+tl4 ++ +
N437L+K530N+S614A 65a
319 Q258H+Q291W+Q313M+D369R+E402N+A475F+ | 1620a ++ +
K495N+G628L
320 Q258N+Q291W+Q313M+D369Y+E402N+A475W ++ ++
+K495V+T540K+G62 8W
321 D274Y+Q291W+D358N+D369L+E385L+E402N+ g357a+c93 ++ +
N437W+S614V 6a
322 1106V+Y135Q+Q291W+Q313M+D369L+E402N+A | t1620a+t18 ++ ++
475L+K495Q 84g
323 Q258N+Q291W+D369R+E402N+S434P+A475F+ ++ +
G628V
324 Q119E+D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+ t1465a ++ +
N437V
325 D274Y+Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+ g357a ++ +
N437Y+S489L+K530V
326 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E402N a1840t ++ +
327 Q291W+D369L+E402N+K495V+S501R+A503E+ t1465a ++ +
K530N+T611H
328 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E385L+ ++ +
E402N+N437V+S4891+K530C
329 Q119E+Q291W+D358K+D369L+E402N+N437L+ | ¢822t ++ +
S489N
330 D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+N437W+ | g357a ++ +
K530C+S614D
331 Q258N+Q291W+D369R+E402N+A475F+K495N+ | ¢318t+c40 ++ +
T540K+G628V 5t
332 Q291W+D369L+E402N+E493V+N504Y c1563t+t16 ++ +
98c+
cl773t+t18
72c+
¢1905t
333 Q291W+D358E+D369L+E385*+E402N+S489T g357a+c82 ++ +
2t
334 Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+A475L+ ++ ++
K495V+A601T+G628 W
335 D274Y+Q291W+D358N+D369L+E385L+E402N+ g357a ++ +
S489N+S614C
336 D274Y+Q291W+D358K+D369L+E402N+N437V+ | g357a+gll ++ +
S489L+K530C+S614A 40a
337 Q119E+D274Y+Q291W+D358E+D369L+E402N+ | al840t ++ +
N437D
338 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E402N+ | t1465a ++ +
N437L+S614R
339 D274Y+Q291W+D358N+D369L+E402N+N437Y+ | g357a+tl4 ++ xx
K530V 65a+
al840t
340 D274Y+Q291W+D358E+D369L+E402N+N437Y+ | g357a ++ +
S489N+K530N+5614V+D781N
341 Q258H+Q291W+D369*+E402N+S434P+T540K+ c318t+c40 ++ +
G628L 5t
342 Q119E+Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+ c822t ++ +
N437L+S489N+K530V
343 Q258N+Q291W+D369L+E402N+G628V c405t+c11 ++ +
79t
344 Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+S4891+K | g357a+c82 ++ +
530N 2t+ a1840t
345 Q119E+Q291W+D369L+E385L+E402N+S489N+ gba+c822t ++ +

K530V+S614A
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ES 2455269 T3

(continGia)
Variante | Cambios" en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
Numero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
346 1106V+Y135Q+Q291W+D369L+E402N+S434P+A | t1620a ++ +
475F+K495H+G628L
347 Q119E+Q291W+D358K+D369L+E402N+N437V+ | c822t+t146 ++ +
K497R+S614A 5a
348 Q119E+D274Y+Q291W+D358E+D369L+E385L+ t1465a ++ +
E402N+N437L
349 D274Y+Q291W+D358K+D369L+E402N+N437L+ g357a ++ +
S4891+K530V+S614A
350 1106V+Q291W+Q313M+D369L+E402N+S434P+A | c405t+t162 ++ ++
475W+K495N+G628 W Oa
351 Q291W+D369L+E402N+A505C+L620M+T635I gl479a+tl ++ +
512c+
c1563t+t16
98c+
cl773t+t18
72c
352 Q291W+D369L+E402N+E493A+N504Y+A505C+L | c1563t+t16 ++ +
620M+T635A 98c+
cl773t+t18
72¢c
353 D274Y+Q291W+D358N+D369L+E402N+S489N+ | g357a+c98 ++ +
K530C+S614A 1t
354 D274Y+Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+ g357a+tl4 ++ +
N437W+K530D 65a+ a
1840t
355 Q291W+D369L+E402N+S489N+K495H+S501R+ | ¢1509g+cl ++ +
K530N 833g
356 D274Y+Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+ g357a ++ +
N437D+K530C+S614 H
357 Q119E+Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+ c822t ++ +
N437W+S489N+K530E+S614A
358 Q119E+Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+ t1698c+t18 ++ +
N437W+S489N+K530E+S614A 72¢c
359 Q291W+D358K+D369L+E385L+E402N+N437I1+K | g357a+c82 + xx
530M+S614L 2t+ t1465a
360 Q291W+D369L+E402N+R672I + x%
361 D274Y+Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+ g357a+al8 + +
N437L+S489L 40t
362 A265S+Q291W+D369L+E402N + *x
363 Q215M+Q291W+D369L+E402N + +
364 Q291W+D369L+E402N+E493V+N504Y+N521C+ | t1872c + +
T591A+L620M+T635I
365 Q119E+D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+ + +
N437L+S489N+K530M+S614D
366 Q119E+Q291W+D369L+E385L+E402N c822t + +
367 Q291W+D369L+E402N+E493A+N504Y+D566G+ | c1563t+cl + +
R612P+L620M+T635 A 773t+
c1863t+t18
72c+
c2403a
368 Q119E+D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+ + +
S614Y
369 106V+Y135Q+M181Y+Q258N+Q291W+D369L+E + ++
402N
370 Q119E+Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+ c822t + +
N437W+K530V
371 Q215E+Q291W+D369L+E402N + **
372 Q291W+D369L+E402N+N504Y+N521C+T591A+ gl479a+tl + +
R612H+L620M+T635I 698c+
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios' en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
373 Q119E+D274Y+Q291W+D358K+D369L+E402N+ | t1465a+al + *%
N437Y+K530I 840t
374 Q258H+Q291W+D369L+E402N+K495N c318t+t162 + +
Oa+ 118849
375 Q291W+D358N+D369L+E385L+E402N+N437D+ | g357a+c82 + +
S489N+K5301 2t+ a1840t
376 Q291W+D369L+P374Y+E402N+Y491L+S501R c360t+cl7 + +
739
377 Q258N+Q291W+Q313M+G332D+D369H+E402N + ++
+S434P
378 Q291W+D358N+D369L+E385L+E402N+N437F+S | c822t+al8 + +
489L+K530V 40t
379 Q291W+D369L+E402N+R672S + x%
380 Q291W+D369L+E402N+T687M + +
381 Q291W+F314V+D369L+E402N + +
382 Q258N+Q291W+T357A+D369H+E402N+S434P+ | t1620a+t18 + +
K495F 849
383 Q291W+D369L+P374Y+E402N+Y491 F+S501 | c360t+c54 + +
R+N521C Oa
384 Q291W+D369L+E402N+Q690K + +
385 Q291W+D358E+D369L+E385L+E402N+N437F+K | g357a+c82 + +
530V+S614A 2t+ t1465a
386 Q291W+D369L+E402N+R672A + xx
387 Q291W+D369L+E402N+R672T + x%
388 Q291W+D369L+E402N+D703K c1947t + **
389 D274Y+Q291W+D369L+E402N c1305t+t14 + +
65a+
a1840t
390 Q291W+D369L+E402N+R672F + +
391 Q291W+D369L+E402N+R672D + x%
392 Q291W+D369L+E402N+Y491F+S501R+N536K+ cl773g + +
D566G
393 Q291W+D369L+E402N+A732G + +
394 Q291W+D369L+E402N+E493Y+N504Y+N521C+ | t1698c+t18 + +
T591C+R612P+L620 M 72c+
c1905t
395 1106V+Y135Q+Q291W+D369L+E402N+A475F+G + +
628W
396 Q291W+D369L+E402N+R672G + xx
397 Q291W+D369L+E402N+T777N 2328t + +
398 Q291W+Q313M+D369L+E402N+T540K c318t+c40 + +
5t
399 Q291W+D369L+E402N+K708F + +
400 Q291W+D369L+P374Y+E402N+S501H + xx
401 Q291W+D369L+E402N+Y715P c2241t + +
402 Q291W+D369L+E402N+A732M + +
403 Q291W+D369L+E402N+E493A+N504Y+N521C+ | c1773t+t18 + +
D566G+R612P+L620 M 72c+
c1905t
404 Q291W+D369L+E402N+Q690R + +
405 D274Y+Q291W+D369L+E385L+E402N+N437V+K | t1465a + x%
5301+S614D
406 Q291W+D369L+E402N+L757K c2454t + +
407 Q291W+D369L+E402N+T687Y + +
408 Q291W+D369L+E402N+Y491H+S501R+N521C+ + +
T591A
409 Q291W+D369L+E402N+V775C + +
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios® en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucleétidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
409 Q291W+D369L+E402N+V775C + +
410 Q291W+D369L+E402N+R672V + *x
411 Q291W+D369L+E402N+N670D + *x
412 Q291W+D369L+E402N+T779S + *x
413 Q291W+D369L+E402N+V638R + *x
414 Q291W+D369L+E402N+T687F + +
415 Q291W+D369L+E402N+T687L + *x
416 Q291W+D369L+E402N+K610S + *x
417 Q291W+D369L+E402N+Y491L+S501R+N521C cl773g + +
418 D274Y+Q291W+D358E+D369L+E402N+K530V+ g357a + *x
S614V
419 1106V+M181Y+Q258N+Q291W+D369R+E402N+ | c405t + ++
S434P+A475W+K495V+T540K+G628V
420 Q291W+D369L+E402N+N536K t1501a+cl + +
7739
421 Q291W+D369L+E402N+E493V+N504Y+R612P+L | c1563t+t16 + +
620M 98c+
cl773t+t18
72c+
c1905t
422 Q291W+D369L+E402N+S676C + *x
423 Q291 W+D369L+E402N+T540K+G628W c318t + *x
424 Q291W+D369L+E385L+E402N+N437D+S489L+K | g357a+c82 + +
530C+S614D 2t
425 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E402N+ + +
N437F+S489N+S614 L
426 Q291W+D369L+E402N+S434P+A475W+K495V t1620a + +
427 Q291W+D369L+E402N+A689I + +
428 Q291W+D369L+E402N+E493A+N504Y+N521C+ | c1773t+t18 + +
D566G+R612H+L620 M 72c+
c1905t
429 Q291W+D369L+E402N+V638S + *x
430 Q291W+D369L+E402N+V648W + *x
431 Q291W+D369L+E402N+D650V + *x
432 Q291W+D369L+E402N+V674M + *x
433 Q291W+D369L+E402N+V638E + *x
434 106V+Q291W+D369L+E402N 118849 + +
435 Y135Q+Q291W+D369L+E402N t1884g + *x
436 Q291W+D369L+E402N+S764F + +
437 Q291W+D369L+E402N+E493A+N504Y+A505C+ t1698c+t18 + +
N521C+T591A+R612P 72¢c+c1905
t
438 Q291W+D369L+E402N+S489N+K495Q+S501R+ | ¢1509g + +
K530N+T611Q
439 Q291W+D369L+E402N+T685V + +
440 1106V+Q291W+D369L+E402N+S434P+A475C+K + +
495N+T540K
441 Q119E+Q291W+D358N+D369L+E402N+N437D+ | ¢822t + +
K530N+S614V
442 Q291W+D369L+E402N+T687K + +
443 Q291W+D369L+E402N+S652D + +
444 Q291W+D369R+E402N+A475F+K495Q+T540K+ + +
G628L
445 Y135Q+Q291W+D369L+E402N+G628V c318t + *x
446 Q291W+D369L+E402N+E493Y+A505C+N521C+ | t1512¢c+t16 + +
T591A+L620M 98c+
t1872c+cl
905t
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios" en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
Numero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
447 Q291W+D369L+E402N+T687W + +
448 Q291W+D369L+E402N+D650F + x%
449 Q291W+D369L+E402N+T687C + +
450 Q291W+D369L+E402N+S434P+K495N+G628V + *%
451 Q291W+D369L+E402N+S501N c540a+cl7 + *
739
452 D274Y+Q291W+D369L+E402N+N437K+S4891+K | g357a + +
530V+S614L
453 Q291W+D369L+E402N+T699L + +
454 Q119E+V2461+Q291W+D358E+D369L+E402N+ c267t + xx
S614L
455 Q291W+D369L+E402N+N504Y+N521C+D566G+ | gl479a+cl *x +
L620M+T635A 773t+
t1872¢c
456 Q291W+D369L+E402N+E493Y+N504Y+D566G+ | c1563t+t18 *x +
T591A+R612P+L620 M 72c+
c1905t
457 Q291W+D369L+E402N+N536K+T591A *x +
458 Q291W+D369L+E402N+Q690A *x +
459 Q291W+D358K+D369L+E402N+N437L+S4891+K | g357a+c82 *x xk
530D 2t+c1458t+
a1840t
460 Q119E+D274Y+Q291W+D358E+D369L+E385L+ *x +
E402N+N437V+S489N+K530M+S614H
461 Q291W+D369L+P374Y+E402N+Y491L *x xx
462 Q291 W+D369L+E402N+S501R cl1773g+ ** +
463 Q291W+D369L+E402N+Y491L+N521C+N536K c360t+c54 *x +
Oa+t1501a
+c1773g
464 Q291W+D369L+E402N+E493Y+N504Y+N521C+ | t1698c+t18 *x +
T591C+R612P+L620M+T635V 72¢
465 Q119E+Q291W+D358N+D369L+E385L+E402N+ c822t *x ++
N4371+S4891+S614L
466 T120Y+Q291W+D369L+E402N+S501R+N521C+ cl773g *x +
D566G
467 Q291W+D369L+E402N+Y491L+N521C t1501a *x *x
468 Q291W+D369L+E402N+Y491L+S501N+D566G+ *x xx
T591A
469 D274Y+N278Y+Q291W+D358E+D369L+E402N+ | g357a *x +
N437Y+S489L+K530E
470 1106V+Q291W+D369L+E402N+S434P+A475W+K | c405t+a63 *x +
495F+T540K+G628V 69
471 Q119E+Q291W+D358N+D369L+E402N+N437Y+ | c822t *x xx
E742G
472 Y135Q+Q291W+D369Y+E402N+A475F+K495F t1620a+t18 *x xk
84g
473 T120H+Q291W+D369L+E402N+Y491H+S501H+ * +
T591C
474 Q119E+Q291W+D358N+D369L+E402N+N437F+ | c822t * +
S489N+K530E+S614L
475 Q119E+D274Y+Q291W+D358N+D369L+E402N+ * +
N4371+S489N+K530V+S614Y
476 T120Y+Q291W+D369L+E402N+N521C+N536K c540a+cl7 * ++
739
477 Q291W+D369L+E402N+Y491F+S501N+N521C+ c360t * +
N536K+T591R
478 Q291W+D369L+E402N+S501N+N521C+D566G+ | c1473t * xk

T591R

42




ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios' en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
Numero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre Var® estabilidad
sobre Var®
479 Q291W+D369L+E402N+Y491L+S501R+N536K+ * +
D566G+T591R
480 D274Y+Q291W+D358E+D369L+E402N+N437Y+ | g357a * xx
S489N+K5301+S614L

1 Los cambios en aminoacidos son indicados con respecto a SEQ ID NO:2; La secuencia del esqueleto
contiene sustituciones Q291W + D369L + E402N

2 Los cambios en nucleétidos son indicados con respecto a SEQ ID NO:1.
3 La mejora esta representada de la siguiente manera:

*=0.3 a 0.5 veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)

* = 0.6 al veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)
+=1.1a1.9 veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)
++=2.0a2.9 veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)

+++ = 3.0 a 3.9 veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)

++++ =4.0 a 4.9 veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)
+++++ =5.0a 5.9 veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)
++++++ = 6.0 a2 6.9 veces la mejora sobre la Variante 3 (SEQ ID NO:5)

TABLA 4
Tabla 4: Condiciones de termoactividad: pH 4,5, 70 °C durante 21 h. Condiciones de termoestabilidad: la actividad
residual enzimatica se determind después de incubar a pH 4,5, 70 °C durante 2 h.
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Variante | Cambios® en Aminoéacidos Cambios® Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre 269° estabilidad
sobre 269°
269 Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W
481 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ++++ ++
S434P + A475L + K495N+ G628W + A689I +
Y715P
482 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + gl290a+g2 +++ +
S434P + A475L + K495N+ G628W + Y715P + 160a
T823K
483 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ++ +
S434P + A475L + K495N+ G628W + T685V +
Y715P +
484 1106V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + ++ +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
S764F
485 A109T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + ++ +
E402N + 1428V + S434P+ A475L + K495N +
G628W
486 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ++ +
S434P + A475L + Y491F+ K495N + G628W +
Y715P
487 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + Q381V + ++ +
E402N + S434P + A475L+ K495N + S501 R +
G628W + Y715P
488 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ++ +
S434P + A475L + K495N+ G628W + S764F
489 Q258N + Q291 W + Q313M + D369R + E385L + ++ +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
490 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ++ +
S434P + A475L + K495N+ N627H + G628W +
A732G
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ES 2455269 T3

(continda)

Variante
Numero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 269°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 269°

491

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + KA95N+ G628W + AG891

++

+

492

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + KA95N+ G628W + T685V +
Y715P + T777N

++

*%

493

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + KA95N+ G628W + DB50Y +
Q716R + L757K

++

494

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N+ G628W + Y715P

++

++

495

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N+ V562L + G628W

c729t

++

496

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + KA95N+ AS05C + GB28W +
S764F

++

497

Q258N + V260G + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W

++

498

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N+ G628W + Y715P +
E819V

++

499

AL09T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W

++

500

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + KA95N+ G628W + S652D +
V846F

c27t

++

501

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + KA95N+ G628W + Q690K

502

D471 + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W

++

503

Q258N + Q291W + Q313M + A343C + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W

504

E21Q + V175A + Q258N + Q291W + Q313M +
D369R + E402N + S434P+ A475L + K495N +
G628W

c249t

*%

505

Q258N + Q291W + Q313M + E360D + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
L757K

*%

506

Q258N + Q291W + Q313M + F314L + D369R +
E402N + S434P + A475L+ KA95N + S6041 +
N627H + G628W + A732G

507

A109T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
V775C

508

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N+ G628W + S764F

509

P29Q + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W

*%

510

A136L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
S764F + P870S

511

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E385L +
E402N + S434P + K495N+ G628W

cl425g

512

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + KA95N+ G628W + T687M

g2160a

513

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N+ N588F + G628W

*%

514

Q258N + Q291W + Q313M + D358K + D369R +
E402N + S434P + A475L
+ K495N + G628W

c951a
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios' en Aminoacidos Cambios” Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucleétidos | en actividad | en
silenciosos | sobre 269° estabilidad
sobre 269°
515 Y135M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + t1341c + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
Y715P
516 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + T785L
517 A79G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
518 A109T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
S848N
519 1106V + Q258N + Q291W + Q313M + F314V + + +
D369R + E402N + S434P+ A475L + K495N +
G628W
520 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + A732G
521 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + L757K
522 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ N627H + G628W +
T687M + E822K
523 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ G616D + G628W
524 A79M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
525 1106V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
526 Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + A617V +
G628W
527 Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
528 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + P436Q + A475L+ K495N + G626D +
G628W
529 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + T687C
530 Q85N + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
531 A109S + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + N536K +
G628W
532 S58G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
533 E21Q + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
Q381V + E402N + S434P+ A475L + K495N +
G628W
534 Q258N + L275Y + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
535 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ A505C + G628W
536 E21 R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
537 V25A + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
538 H26R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
539 L30K + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *

E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
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(continda)
Variante | Cambios® en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
NUumero en encontrada encontrada
nucleétidos | en actividad | en
silenciosos | sobre 269° estabilidad
sobre 269°
540 N45H + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
541 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + E493V+ K495N + G628W
542 P29R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
543 P29M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + c21t+c191 + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W + 1t
A732S + A748T + V840l
544 Q55R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
545 K24G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
546 G180E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
547 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + | c1425g + *x
S434P + K495N + G628W
548 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + Q479R+ K495N + S501 R +
G628W + Y715P + E819L
549 A79E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
550 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + R672G
551 Q258N + Q291W + Q313M + F314V + D369R + 02493a + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + A505C +
G628W
552 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + T687K
553 Q27R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + c1689g + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
554 V253F + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
555 S22L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
556 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + a321t + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + Q690H
557 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + S799N
558 Q258N + Q291W + Q313M + F314V + E360D + + +
D369R + E402N + S434P+ A475L + K495N +
G628W
559 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + E822M
560 K24T + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
563 S22L + Q258N + Q291 W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ Q479R + K495N +
G628W
561 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + S787G
562 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *
S434P + A475L + K495N+ R612H + G628W +
L757K + S787G
564 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x

S434P + A475L + K495N
+ G628W + T687K + E822M
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Variante | Cambios® en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
NUumero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre 269° estabilidad
sobre 269°
565 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
S434P + MA54E + A475L+ K495N + G628W
566 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ V562C + G628W
567 S22R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + o
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
568 V25G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + c2478t + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
569 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + cl1842t + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + T685V
570 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
A404S + S434P + A475L+ K495N + G628W
571 G216L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + o
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
572 V25R + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
573 V25G + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + o
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
574 Q27H + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + o
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
575 K24L + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
576 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
S434P + A475L + K495N+ G628W + D650F +
L757K
577 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
S434P + A475L + T482A+ K495N + G628W
578 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ A617V + G628W
579 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
S434P + A475L + K495N+ S501 C + G628W
580 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + +
S434P + K495N + N536K+ G628W + R817P
582 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + T777N
581 G180E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + o
E402N + S434P + A475L+ R476Q + K495N +
G628W
583 Q119E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
584 A109S + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + K495N+ G628W + S848N
585 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
S434P + A475L + K495N+ G628W + Y850H
586 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + P436E + A475L+ K495N + G628W
587 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + R769H +
E819A
588 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
S434P + A475L + K495N+ T496A + G628W
589 Q258N + V260L + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
590 D244H + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
591 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o

S434P + A475L + K495N+ G628W + E819V
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ES 2455269 T3

(continda)
Variante | Cambios® en Aminoéacidos Cambios® Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre 269° estabilidad
sobre 269°
592 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + o
S434P + A475L + K495N+ G628W + S652D
593 Q258N + Q291W + D311 N + Q313M + D369R + gl479a + *
E402N + S434P + A475L+ K495N + R612H +
G628W + A689I + K866
594 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + c1917t + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + T783H
595 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + T823K
596 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + D650N +
S787G
597 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + g1869a + +
S434P + A475L + K495N+ G628W + K708F
598 Q258N + Q291W + Q313M + E360D + D369R + + *x
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
S652D
599 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + a321g + *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + E822G
600 L237Y + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + + +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
601 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + + *x
S434P + A475L + E494K+ K495N + G628W
602 Q258N + Q291W + Q313M + E360D + D369R + c312t + *
E402N + S434P + D470N+ A475L + K495N +
G628W + L757K
603 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x +
S434P + A475L + K495N+ G628W + S764F
604 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + D650F
605 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + S848N
606 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
S434P + A475L + K495N+ T496A + N536K +
G628W
607 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
K421 R + S434P + A475L+ K495N + G628W +
T777N
608 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
S434P + A475L + K495N+ N627H + G628W +
E822M
609 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + t1944g+cl *x *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + F634A 962t
610 A4V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + c1635t b b
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
611 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
S434P + N437W + A475L+ K495N + G628W
612 Y135Q + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + *x +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
613 Y135Q + Q258N + Q291 W + Q313M + D369R + t99c b i
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
V673A + T685V
614 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
S434P + A475L + K495N+ G628W + L757K +
P806L
615 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + cl476t b b

S434P + A475L + K495N+ V559T + G628W
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(continda)
Variante | Cambios’ en Aminoéacidos Cambios” Mejora Mejora
NUmero en encontrada encontrada
nucledtidos | en actividad | en
silenciosos | sobre 269° estabilidad
sobre 269°
616 Y135M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + *x xx
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
617 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ** +
S434P + A475L + K495N+ G628W + V775C
618 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
S434P + A475L + K495N+ N627H + G628W
619 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
A405T + S434P + A475L+ K495N + G628W
620 1221V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + ** *E
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
621 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x *x
S434P + A475L + K495N+ S501 R + G628W +
T685V
622 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + A394G + *x +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W +
L757K
624 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ** +
S434P + A475L + K495N+ G616D + G628W
623 P161S + Q258N + Q291W + Q313M + D358K + *x *
D369R + E402N + S434P+ A475L + K495N +
G628W
625 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ** +
S434P + A475L + K495N+ G628W + K807R
626 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ** +
S434P + A475L + K495N+ G628W + A732M
627 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
S434P + A475L + K495N+ A505C + G628W +
E822G
628 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ** +
S434P + A475L + E493V+ K495N + G628W +
S652D
629 A15V + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + *x +
E402N + S434P + A475L+ K495N + G628W
630 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
S434P + A475L + K495N+ G628W + K866Q
631 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ** +
S434P + A475L + E493A+ K495N + G628W +
S652D + Q690A
632 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
S434P + A475L + K495N+ G628W + E819L
633 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + ** +
S434P + A475L + K495N+ G628W + E819V
634 G180E + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + ** *&
E385L + E402N + S434P+ A475L + K495N +
G628W
635 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
S434P + A475L + K495N+ G628W + D751 N
636 G202M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R + ** *&
E402N + S434P + A475L+ K495N + N627H +
G628W + T687K + E822A
637 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
S434P + A475L + K495N+ G628W + K866I
638 Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N + *x xx
S434P + A475L + K495N+ G628W + T783Q
639 Q258N + Q291W + Q313M + D369L + E402N + *x x%

S434P + A475L + K495N+ G628W
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(continda)

Variante
Numero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada

en actividad

sobre 269°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 269°

640

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + E493Y+ KA95N + AS05C +
G628W

*%

*%

641

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + T482A+ KA95N + G628W +
D646N

*%

642

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + A4T7G+ KA95N + G628W +
S764F + S848N

*%

643

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N+ G628W + 1847T

*%

644

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A4T5L + K495N+ G628W + T685V +
Y850Q

c1434t

*%

645

Y135M + Q258N + Q291W + Q313M + D369R +
E402N + S434P + A475L+ K495N + S501 R +
G628W + T685V + T777N

g2472a

*%

646

Q258N + Q291W + Q313M + D369R + E402N +
S434P + A475L + K495N
+ G628W + Y850Q

*%

! los cambios en aminoéacidos estan indicados respecto a SEQ ID NO:2; La secuencia del esqueleto
contiene sustituciones
Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W
%los cambio en nucleotides estan indicados respecto a SEQ ID NO:1.
3Mejora encontrada con respect a laVariante 269 (SEQ ID NO:7)

* = 0.2 a 0.5 mejora encontrada

** = (0.6 a 1.0 mejora encontrada
+=1.1 a 1.9 mejora encontrada

++ = 2.0 a 2.9 mejora encontrada
+++ = 3.0 a 3.9 mejora encontrada
++++ = 4.0 a 4.9 mejora encontrada

TABLA S

Tabla 5: Condiciones de termoactividad: pH 4,2, 70 °C durante 21 h. Condiciones de termoestabilidad: la actividad
residual enzimatica se determiné después de incubar a pH 4,5, 70 °C durante 3 h.

Variante
NUumero

Cambios™ en Aminoacidos

Cambios®
en
nucledtidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 481°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 481°

481

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+A6891+Y715P

647

D471+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+T687K+A689
1+Y715P

++++

++++

648

A109S+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+
D369R+E402N+S434P+AA475L+K495N+G628W+A
6891+Y715P

++++

++

649

AL09T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+
D369R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+T
687W+AG891+Y715P+S764F

++++

++

650

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+T68
7C+AB891+Y715P+S764F

+++

651

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+AG89I+Y7
15P

c2292t

+++

50




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455269 T3

(continda)

Variante
NUmero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 481°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 481°

652

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+T687C+AGS
91+Y715P

+++

+

653

D471+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A
343C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G62
8W-+A6891+Y715P

+++

++

654

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+GB28W+T687TW+ABEII+Y7
15P

+++

++

655

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+ABSII+Y7
15P+S764F

+++

656

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+GB28W-+AB8II+Y715P+AT7
32G

+++

657

D471+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628
W+AB89I+Y715P+S764F

+++

658

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+AB891+Y7
15P+S764F

+++

659

D471+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+KA495N+G628
W+AG89I+Y715P+S764F

+++

660

D471+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+A6891+Y715P

++

661

AL09T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+
D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+T
687C+AB891+Y715P

++

++

662

D471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F3
14L+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+A6891+Y715P+A732G

++

++

663

Q258N+Q291W~+Q313M+A343C+D369R+E402N+
S434P+A475L+K4A95N+GB28W+T687W+ABEII+Y7
15P

++

664

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D
369R+E402N+S434P+KA495N+G628W+ABS9I+Y71
5P+A732G

cl425¢g

++

665

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D369R+
E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+ABS9I+Y7
15P

++

666

D471+A109S+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628
W+T687W+AB89I+Y715P

++

667

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+D369R+
E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+S652D+A
6891+Y715P+A732G

c747t

++

668

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y7
15P

++

669

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+D
369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+S6
52D+A6891+Y715P+A732G

++

++

670

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y
715P+S764F

++
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(continda)

Variante
Numero

Cambios™ en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 481°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 481°

671

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
BIR+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+AGS
91+Y715P

++

+

672

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D
369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+S6
52D+A6891+Y715P+A732M

++

673

AL09T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y7
15P+S764F

++

674

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y7
15P

++

675

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343G+D369R+
E402N+S434P+Q474L+A475L+KA95N+GB28W-+A
6891+Y715P

++

676

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
BIR+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+AGS
91+Y715P+S764F

++

677

D47I1+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+AGS
91+Y715P+S764F

t300c

++

678

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y7
15P+S764F

++

679

D47I1+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+KA495N+G628
W+AB891+Y715P

++

680

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y7
15P+S764F

++

681

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+AA4751 +KA95N+G628W+AB891+Y715P

++

682

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+AGS
91+Y715P

++

683

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+G628W+ABSII+Y715P

++

684

AL09T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+
D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A
6891+Y715P

++

685

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E
402N+S434P+A475L+K495N+G628W+ABS9I+Y71
5P+A732G+P870S

++

++

686

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+AA4751 +KA95N+G628W+AB891+Y715P

++

687

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+D
369R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+AB
891+Y715P+A732M

++

++

688

Q258N+Q291W+Q313M+F314V+D369R+E402N+
S434P+AA475L+K495N+G628W+ABSI1+Y715P+AT7
32G

++

689

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E
402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+AG89I+Y71
5P+A732V

++

690

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y7
15P

++
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(continda)

Variante
Numero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 481°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 481°

691

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y
715P

++

+

692

D471+1106V+Q258N+Q291W+Q313M+F314L+D36
9R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+AGSII
+Y715P+A732G

++

693

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+G628W-+AB8II+Y715P

c306t

++

694

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+G628W+AG89I+Y715P

++

695

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+K495N+G628W+S652D+A6891+Y715P+A7
32G

cl425¢g

++

696

D471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D3
BIR+E402N+S434P+KA95N+G628W+S652D+A68
91+Y715P+A732G

cl425g

++

++

697

D471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D3
69R+E402N+S434P+K495N+G628W+S652D+A68
9I+Y715P

cl425¢g

++

698

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6G89I+Y7
15P

++

699

C8A+LIF+D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+
D369R+E402N+S434P+K495N+G628W+AB891+Y7
15P+A732G

cl425¢g

++

700

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A68
91+Y715P+A732G+D844G

++

701

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+G6E28W+AG89I+Y715P

++

702

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E
402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y71
5P+A732G

++

++

703

D47N+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+D
369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6
891+Y715P+A732G

++

++

704

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L +KA95N+G628W+AG891+Y715P

++

705

D471+1106V+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E40
2N+S434P+A475L+K495N+G628W+S652D+A689I
+Y715P+A732M

++

706

A109T+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+G628W+TE87W+ABSII+Y7
15P

++

707

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6G89I+Y7
15P

++

708

V25A+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G628W+AG89I+Y715P

++

709

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y715
P+A732M

++

710

Q258N+Q291W~+Q313M+D369R+E402N+S434P+
AA475L+K495N+G628W+T687W+ABSII+Y715P

++

711

D471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F31
4V+D369R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628
W+S652D+A6891+Y715P

++

++
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ES 2455269 T3

(continda)

Variante
Numero

Cambios™ en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 481°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 481°

712

D471+A109T+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6S
91+Y715P

++

+

713

D471+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y715
P+S764F

++

714

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA495N+G628W+T687K+A6891+Y7
15P

c1173t

715

A109T+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+ABS9I+Y7
15P+S764F

716

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L +KA95N+G628W+AG891+Y715P

717

D471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D3
BIR+E402N+S434P+A475L+K495N+GE28W+ABS
91+Y715P

718

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+G628W-+AG89I+Y715P+S7
64F

719

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D369R+
E402N+S434P+K495N+G628W+S652D+A6891+Y7
15P

cl425g

720

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L +K495N+G628W-+ABG89I+Y715P

721

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+ABSII+Y7
15P

722

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+ABSII+Y715P+S764F

723

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+D369R+
E402N+S434P+K495N+G628W-+AG891+Y715P

cl425g

724

L237Y+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+
D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A
6891+Y715P

*%

725

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+G628W-+AB89I+Y715P

726

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+G628W+AG89I+Y715P

727

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+G628W-+AB8II+Y715P

728

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G628W+ABSII+Y715P+L75
7K

729

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A4T5L+KA95N+G6E28W+AG89I+Y715P

730

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+G628W-+AB8II+Y715P

731

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+AA475L+K495N+S604C+G628W+ABSII+Y7
15P

732

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+R476G+K495N+N588F+G628
W+D651 E+A6891+Y715P

733

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+P436Q+A475L+KA495N+G628W+AG891+Y71
5P+L757K
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ES 2455269 T3

(continda)

Variante
NUmero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 4813

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 4813

734

1106V+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+GB28W+ABSII+Y715P+AT73
2M

+

+

735

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L +KA95N+G628W-+AG891+Y715P

736

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D369R+
E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+ABS9I+Y7
15P

737

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
K495N+G628W+S652D+A6891+Y715P+A732G

cl425¢g

738

A109T+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+A475L+. K495N+G628W+A6891+Y
715P

739

D471+Q258N+Q291W+Q313M+F314L+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y715
P+Y736N

c2277a

740

Q258N+Q291W+Q313M+F314L+D369R+E402N+
S434P+A475L+KA95N+G628W+S652D+A6891+Y7
15P+A732G

741

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+P436Q+A475L+K495N+G616D+G62
8W+D650Y+A6891+Y715P+L757K

742

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+KA95N+G628W+ABS9I+Y715P+S764F

743

V253F+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+G628W+AB89I+QB690K+D7
09E+E71G+Y715P

744

Q85N+V175A+Q258N+L275Y+Q291W+Q313M+D
369R+E402N+S434P+A475L+KA495N+G628W+A6
891+Y715P

745

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+A6891+Q690K+Y715P

*%

746

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G616D+G628W+AGS
91+Y715P+L757K

747

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G628W+AB891+Y715P

748

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+ABSII+Y715
P

c57a

749

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
AA475L+K495N+G628W+T687C+AG89I+Y715P

*%

750

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+KA95N+G628W-+AB89I1+QB90H+Y715P+M
816L

751

V25A+Q85N+Q258N+L275Y+Q291
W+Q313M+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N
+G616D+G628W+A6891+Y715P+V846F

752

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+ABSB9I+Y715P+V846Q

753

A79E+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G626D+G628W+ABS9I+Y 71
5P

*%

754

Q258N+Q291W~+Q313M+A343C+D369R+E402N+
S434P+A475L +KA495N+G628W-+ABG89I+Y715P

*%

755

A79E+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+AA4T5L+K4A95N+A505C+G628W+ABSII+Y71
5P

55
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ES 2455269 T3

(continda)

Variante
NUmero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucledtidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 4813

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 481°

756

Q258N+Q291W~+Q313M+F314L+D369R+Q381V+
E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+AG89I+Y7
15P

+

+

757

D471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A68
9I+Y715P

c1704t

758

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G628W+AB89I+Y715P

759

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+P436Q+A475L+K495N+G628W+A68
91+Y715P+L757K+V846Q

760

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+P436Q+A475L+K495N+G628W+D65
ON+AB89I+Y715P

761

D471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+S550C+G628
W+S652D+A6891+Y715P+A732G

762

A109S+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+
E402N+S434P+A475L+K495N+S604A+G628W+A
6891+Y715P

763

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+ABS9I+Y715
P+V846Q

764

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E
402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y71
5P

765

AL09T+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L +K495N+G628W-+ABG89I+Y715P

766

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D369R+
E402N+S434P+KA495N+N588F+G628W+AB89I+Y7
15P+A732M

767

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G616D+G628W+ABS9I+Y71
5P

768

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+P436Q+A475L+K495N+G616D+G62
8W+D650N+A689I+Y715P

769

A79E+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+A505C+G628W+V6741+A68
91+Y715P

770

V25A+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+AA4T5L+KA95N+G628W+AB8II+Y715P+L75
7K

771

V25A+Q85H+Q258N+L275F+Q291W+Q313M+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+D65
ON+A6891+Y715P+L757I

56
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ES 2455269 T3

(continda)

Variante
NUmero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios® en
nucledétidos
silenciosos

Mejora
encontrada en
actividad
sobre 481°

Mejora
encontrada en
estabilidad
sobre 481°

772

K24T+A79E+A136L+Q258N+D274Y+
Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+AA475L+K495N+A505C+G628
W-+AB8II+Y715P

773

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313
M+D369R+E402N+S434P+A475L+
KA495N+G628W+ABSII+Y715P

774

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+KA95N+G628W
+AB891+Y715P

*%

775

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+KA495N+G628W
+AB6891+Y715P

g633a

*%

776

K24G+A79E+Q258N+D274Y+Q291
W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A4T5L+KA495N+A505C+G628W-+A68
9l+Y715P

*%

777

Q85N+V175A+Q258N+Q291W+Q31
3M+D369R+E402N+S434P+A475L+
K495N+G628W-+AB89I+Y715P

778

V25A+Q85N+Q258N+Q291W+Q313
M+D369R+E402N+S434P+A475L+
K495N+G628W+D650N+AG89I+Y715
P

779

V25A+Q85N+Q258N+L275Y+Q291W
+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+ABSII+Y715
P+L757K

780

A79M+Q258N+Q291W+Q313M+D36
9R+E402N+S434P+A475L+KA95N+
A505C+G628W+A6891+Y715P

781

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D36
9R+E402N+S434P+P436Q+A475L+
K495N+G628W+A6891+Y715P+

782

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D36
9R+E402N+S434P+A475L+KA95N+
G628W+AG891+Y715P

783

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D36
9R+E402N+S434P+A475L+KA95N+
G628W+ABG8II+Y715P

784

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+KA95N+G628W
+AB891+Y715P

785

Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+
G628W+ABG8II+Y715P

*%

57
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ES 2455269 T3

(continda)

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucledtidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 4813

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 4813

786

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+KA495N+G628W+ABS9I+Y715P

+

*%

787

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+AB89I+Y715P

+

*%

788

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+GB28W-+AB89I+Y715P

789

Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G628W+AB8II+Y715P

g927a

790

1106V+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y715P

*%

791

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E4
02N+S434P+A475L+KA95N+S604A+G628W+AGS
91+Y715P

*%

792

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+A6891+Y715P

*%

793

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S4334P
+A475L+KA95N+G628W+AG891+Y715P

*%

*%

794

V25A+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+AA475L+K495N+G628W+ABS9I+Y715P

*%

*%

795

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D369R+
E402N+S434P+Q4741+A475L+K495N+G628W+AG
891+Y715P+S764F

*%

796

Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+G628W+ABSII+Y715P

*%

797

D471+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S4
34P+A475L+K495N+N588F+G628W+A6891+Y715
P

*%

798

S58G+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+Q381V+E
402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y71
5P

*%

799

V253F+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+AA475L+K495N+GB28W+ABSII+Y715P+T7
85L+M816L

*%

800

A243G+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+
E402N+S434P+A475L+
K495N+G628W+A6891+Y715P+S764F

*%

801

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E
402N+S434P+A475L+
K495N+N588F+G628W+S652D+A6891+Y715P+D7
33G

c597t

*%

++

802

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+KA95N+GB28W+ABSII+Y715P+V846L

*%

*%

803

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+S604A+G628W+AG89I+Y715P

*%

804

A79G+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+AA475L+K495N+GE28W+ABSII+YT15P+T77
7N

*%

805

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
A475L+K495N+G628W+AB89I+Y715P

*%

*%

806

V25A+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+AA475L+K495N+G628W+ABSII+Y715P

*%

*%

807

K24T+A79E+Q258N+D274Y+Q291W+Q313M+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C+G628
W+A6891+Y715P+T777N

*%

808

D471+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+S604V+G628W+T687
C+AB89I+Y715P+S764F+L869R

*%
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(continda)

Variante
Numero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 4813

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 481°

809

Q258N+D274Y+Q291W+Q313M+D369R+E385L+
E402N+S434P+A475L+
K495N+G626D+G628W+AB891+Y715P+T777N

*%

*%

810

S58G+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+Q381V+E
402N+S434P+N437D+A475L+K495N+G628W+A6
891+Q690H+D709E+E710G+Y715P

c489t

*%

*%

811

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
B9R+E402N+S434P+
Q4741+A475L+K495N+G628W+ABS9I+Y715P

*%

812

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
N437K+A475L+K495N+
G628W+AB89I+Y715P+T785L

*%

813

A109S+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+AA475L+KA95N+
S6041+G628W+ABS9I+Y715P

*%

814

Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D369R+E402N+
S434P+A475L+K495N+
S604V+G628W+AB891+Y715P+K807R

c624t

*%

815

Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+E402N+
S434P+AA475L+KA495N+
S604V+G628W+ABS9I+Y715P

*%

816

Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+
AA475L+K495N+G628W+AB8II+Y715P+L757K

*%

*%

817

D471+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S4
34P+K495N+N588F+G628W+S652D+A6891+Y715
P

c1425g

*%

818

A79M+A136L+Q258N+D274Y+Q291W+Q313M+D
369R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C+G62
8W-+AG891+Y715P+T783A

*%

819

D47I1+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+S604V+G628
W-+AB89I+Y715P+S764F

*%

820

S58G+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+AA475L+K495N+G628W+ABS91+Y715P+T78
5L

*%

*%

821

K24G+A136L+Q258N+D274Y+Q291W+Q313M+D
369R+E402N+S434P+A475L+KA495N+A505C+G62
8W-+AG891+Y715P+T777N

g240a

*%

822

S58G+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+Q381
V+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+ABSII+
Y715P+T785L

c2007t

823

S58G+Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S
434P+AA475L+K495N+G628W+ABSII+Y715P+T78
5L+M816L

*%

1 Los cambios en aminoéacidos estan indicados respecto a SEQ ID NO:2; La secuencia del esqueleto
contiene sustituciones
Q258N+Q291W+Q313M+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+A6891+Y715P.
2 Los cambios en Nucledtidos estan indicados respecto a SEQ ID NO:1.

3Mejoras encontradas con respect aVariante 481 (SEQ ID NO:9):

* = 0.2 a 0.5 mejora encontrada

** = (0.6a 1.0 mejora encontrada
+=1.1a1.9 mejora encontrada
++=2.0 a 2.9 mejora encontrada
+++ = 3.0 a 3.9 mejora encontrada
++++ =4.0 a 4.9 mejora encontrada
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Tabla 6

Tabla 6: Condiciones de termoactividad: pH 4, 70 °C durante 21 h. Condiciones de termoestabilidad: la actividad
residual enzimatica se determiné después de incubar a pH 4,5, 70 °C durante 24 h. Se indican cambios de

ES 2455269 T3

aminoacidos y de nucledtidos silenciosos con respecto a la secuencia natural.

Variante
NUmero

Cambios™ en Aminoacidos

Cambios®
en
nucledtidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 647°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 647°

647

D471+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+E4
02N+S434P+A475L+K495N+G628W+T687K+A689
I+Y715P

824

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313
M+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N
+G628W+ T687K+AB891+Y715P+A732M

++++

825

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628
W+T687C +A689I+Y715P+A732G

++++

826

D471+A79E+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+A343
C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C+
G628W+ T687W+A6891+Y715P

c1947t

+++

++

827

D471+A79E+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313
M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+
K495N+ G628W+T687K+A6891+Y715P

+++

*%

828

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P
+A475L+K495N+A505C+G628W+T687C+A6891+Y
715P+S764Y +R769H

cl1677t

+++

++

829

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313
M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+
K495N+ G628W+T687K+A6891+Y715P

+++

++

830

D471+A79M+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P
+A475L+K495N+A505C+G628W+T687K+AB89I+Y
715P

+++

++

831

D471+A79M+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+A34
3C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C
+G628W+ T687C+A6891+Y715P+A732G

t756¢

+++

++

832

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+A3
43C+D369R+E402N+S434P+K495N+A505C+G62
8W+T687 C+A6891+Y715P+A732G

+++

833

D471+A79M+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F31
4V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W+T687 K+A6891+Y715P+A732G

+++

*%

834

D471+Q258N+L275Y+Q291W+Q313M+F314V+A3
43C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628W+T68
7K+A6891 +Y715P+A732G

+++

835

D471+A79E+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313
M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N
+A505C+ G628W+T687W-+AB89I+Y715P+A732V

+++

++

836

D471+A79M+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A34
3C+D369R+E402N+S434P+K495N+A505C+G628
W+T687 K+A6891+Y715P+A732M

+++

837

D471+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F31
4V+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+KA495N
+G628W +T687C+AB89I+Y715P

+++

*%

838

D471+A79G+Q258N+V260G+L275Y+Q291W+Q31
3M+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495
N+G628W +T687K+A6891+Y715P+A732G

+++

839

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+T687 W+AB891+Y715P+A732G

+++

++
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(continda)

Variante
Numero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 6473

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 647°

840

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+T687 K+A6891+Y715P+A732M

+++

*%

841

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313
M+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N
+G628W+ T687K+A6891+Y715P

+++

*%

842

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P
+A475L+K495N+G628W+T687C+A6891+Y715P+A
732G

+++

*%

843

D471+A79G+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A34
3C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+T687K+AB89I+Y715P+A732M

+++

*%

844

D471+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A34
3C+D369R+E402N+S434P+KA95N+G628W+T687
K+AB891 +Y715P

+++

845

D471+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291W+Q31
3M+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W+T687 K+A6891+Y715P+A732G

+++

846

D471+A79M+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+A343C+D369R+E402N+S434P+K495
N+G628W +T687W+A6891+Y715P

+++

847

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313
M+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N
+A505C+ G628W+T687K+A6891+Y715P

+++

*%

848

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+T687 C+A6891+Y715P+A732G

c498t

+++

849

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P
+AA475L+ K495N+G628W+T687K+AB8II+Y715P

+++

++

850

D471+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D36
9R+E402N+S434P+A475L+KA95N+G628W+T687
W+A6891 +Y715P+A732G

+++

++

851

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P
+AA475L+K495N+A505C+G628W+T687C+ABBII+Y
715P

c1335t

+++

*%

852

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C+G628
W+T687 K+A6891+Y715P+A732G

+++

853

D471+Q258N+Q291W+Q313M+F314V+A343C+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+T68
7W+AB89 1+Y715P+A732G

+++

++

854

D471+A79G+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+F314
V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W+T687K+ A6891+Y715P

+++

*%

855

D471+A79M+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+A34
3C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+T687K+ A6891+Y715P+A732G

+++

856

D471+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F31
AV+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+KA95N
+G628W +T687K+AG89I+Y715P

+++

857

D471+Q85N+Q258N+L275Y+Q291W+Q313M+F31
4AV+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W+T687 C+A6891+Y715P

+++

++
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(continda)

Variante
NUmero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 647°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 647°

858

D471+A79G+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P
+A475L+K495N+G628W+T687K+AB89I+Y715P+A
732G

+++

*%

859

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
69R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+T68
7K+A6891 +Y715P

c1377t

++

860

D471+Q85N+Q258N+V260G+L275Y+Q291W+Q31
3M+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495
N+G628W +T687K+A6891+Y715P

++

861

D471+A79G+Q258N+Q291W+Q313M+F314L+A34
3C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628
W+T687K +A6891+Y715P

++

862

D471+Q258N+Q291W+Q313M+F314V+A343C+D3
69R+E402N+S434P+K495N+G628W+T687K+A6S
9l+Y715 P

863

D471+Q258N+V260G+L275Y+Q291W+Q313M+A3
43C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505
C+G628W +D646N+T687K+A6891+Y715P+A732G

864

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A343C+D3
BIR+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+T68
7K+A689I +Y715P

865

D471+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+A3
43C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628W+T68
7K+AB89 I+Y715P+A732V

866

D471+A79G+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+A343
C+D369R+E402N+S434P+P439S+A475L+K495N+
G628W+ T687K+A6891+Y715P

867

D471+Q85N+Q258N+Q291W+Q313M+F314V+A34
3C+D369R+D395N+E402N+S434P+A475L+K495
N+G628 W+T687K+AG89I1+Y715P+A732V

868

D471+A79G+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D36
9R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C+G628
W+T687C +A6891+T693A+Y715P+T827I

*%

869

D471+Q85N+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+A34
3C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C
+G628W +T687K+AB89I+Y715P+A732V

t2379g

*%

870

D471+A79G+Q258N+L275Y+Q291W+Q313M+A34
3C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+A505C
+G628W+T687K+AB8II+TE93E+N723G+A730S+Y
855*

a2185c

*%

1 Los cambios en aminoacidos estan indicados respecto a SEQ ID NO:2; La secuencia del esqueleto
contiene sustituciones
D471+Q258N+Q291W+Q313M+A343C+D369R+E402N+S434P+A475L+K495N+G628W+T687K+A6891+Y

715P.

2 Los cambios en Nucle6tidos estan indicados respecto a SEQ ID NO:1.
3 Mejoras encontradas con respect o a Variante 647 (SEQ ID NO:15):

* = 0.2a 0.5 mejoras encontradas

** = (0.6 a 1.0 mejoras encontradas
+=1.1a1.9 mejoras encontradas
++=2.0 a 2.9 mejoras encontradas
+++ = 3.0 a 3.9 mejoras encontradas
++++ =4.0 a 4.9 mejoras encontradas
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TABLA 7

Tabla 7: Condiciones de termoactividad: pH 4, 70 °C durante 21 h. Condiciones de termoestabilidad: la actividad

ES 2455269 T3

residual enzimatica se determiné después de incubar a pH 4,5, 70 °C durante 24 h.

Variante
NUmero

Cambios™ en Aminoacidos

Cambios®
en
nucledtidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 664°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 664°

664

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D
369R+E402N+S434P+K495N+G628W+A6891+Y71
5P+A732 G

cl1425g

871

D471+A79E+Q85N+1106V+A109T+Q258N+V260G
+Q291W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+
S434P+K 495N+G628W+A6891+Y715P+A732G

cl425g

++

872

D47I+A79E+Q85N+106V+Q258N+V260G+Q291W
+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P+
K495N+A 505C+G628W+A6891+Y715P+A732G

c1425g

+++

873

A79M+Q85N+106V+A109T+Q258N+V260G+Q29
1W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+5434
P+K495N +G628W+AB89I1+Y715P+A732G

c246t+cl4
25
g+ c2346t

+++

874

D471+A79E+I106V+A109T+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P
+K495N+ G628W+A6891+Y715P+A732G

c1425g

+++

875

D471+A79G+Q85N+I1106V+A109T+Q258N+V260G

+L275Y+Q291W+Q313M+F314L+A343C+D369R+

E402N+S434P+K495N+G628W+A6891+Y715P+A7
32G

cl425g

+++

876

A79E+Q85N+I106V+A109T+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P
+K495N +G628W+ABB91+Y715P+A732G

c1425g

+++

877

A79G+Q85N+I106V+A109T+Q258N+V260G+L275

F+Q291W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N

+S434P+K495N+A505C+G628W+T687C+A689I+Y
715P+A732 G

cl425g

++

878

DA471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F31
AL +A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W-+AB89I +Y715P+A732G

c1425g

++

879

D471+A79E+Q85N+1106V+A109S+Q258N+V260G
+Q291W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+
S434P+K495N+G628W+A6891+Y715P+A732G

cl425g

++

880

D471+A79E+Q85N+1106V+Q258N+V260G+L275Y

+Q291W+Q313M+F314L+N315D+D369R+E402N+

S434P+K495N+A505C+G628W+T687W+AGB891+Y
715P+A732G

cl1425g

++

**

881

D471+Q85N+1106V+Q258N+V260G+L275Y+Q291
W+Q313M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N
+G628W+ AB89I+Y715P+A732G

cl425g

++

882

A79E+Q85N+1106V+A109S+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314V+D369R+E402N+S434P+K495N
+G628 W+ABSII+Y715P+A732G

cl1425g

++

883

A79G+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F3
14V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G62
BW+T687 W+ABS9I+Y715P+A732G

cl425g

++

884

D471+A79G+Q85N+1106V+Q258N+V260G+L275Y

+Q291W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+
S434P+K495N+A505C+G628W+A6891+Y715P+A7
32G

c1425g+g2
23
5a

++

885

D471+Q85N+1106V+A109S+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+5434P
+K495N+ GB28W+AB89I+Y715P+A732G

cl425g+

++

886

D471+A79E+Q85N+106V+Q258N+V260G+Q291W
+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P+
K495N+G 628W+AG891+Y715P+A732G

c811t+cl4
25

g

++
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(continda)
Variante Cambios’ en Aminoacidos Cambios? Mejora Mejora
Numero en encontrada | encontrada
nucleétidos | en actividad en
silenciosos sobre 664° estabilidad
sobre 664°
887 D471+A79M+Q85N+I106V+Q258N+V260G+Q291 cl425¢g ++ +
W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P
+K495N+G 628W+A6891+Y715P+A732G
888 DA471+1106V+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q31 | c1425g+cl ++ +
3M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495 80
N+G628 W+A6891+Y715P+A732G 6t
889 D471+A79G+Q85N+1106V+Q258N+V260G+Q291 cl425¢g ++ +
W+Q313M+F314V+D369R+E402N+S434P+K495N
+A505C+G 628W+A689I+Y715P+A732G
890 A79M+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F3 c1425¢g ++ +
14L+D369R+E402N+S434P+K495N+G628W+A68
91+Y715P +A732G
891 A79M+Q85N+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q31 c1425¢g ++ +
3M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P+K495
N+A505C +G628W+A689I+Y715P+A732G
892 A79M+Q85N+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q31 cl425¢g ++ +
3M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495
N+G628 W+A6891+Y715P+A732G
893 D471+A79G+Q85N+I1106V+A109S+Q258N+V260G | c1425g+c2 ++ +
+Q291W+Q313M+F314L+D369R+E402N+S434P+ | 54
K495N+ G628W+A6891+Y715P+A732G 1t
894 A79E+Q85H+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q31 | c540t+cl4 ++ +
3M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N+G628 | 25
W+A6891 +Y715P+A732G g
895 D471+A79G+Q85N+I1106V+Q258N+V260G+Q291 c1425¢g ++ +
W+Q313M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N
+G628W+ A6891+Y715P+A732G
896 A79G+Q85N+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q31 cl1425 ++ +
3M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P+K495
N+G628W +A6891+Y715P+A732G
897 D471+A79E+Q85N+1106V+Q258N+V260G+L275Y c1425¢g ++ +
+Q291W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+
S434P+K 495N+G628W+A6891+Y715P+A732G
898 D471+1106V+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q31 | c468t+cls ++ +
3M+F314V+D369R+E402N+S434P+K495N+G628 | 25
W+A6891 +Y715P+A732G g
899 C8G+D471+Q85N+1106V+Q258N+V260G+Q291W c1425¢g ++ +
+Q313M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N+
G628W+A 6891+Y715P+A732G
900 A79E+Q85N+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q31 cl425¢g ++ +
3M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W+A6891 +Y715P+A732G
901 A79G+Q85N+I1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q31 cl425¢g ++ +
3M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P+K495
N+G628W +A6891+Y715P+A732G
902 D471+A79G+Q85N+I1106V+Q258N+V260G+Q291 c1425¢g ++ +
W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P
+K495N+T 5911+G628W+A6891+Y715P+A732G
903 Q85N+11106V+A109T+Q258N+V260G+Q291W+Q | gl50a+cl4 ++ +
313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P+K49 | 25
5N+G628 W+A6891+Y715P+A732G g
904 A79M+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F3 c1425¢g ++ +
14V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G62
8W+A689 |+Y715P+A732G
905 Q85N+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F3 cl425¢g ++ +

14V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G62
8W+A689 I+Y715P+A732G
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(continda)

Variante
Numero

Cambios® en Aminoacidos

Cambios®
en
nucleétidos
silenciosos

Mejora
encontrada
en actividad
sobre 664°

Mejora
encontrada
en
estabilidad
sobre 664°

906

Q85N+I106V+A109S+Q258N+V260G+Q291W+Q3
13M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N+A505
C+G628 W+ABS9I+Y715P+A732G

cl425¢g

++

+

907

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D
369R+E402N+S434P+K495N+A505C+G628W+T6
87K+AB89 [+Y715P+A732G

c1425g

++

**

908

Q85N+I106V+AL09T+Q258N+V260G+Q291W+Q3
13M+F314V+D369R+E402N+S434P+K495N+G62
BW+AG89 1+Y715P+A732G

cl425g

++

909

D471+Q85N+1106V+A109T+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314V+A343G+D369R+E402N+S434P
+KA495N+ GB28W+ABSII+Y715P+A732G

t237qg+cl4
25

g

++

910

D471+Q85N+I106V+A109T+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P
+K495N+ GB28W+AB89I+Y715P+A732G

cl425g

++

911

D471+Q85N+1106V+A109S+Q258N+V260G+L275
Y+Q291W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N
+S5434P+K495N+G628W+A6891+Y715P+A732G

c1425g

++

912

DA471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F31
4V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W+A6891 +Y715P+A732G

c933t+cl4
25

g

++

913

1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314V+D
369R+E402N+S434P+K495N+G628W+AG89I+Y71
5P+A73 2G

cl425g

++

K%

914

DA471+1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F31
4L +A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G628
W+689I1 +Y715P+A732G

c1425g

++

*%

915

D471+Q85N+1106V+A109S+Q258N+V260G+L275
Y+Q291W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402
N+S434P+A475L+K495N+G628W+T687C+A6891+
Y715P+A32G

++

916

DA47I+A79M+I1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313
M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N+G628W
+A6891+ Y715P+A732G

c1425g

++

917

A79G+Q85N+I106V+A109S+Q258N+V260G+Q29
IW+Q313M+F314V+D369R+E402N+S434P+K495
N+A505C +G628W+A6891+Y715P+A732G

cl425g

++

918

D471+A79E+Q85N+106V+Q258N+V260G+Q291W
+Q313M+F314L+D369R+E402N+S434P+KA495N+
G628W+ A6891+Y715P+A732G

c1425g

++

919

Q85N+1106V+Q258N+V260G+L275Y+Q291W+Q3
13M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434P+K495
N+G628 W+T687W+AB89I+Y715P+A732G

cl425g

++

K%

920

1106V+Q258N+V260G+L275Y+Q291W+Q313M+F
314L+A343C+D369R+E402N+S434P+K495N+G62
8W-+A689 |+Y715P+A732G

c1425g

++

*%

921

D471+Q85N+I106V+A109T+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314V+D369R+E402N+S434P+K495N
+G628W +AG891+Y715P+A732G

cl425g

++

922

Q85N+1106V+A109S+Q258N+V260G+L275Y+Q29
1W+Q313M+F314V+A343C+D369R+E402N+S434
P+KA95N +G628W+AB89I+Y715P+A732G

c1425g

++

923

D471+A79M+1106V+A109S+Q258N+V260G+Q291
W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P
+K495N+ G628W+A6891+Y715P+A732G

cl425g

++

924

A79M+Q85N+106V+Q258N+V260G+Q291W+Q31
3M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P+K495
N+G628W +A689I1+Y715P+A732G

cl425g

++
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(continda)
Variante Cambios” en Aminoacidos Cambios® Mejora Mejora
Numero en encontrada | encontrada
nucleédtidos | en actividad en
silenciosos sobre 664° estabilidad
sobre 664°
925 A79M+Q85N+1106V+Q258N+V260G+L275Y+Q291 | c699t+cl4 ++ xx
W+Q313M+F314L+A343C+D369R+E402N+S434P | 25¢g
+K495N +A505C+G628W+A6891+Y715P+A732G

1 Los cambios en aminoacidos estan indicados respecto a SEQ ID NO:2; La secuencia del esqueleto
contiene sustituciones
1106V+Q258N+V260G+Q291W+Q313M+F314L+D369R+E402N+S434P+K495N+G628W+A6891+Y715P+
A732G.

2 Los cambios en Nucleétidos estan indicados respecto a SEQ 10 NO:1.

3 Mejoras encontradas con respect o a Variante 664 (SEQ ID NO:13)

*=0.2 a 0.5 mejoras encontradas

** = 0.6 al.0 mejoras encontradas

+=1.1a1.9 mejoras encontradas

++ =2.0 a 2.9 mejoras encontradas

+++ = 3.0 a 3.9 mejoras encontradas
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La Tabla 8 ilustra propiedades a modo de ejemplo de variantes de Bgl Cl con elevada termoactividad y/o
termoestabilidad en comparacién con la enzima natural.

TABLA 8
Un ejemplo | Al menos x | Actividad La variante | Bajo Variante(s) Ver tabla
de veces No. condiciones Ejemplar(es)
realizacion mayor=
tiene
5 Termoactividad De tipo | pH 5, 65°C, 3 2
salvaje 21h
2 Termoestabilidad* | De tipo | pH 5, 65°C, 3 2
salvaje 6h
23,4506 Termoactividad 3 pH 5, 70°C, 269 3
21h
1.1,203 Termoestabilidad | 3 pH 5, 65°C, 269 3
16h
2304 Termoactividad 269 pH 4.5, 481 4
70°C,
21h
1102 Termoestabilidad | 269 pH 4.5, 481 4
70°C,
2h
2,304 Termoactividad 481 pH 4.2, 647 5
70°C,
21h
11,2 04 Termoestabilidad | 481 pH 4.5, 647 5
70°C,
3h
304 Termoactividad 647 pH 4, 70°C, 824, 825 6
21h
1,102 Termoestabilidad | 647 pH 4.5, 824, 825 6
70°C,
24h
203 Termoactividad 664 pH 4, 70°C, 871, 885, | 7
21h 916
1,1 Termoestabilidad | 664 pH 4.5, 871, 885, | 7
70°C, 916
24h

Por ejemplo, en algunas realizaciones, una variante tiene al menos 5 veces mayor termoactividad y/o al menos 2
veces mayor termoestabilidad que Bgll natural. Para ejemplo y no limitacion, la variante 3 tiene estas propiedades.
Por ejemplo, en otra realizacién, una variante tiene al menos 4 veces mayor termoactividad y/o al menos 4 veces
mayor termoestabilidad que la variante 481 de Bgll. Por ejemplo y no limitacion, la variante 647 tiene estas
propiedades.

Las secuencias de aminoacidos de variantes de [B-glucosidasa no especificamente descritas en el presente
documento pueden generarse e identificarse facilmente usando procedimientos que son muy conocidos para
aquellos que son expertos habituales en la materia. Algunas variantes de B-glucosidasa de la invencién que tienen al
menos el 70 % de identidad de secuencias con los residuos 20-870 de SEC ID N° 2 y una o mas sustituciones
desveladas en el presente documento también tienen una 0 mas sustituciones, deleciones o inserciones, ademas de
aquellas especificamente desveladas en el presente documento. El efecto, si lo hay, de tales sustituciones,
deleciones o inserciones sobre la actividad de B-glucosidasa y termoestabilidad puede determinarse usando
ensayos conocidos en la técnica y descritos en el presente documento (véanse, por ejemplo, los Ejemplos 3 y 5,
mas adelante). Para ilustracion, la variante nimero 1 en la Tabla 2 tiene las siguientes sustituciones con respecto a
los residuos 20-870 de SEC ID N°; 2: M181Y+Q291W+E402N+S434P. Para determinar el efecto de otra sustituciéon
(por ejemplo, sustitucion de isoleucina en la posicion 20 con leucina) la variante (en este caso,
120L+M181Y+Q291W+E402N+S434P) se expresa y sus propiedades se comparan con la parental (en este caso,
M181Y+Q291W+E402N+S434P).
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Ademas, pueden generarse bibliotecas de variantes de polipéptido de B-glucosidasa (y polinucleétidos que codifican
las variantes) de una secuencia parental (por ejemplo, tal como una o mas variantes ejemplificadas en el presente
documento) y cribarse usando seleccién de alto rendimiento para la presencia de actividad de B-glucosidasa descrita
en, por ejemplo, el Ejemplo 5. Los procedimientos de mutagénesis y evolucion dirigida conocidos en la técnica
pueden aplicarse facilmente a polinucleétidos que codifican variantes de B-glucosidasa ejemplificadas en el presente
documento para generar bibliotecas de variante que pueden expresarse, cribarse y ensayarse usando los
procedimientos descritos en el presente documento. Los procedimientos de mutagénesis y evolucion dirigida son
muy conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Ling y col., 1999, “Approaches to DNA mutagenesis: an
overview”, Anal. Biochem., 254(2):157-78; Dale y col., 1996, “Oligonucleotide-directed random mutagenesis using
the phosphorothioate method”, Methods Mol. Biol., 57:369-74; Smith, 1985, “In vitro mutagenesis”, Ann. Rev. Genet.,
19:423-462; Botstein y col., 1985, “Strategies and applications of in vitro mutagenesis”, Science, 229:1193-1201;
Carter, 1986, “Site-directed mutagenesis”, Biochem. J., 237:1-7; Kramer y col., 1984, “Point Mismatch Repair”, Cell,
38:879-887; Wells y col., 1985, “Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple mutations at
defined sites”, Gene, 34:315-323; Minshull y col., 1999, “Protein evolution by molecular breeding”, Current Opinion in
Chemical Biology, 3:284-290; Christians y col., 1999, “Directed evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation
using DNA family shuffling”, Nature Biotechnology, 17:259-264; Crameri y col., 1998, “DNA shuffling of a family of
genes from diverse species accelerates directed evolution”, Nature, 391:288-291; Crameri y col., 1997, “Molecular
evolution of an arsenate detoxification pathway by DNA shuffling”, Nature Biotechnology, 15:436-438; Zhang y col.,
1997 “Directed evolution of an effective fucosidase from a galactosidase by DNA shuffing and screening”,
Proceedings of the National Academy of Sciences, U.S.A., 94:45-4-4509; Crameri y col., 1996, “Improved green
fluorescent protein by molecular evolution using DNA shuffling”, Nature Biotechnology, 14:315-319; Stemmer, 1994,
“Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling”, Nature, 370:389-391; Stemmer, 1994, “DNA shuffling by
random fragmentation and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution”, Proceedings of the National
Academy of Sciences, U.S.A., 91:10747-10751; documentos WO 95/22625; WO 97/0078; WO 97/35966; WO
98/27230; WO 00/42651; y WO 01/75767, todos incorporados en el presente documento por referencia.

En la generacion de variantes que comprenden sustituciones, inserciones o deleciones en las posiciones, ademas
de aquellas descritas arriba, el profesional habitual en la técnica sabra que ciertas regiones de la proteina B-
glucosidasa son menos tolerantes que otras a sustituciones (especialmente sustituciones no conservativas). Asi, en
algunas realizaciones, las proteinas Bgll de variante retienen residuos conservados y dominios funcionales de las
parentales.

Actividad de B-glucosidasa y ensayos de termoestabilidad

La actividad de B-glucosidasa puede determinarse mediante procedimientos descritos en los Ejemplos 3 y 5,
ademas de cualquier otro procedimiento conocido en la técnica. La actividad de B-glucosidasa puede determinarse,
por ejemplo, usando un ensayo de para-nitrofenil-B-D-glucopiranésido (pNPG) o usando un ensayo de celobiosa.

Por ejemplo, puede usarse un ensayo basado en pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido) colorimétrico para medir la
actividad de a-glucosidasa. Un ensayo tal se describe en el Ejemplo 3, mas adelante. En otro ensayo de pNPG a
modo de ejemplo, en un volumen total de 100 pl, 20 ul de sobrenadante de medio claro que contiene la enzima -
glucosidasa se afiaden a disolucién de pNPG 4 mM (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis, MO) en tampén fosfato de sodio
50 mM a pH 5. Las reacciones se incuban a pH 5, 50 °C durante 1,5 horas. La mezcla de reaccién se inactiva con
100 pl de disolucion de carbonato sédico 1 M a pH 11. La absorbancia de la disolucién se mide a 405 nm para
determinar la conversién de pNPG en p-nitrofenol. La liberacién de p-nitrofenol (¢ = 17,700 M-1 cm-1) se mide a 405
nm para calcular la actividad de B-glucosidasa. La actividad de B-glucosidasa detectable se observa bajo
condiciones de seleccion de alto rendimiento (pH 7, 50 °C). Véase Breves y col., 1997, Appl. Environmental
Microbiol. 63:3902, incorporado en el presente documento por referencia.

Alternativamente, la actividad de B-glucosidasa puede determinarse usando un ensayo en el que la celobiosa es el
sustrato. Un ensayo adecuado se describe en el Ejemplo 3, mas adelante. Otro ensayo adecuado se lleva a cabo del
siguiente modo: en un volumen total de 100 ul, 25 pl de sobrenadante de medio claro que contiene la enzima B-
glucosidasa se afade a 10 g/l de celobiosa (cat. de Fluka n° 22150, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO) en tampén
fosfato de sodio 100 mM (pH 6-7) o tampon acetato sédico (pH 5-5,5). La reaccién se incuba a 45-70 °C durante un
tiempo apropiado (25 minutos a durante la noche dependiendo de la concentracién de enzima) mientras que se
agita. La produccion de glucosa puede determinarse usando cualquier nimero de procedimientos conocidos en la
materia para medir glucosa. En un enfoque, la produccion de glucosa se determina usando un ensayo de glucosa
enzimatico (K-GLUC, Megazyme, Irlanda). Se afiaden 10 pl de cada reaccién a 190 ul de reactivo GOPOD
(suministrado como parte del kit de ensayo de K-GLUC). La reaccion se incuba a 45 °C durante 20 minutos y la
absorbancia de la disolucién se midié a 510 nm. El reactivo GOPOD contiene tampdén fosfato potasico 50 mM a pH
7,4, acido p-hidroxibenzoico 0,011 M, 0,008 % en peso/volumen de azida de sodio, glucosa oxidasa (>12.000 U/l),
peroxidasa (>650 U/l) y 80 mg/l de 4-aminoantipirina. La enzima glucosa oxidasa en el reactivo reacciona con
cualquier glucosa presente en la muestra y produce perdéxido de hidrogeno que luego reacciona con la 4-
aminoantipirina para producir un colorante de quinoneimina en cantidades proporcionales a la cantidad de glucosa
presente y puede medirse espectrofotométricamente a 510 nm.
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Péptido sefial

En general, los polipéptidos de B-glucosidasa son secretados de la célula huésped en la que se expresan (por
ejemplo, una levadura o célula fiingica) y se expresan como una pre-proteina que incluye un péptido sefial, es decir,
una secuencia de aminoacidos ligada al extremo amino de un polipéptido y que dirige el polipéptido codificado en la
ruta secretora de células. En una realizacion, el péptido sefial es el péptido sefial de B-glucosidasa C1 endégeno
que tiene la secuencia expuesta como los residuos 1-19 de SEC ID N°: 2. En otras realizaciones se usan los
péptidos sefial de otras proteinas secretadas C1.

Pueden usarse todavia otros péptidos sefal, dependiendo de la célula huésped y otros factores. Regiones
codificantes del péptido sefial eficaces para células huésped fungicas filamentosas incluyen, pero no se limitan a, las
regiones codificantes del péptido sefial obtenidas de TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, amilasa neutra de
Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, celulasa de
Humicola insolens, lipasa de Humicola lanuginosa y celobiohidrolasa Il de T. reesei (TrCBH2).

Regiones codificantes del péptido sefial eficaces para células huésped bacterianas son las regiones codificante del
péptido sefial obtenidas de los genes para amilasa maltogénica NCIB 11837 de Bacillus, alfa-amilasa de Bacillus
stearothermophilus, subtilisina de Bacillus licheniformis, B-lactamasa de Bacillus licheniformis, proteasas neutras de
Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM) y prsA de Bacillus subtilis. Péptidos sefial adicionales se describen
por Simonen y Palva, 1993, Microbiol Rev 57: 109-137 (incorporado en el presente documento por referencia).

Péptidos sefial Utiles para células huésped de levadura también incluyen aquellos de los genes para factor alfa de
Saccharomyces cerevisiae, invertasa SUC2 de Saccharomyces cerevisiae (véase Taussig y Carlson, 1983, Nucleic
Acids Res 11:1943-54; n° de acceso de SwissProt P00724), y otros. Véase, por ejemplo, Romanos y col., 1992,
Yeast 8:423-488. Son adecuadas variantes de estos péptidos sefial y otros péptidos sefal.

Polipéptidos de fusién y elementos de secuencia adicionales

En algunas realizaciones, una variante de polipéptido de B-glucosidasa de la invencion incluye secuencias
adicionales que no alteran la actividad codificada de una B-glucosidasa. Por ejemplo, la B-glucosidasa puede ligarse
a una marca de epitope o a otra secuencia Util en la purificacion de B-glucosidasa.

La presente invencién también proporciona polipéptidos de fusidon de variante de B-glucosidasa, en los que el
polipéptido de fusién comprende una secuencia de aminoacidos que codifica un polipéptido de variante de -
glucosidasa de la presente invencion o fragmento del mismo, ligado tanto directamente como indirectamente
mediante el extremo N o C del polipéptido de variante de B-glucosidasa a una secuencia de aminoacidos que
codifica al menos un segundo polipéptido (adicional). El polipéptido de fusion de variante de B-glucosidasa puede
incluir adicionalmente secuencia de aminoacidos que codifica un tercer, cuarto, quinto o polipéptidos adicionales.
Normalmente, cada polipéptido adicional tiene una actividad biolégica, o alternativamente, es una porciéon de un
polipéptido que tiene una actividad bioldgica, en el que la porciéon tiene el efecto de mejorar la expresién y/o
secrecién del polipéptido de fusion del huésped de expresion deseado. Estas secuencias pueden fusionarse, tanto
directamente como indirectamente, al extremo N o C del polipéptido de variante de B-glucosidasa o fragmento del
mismo, o alternativamente, al extremo N o C de los polipéptidos adicionales que tienen actividad bioldgica.

Normalmente, el (los) polipéptido(s) adicional(es) codifican una enzima o fragmento activo de la misma, y/o un
polipéptido que mejora la expresion y/o secrecion del polipéptido de fusion de la célula huésped de expresion
deseada. Mas normalmente, el (los) polipéptido(s) adicional(es) codifica(n) una celulasa (por ejemplo, una B-
glucosidasa que tiene una secuencia de aminoacidos diferente del polipéptido de variante de B-glucosidasa en el
polipéptido de fusion (por ejemplo, una B-glucosidasa natural o una variante de la misma, que incluye un polipéptido
de variante de B-glucosidasa de T. aurentiacus diferente), o un polipéptido que presenta actividad de CBH o EG) y/o
un polipéptido que mejora la expresion y secrecion de la célula huésped deseada tal como, por ejemplo, un
polipéptido que normalmente se expresa y secreta del huésped de expresion deseado, tal como un polipéptido
secretado normalmente expresado a partir de hongos filamentosos. Estos incluyen glucoamilasa, a-amilasa y
aspartil proteasas de Aspergillus niger, Aspergillus niger var. awamori y Aspergillus oryzae, celobiohidrolasa |,
celobiohidrolasa Il, endoglucanasa | y endoglucasa lll de Trichoderma y glucoamilasa de especies de Neurospora y
Humicola. Véase el documento WO 98/31821, que se incorpora en el presente documento por referencia.

Los componentes de polipéptido del polipéptido de fusion pueden ligarse entre si indirectamente mediante un
ligador. Ligadores adecuados para su uso en la practica de la presente invencion se describen en el documento WO
2007/075899, que se incorpora en el presente documento por referencia. Ligadores a modo de ejemplo incluyen
ligadores de péptido de 1 a aproximadamente 40 residuos de aminoacidos de longitud, que incluyen aquellos de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 residuos de aminoacidos de longitud, y aquellos de aproximadamente 1
a aproximadamente 10 residuos de aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, los ligadores pueden estar
constituidos por un Gnico residuo de aminoacido tal como, por ejemplo, un residuo de Gly, Ser, Ala o Thr o
combinaciones beneficiosas de los mismos, particularmente Gly y Ser. Los ligadores empleados en la practica de la
presente invencion pueden ser escindibles. Ligadores escindibles adecuados pueden contener un sitio de escision,
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tal como un sitio de reconocimiento de proteasa. Sitios de reconocimiento de proteasa a modo de ejemplo son muy
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, Lys-Arg (el sitio de reconocimiento de la proteasa KEX2, que puede
escindirse por una proteasa similar a KEX2 de Aspergillus nativo), Lys y Arg (los sitios de reconocimiento de la
proteasa tripsina). Véase, por ejemplo, el documento WO 2007/075899, que se incorpora en el presente documento
por referencia.

IV. POLINUCLEOTIDOS DE B-GLUCOSIDASA Y SISTEMAS DE EXPRESION

La presente invencidn proporciona secuencias de polinucleétidos que codifican variantes de B-glucosidasa C1 de la
invencion. Las secuencias gendmicas y de ADNc de C1 se describen en la Seccioén I, arriba.

En una realizacion, para la expresion de una variante de B-glucosidasa descrita en el presente documento puede
usarse la secuencia de ADNc de B-glucosidasa C1 natural (SEC ID N°: 1), o la porcién de la misma que comprende
el marco de lectura abierto (con cambios segun se requiera en los codones correspondientes a sustituciones
(residuos mutados con respecto a la secuencia natural). Ademas, puede incorporarse uno o mas de los cambios de
nucledtidos “silenciosos” mostrados en la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4, Tabla 5, Tabla 6 o Tabla 7.

Aquellos expertos habituales en la materia entenderan que debido a la degeneracion del cédigo genético existe una
multitud de secuencias de nucle6tidos que codifican polipéptidos de B-glucosidasa de la presente invencion. La
Tabla 9 proporciona el codigo genético de triplete convencional para cada aminoacido. Por ejemplo, los codones
AGA, AGG, CGA, CGC, CGG y CGU caodifican todos el aminoacido arginina. Asi, en cada posicion en los acidos
nucleicos de la invencién en los que una arginina esta especificada por un codén, el codén puede alterarse a
cualquiera de los codones correspondientes descritos anteriormente sin alterar el polipéptido codificado. Se entiende
que U en una secuencia de ARN se corresponde con T en una secuencia de ADN. La invencién contempla y
proporciona todas y cada una de las posibles variaciones de secuencia de acidos nucleicos que codifican un
polipéptido de la invencion que podria prepararse seleccionando combinaciones beneficiosas basadas en posibles
elecciones de codones.

También puede disefiarse una secuencia de ADN para codones de sesgo de alto uso de codones (codones que se
usan a mayor frecuencia en las regiones codificantes de proteina que otros codones que codifican el mismo
aminoacido). Los codones preferidos pueden determinarse en relacion con el uso de codones en un Unico gen, un
conjunto de genes de funcién u origen comun, genes altamente expresados, la frecuencia de codones en las
regiones codificantes de proteina agregadas del organismo completo, frecuencia de codones en las regiones
codificantes de proteina agregadas de organismos relacionados, o combinaciones beneficiosas de los mismos. Los
codones cuya frecuencia aumenta con el nivel de expresién génica son normalmente codones 6ptimos para la
expresion. En particular, una secuencia de ADN puede optimizarse para la expresion en un organismo huésped
particular. Referencias que proporcionan informacién de preferencia para una amplia gama de organismos estan
facilmente disponibles. Véase, por ejemplo, Henaut y Danchin en “Escherichia Salmonella”, Neidhardt y col. Eds.,
ASM Pres, Washington D.C. (1996), pag. 2047-2066, que se incorpora en el presente documento por referencia.
Para ilustracién, y no para limitacion, la SEC ID N°: 3 muestra una secuencia de polinucleétidos que codifica Bgll C1
disefiada con sesgo de codones para la expresion en Saccharomyces cerevisiae.
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TABLA 9: CODIGO GENETICO

Amino acid Codon

Alanine Ala A GCA GCC GCG GCU

Cysteine Cys C UGC uGu

Aspartic acid Asp D GAC GAU

Glutamic acid  Glu E GAA GAG

Phenylalanine  Phe F uucC uUuu

Glycine Gly G GGA GGC GGG GGU

Histidine His H CAC CAU

Isoleucine lle | AUA AUC AUU

Lysine Lys K AAA AAG

Leucine Leu L UUA UUG CUA CcucC CUG Cuu
Methionine Met M AUG

Asparagine Asn N AAC AAU

Proline Pro P CCA CccC CCG CCcu

Glutamine GIn Q CAA CAG

Arginine Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serine Ser S AGC AGU UCA uccC UCG ucu
Threonine Thr T ACA ACC ACG ACU

Valine Val Y, GUA GUC GUG GUU

Tryptophan Trp W% UGG

Tyrosine Tyr Y UAC UAU

Se conocen una variedad de procedimientos para determinar la frecuencia de codones (por ejemplo, uso de
codones, uso de codones sinénimos relativos) y preferencia de codones en organismos especificos, que incluyen
analisis multifactorial, por ejemplo, usando andlisis de agrupaciones o analisis de correspondencia, y el numero
eficaz de codones usados en un gen (véase GCG CodonPreference, Genetics Computer Group Wisconsin Package;
Codon W, John Peden, Universidad de Nottingham; Mclnerney, J. O, 1998, Bioinformatics 14:372-73; Stenico y col.,
1994, Nucleic Acids Res. 222437-46; Wright, F., 1990, Gene 87:23-29; Wada y col., 1992, Nucleic Acids Res.
20:2111-2118; Nakamura y col., 2000, Nucl. Acids Res. 28:292; Henaut y Danchin, “Escherichia coli and
Salmonella”, 1996, Neidhardt y col. Eds., ASM Press, Washington D.C., pag. 2047-2066, todas las cuales se
incorporan en el presente documento por referencia). La fuente de datos para obtener el uso de codones puede
basarse en cualquier secuencia de nucleétidos disponible que pueda codificar una proteina. Estos conjuntos de
datos incluyen secuencias de acidos nucleicos en realidad conocidas por codificar proteinas expresadas (por
ejemplo, secuencias codificantes de proteinas completas-CDS), marcas de secuencia expresadas (EST) o regiones
codificantes predichas de secuencias gendomicas (véase, por ejemplo, Mount, D., Bioinformatics: Sequence and
Genome Analysis, Capitulo 8, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001; Uberbacher, E.
C., 1996, Methods Enzymol. 266:259-281; Tiwari y col., 1997, Comput. Appl. Biosci. 13:263-270, todas las cuales se
incorporan en el presente documento por referencia).

Para la expresion de una variante de B-glucosidasa en C1 o huésped de M. Thermophila puede usarse la secuencia
de ADNCc de B-glucosidasa C1 natural (SEC ID N°: 1), o la porcién de la misma que comprende el marco de lectura
abierto (con cambios segln se requiera en los codones correspondientes a sustituciones (residuos mutados con
respecto a la secuencia natural). Ademas, puede incorporarse uno 0 mas de los cambios de nucledtidos
“silenciosos” mostrados en la Tabla 2. Estos cambios pueden afectar la actividad de B-glucosidasa en una variedad
de formas. Por ejemplo, sin pretender ligarse a un mecanismo particular, las mutaciones silenciosas pueden
aumentar la estabilidad de ARNm que codifica la proteina de variante.

Vectores de expresion

La presente invencién hace uso de construcciones recombinantes que comprenden una secuencia que codifica una
B-glucosidasa como se ha descrito anteriormente. En un aspecto particular la presente invencién proporciona un
vector de expresién que comprende un polinucleétido de B-glucosidasa operativamente ligado a un promotor
heterdlogo. Los vectores de expresion de la presente invencion pueden usarse para transformar una célula huésped
apropiada para permitir que el huésped exprese la proteina B-glucosidasa. Procedimientos para la expresion
recombinante de proteinas en hongos y otros organismos son muy conocidos en la técnica, y estan disponibles
varios vectores de expresion o pueden construirse usando procedimientos rutinarios. Véase, por ejemplo, Tkacz y
Lange, 2004, ADVANCES IN FUNGAL BIOTECHNOLOGY FOR INDUSTRY, AGRICULTURE, AND MEDICINE,
KLUWER ACADEMIC/PLENUM PUBLISHERS. New York; Zhu y col., 2009, Construction of two Gateway vectors for
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gene expression in fungi Plasmid 6:128-33; Kavanagh, K. 2005, FUNGI: BIOLOGY AND APPLICATIONS Wiley,
todas las cuales se incorporan en el presente documento por referencia.

Las construcciones de acidos nucleicos de la presente invencion comprenden un vector, tal como un plasmido, un
c6smido, un fago, un virus, un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un cromosoma atrtificial de levadura (YAC), y
similares, en los que se ha insertado una secuencia de acidos nucleicos de la invencion. Los polinucleétidos de la
presente invencion pueden incorporarse en uno cualquiera de una variedad de vectores de expresion adecuados
para expresar un polipéptido. Vectores adecuados incluyen secuencias de ADN cromosémico, no cromosomico y
sintético, por ejemplo, derivados de SV40; plasmidos bacterianos; ADN de fago; baculovirus; plasmidos de levadura;
vectores derivados de combinaciones beneficiosas de plasmidos y ADN de fago, ADN viral tal como variolovacuna,
adenovirus, virus de la viruela aviar, seudorrabia, adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus y muchos otros.
Puede usarse cualquier vector que transduzca material genético en una célula y, si se desea la replicacion, que sea
replicable y viable en el huésped relevante.

En un aspecto de esta realizacion, la construccién comprende ademas secuencias reguladoras que incluyen, por
ejemplo, un promotor operativamente ligado a la secuencia codificante de proteina. Niumeros grandes de vectores
adecuados y promotores son conocidos para aquellos expertos en la materia.

Construcciones de promotor/gen

Como se trata anteriormente, para obtener altos niveles de expresion en un huésped particular es frecuentemente
util expresar B-glucosidasa C1 bajo control de un promotor heterélogo. Normalmente, una secuencia promotora
puede estar operativamente ligada a la region 5 de la secuencia codificante de B-glucosidasa C1 usando
procedimientos rutinarios.

Ejemplos de promotores Utiles para la expresion de polinucledtidos de B-glucosidasa incluyen promotores de
hongos. Por ejemplo, pueden usarse secuencias promotoras que accionan la expresion de genes distintos del gen 1
de B-glucosidasa en C1. Por ejemplo, puede usarse un promotor fungico de un gen que codifica celobiohidrolasa.

Ejemplos de otros promotores adecuados Utiles para dirigir la transcripciéon de las construcciones de nucleétidos de
la presente invencion en una célula huésped fangica filamentosa son promotores obtenidos de los genes para TAKA
amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger,
alfa-amilasa estable acida de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA),
lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus
oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans y proteasa similar a tripsina de Fusarium oxysporum (documento WO
96/00787, que se incorpora en el presente documento por referencia), ademas del promotor NA2-tpi (un hibrido de
los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus
oryzae), promotores tales como cbhl, cbh2, egll, egl2, pepA,hfbl, hfb2, xynl, amy y glaA (Nunberg y col., 1984,
Mol. Cell Biol., 4:2306 -2315, Boel y col., 1984, EMBO J. 3:1581-85 y documento EPA 137280, todos los cuales
incorporan en el presente documento por referencia), y promotores mutantes, truncados e hibridos de los mismos.
En un huésped de levadura, promotores Utiles pueden ser de los genes para enolasa de Saccharomyces cerevisiae
(eno-1), galactocinasa de Saccharomyces cerevisiae (gall), alcohol deshidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH2/GAP) y 3-fosfoglicerato cinasa de S. cerevisiae. Otros
promotores Utiles para células huésped de levadura se describen por Romanos y col.,, 1992, Yeast 8:423-488,
incorporado en el presente documento por referencia. Pueden usarse promotores asociados a la producciéon de
quitinasa en hongos. Véanse, por ejemplo, Blaiseau y Lafay, 1992, Gene 120243-248 (hongo filamentoso
Aphanocladium album); Limon y col., 1995, Curr. Genet, 28:478-83 (Trichoderma harzianum), ambos de los cuales
se incorporan en el presente documento por referencia.

Promotores conocidos por controlar la expresion de genes en células procariotas o eucariotas o0 sus virus y que
pueden usarse en algunas realizaciones de la invencion incluyen promotor SV40, promotor lac o trp de E. coli,
promotor P, del fago lambda, promotor tac, promotor T7, y similares. En células huésped bacterianas, promotores
adecuados incluyen los promotores obtenidos del operdn lac de E. coli, gen de agarasa de Streptomyces coelicolor
(dagA), gen de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), gen de alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyl), gen de
amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), gen de alfa-amilasa de Bacillus amiloliquefaciens
(amyQ), genes xy/A y xyIB de Bacillus subtilis y gen de B-lactamasa procariota.

Puede usarse cualquier otra secuencia promotora que accione la expresion en una célula huésped adecuada.
Secuencias promotoras adecuadas pueden identificarse usando procedimientos muy conocidos. En un enfoque, una
secuencia promotora putativa se liga en 5' a una secuencia que codifica una proteina indicadora, la construccion se
transfecta en la célula huésped (por ejemplo, una célula C1) y se mide el nivel de expresion del indicador. La
expresion del indicador puede determinarse midiendo, por ejemplo, niveles de ARNm de la secuencia indicadora,
una actividad enzimatica de la proteina indicadora, o la cantidad de proteina indicadora producida. Por ejemplo, la
actividad promotora puede determinarse usando la proteina verde fluorescente como secuencia codificante
(Henriksen y col., 1999, Microbiology 145:729-34, incorporada en el presente documento por referencia) o un gen
indicador lacZ (Punt y col., 1997, Gene, 197:189-93, incorporado en el presente documento por referencia). Los
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promotores funcionales pueden derivarse de secuencias promotoras que se producen naturalmente por
procedimientos de evolucion dirigida. Véase, por ejemplo Wright y col., 2005, Human Gene Therapy, 16:881-892,
incorporado en el presente documento por referencia.

Un vector de expresién contiene opcionalmente un sitio de unién al ribosoma para la iniciacién de la traduccion, y un
terminador de la transcripcion, tal como Pinll. El vector también incluye opcionalmente secuencias apropiadas para
amplificar la expresion, por ejemplo, un potenciador.

Ademas, los vectores de expresion de la presente invencién contienen opcionalmente uno o mas genes marcadores
de seleccion para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccién de células huésped transformadas. Genes
marcadores adecuados incluyen aquellos que codifican resistencia antimicrobiana tales como resistencia a
ampicilina (ampR), kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Otros ejemplos incluyen el antimicrobiano estreptomicina
0 espectinomicina (por ejemplo, el gen aada), el gen estreptomicina fosfotransferasa (spt) que codifica la resistencia
a estreptomicina, el gen neomicina fosfotransferasa (nptll) que codifica resistencia a kanamicina o geneticina, el gen
higromicina fosfotransferasa (hpt) que codifica resistencia de higromicina. Genes marcadores de seleccién
adicionales incluyen resistencia a dihidrofolato reductasa o neomicina para cultivo celular eucariota, y resistencia a
tetraciclina o ampicilina en E. coli.

Sintesis y manipulacién de polinucleétidos de B-glucosidasa

Los polinucleétidos que codifican 3-glucosidasa pueden prepararse usando procedimientos que son muy conocidos
en la técnica. Normalmente, los oligonucledtidos de hasta aproximadamente 40 bases se sintetizan individualmente,
luego se unen (por ejemplo, por procedimientos de ligacién enzimatica o quimica, o procedimientos mediados por
polimerasa) para formar esencialmente cualquier secuencia continua deseada. Por ejemplo, los polinucleétidos de la
presente invencion pueden prepararse por sintesis quimica usando, por ejemplo, el procedimiento de fosforamidito
clasico descrito por Beaucage y col., 1981, Tetrahedron Letters, 22:1859-69, o el procedimiento descrito por Matthes
y col., 1984, EMBO J. 3:801-05, ambos de los cuales se incorporan en el presente documento por referencia. Estos
procedimientos se ponen normalmente en practica en procedimientos sintéticos automatizados. Segun el
procedimiento de fosforamidito, los oligonucledtidos se sintetizan, por ejemplo, en un sintetizador de ADN
automatico, se purifican, se hibridan, se ligan y se clonan en vectores apropiados.

Ademas, el cliente puede pedir esencialmente cualquier acido nucleico de cualquiera de una variedad de fuentes
comerciales tales como The Midland Certified Reagent Company (Midland, TX), The Great American Gene Company
(Ramona, CA), ExpressGen Inc. (Chicago, IL), Operon Technologies Inc. (Alameda, CA), y muchos otras.

Los polinucleétidos también pueden sintetizarse por técnicas muy conocidas como se describen en la bibliografia
técnica. Véase, por ejemplo, Carruthers y col., 1982, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 47:411-18 y Adams y
col., 1983, J. Am. Chem. Soc. 105:661, ambos de los cuales se incorporan en el presente documento por referencia.
Los fragmentos de ADN bicatenarios pueden entonces obtenerse tanto sintetizando la hebra complementaria como
hibridando las hebras juntas bajo condiciones apropiadas, o afiadiendo la hebra complementaria usando ADN
polimerasa con una secuencia de cebadores apropiada.

Textos generales que describen técnicas biolégicas moleculares que son utiles en el presente documento, que
incluyen el uso de vectores, promotores, protocolos suficientes para dirigir a los expertos mediante los
procedimientos de amplificacion in vitro, que incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la reaccion en
cadena de la ligasa (LCR), y muchos otros procedimientos relevantes, incluyen Berger y Kimmel, Guide to Molecular
Cloning Techniques, Methods in Enzymology, volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger);
Sambrook y col., Molecular Cloning - A Laboratory Manual (22 ed.), vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, Nueva York, 1989 (“Sambrook”) y Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel y col., eds.,
Current Protocols, una empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.,
(complementados hasta 2009) (“Ausubel”), todos los cuales se incorporan en el presente documento por referencia.
Se hace referencia a Berger, Sambrook y Ausubel, ademas de a Mullis y col., (1987) patente de EE.UU. n°
4.683.202; PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innis y col., eds) Academic Press Inc. San Diego,
CA (1990) (Innis); Arnheim & Levinson (1 de octubre de 1990) C&EN 36-47; The Journal Of NIH Research (1991) 3,
81-94; (Kwoh y col., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173; Guatelli y col., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87,
1874; Lomell y col., (1989) J. Clin. Chem 35, 1826; Landegren y col., (1988) Science 241, 1077-1080; Van Brunt
(1990) Biotechnology 8, 291-294; Wu y Wallace, (1989) Gene 4, 560; Barringer y col., (1990) Gene 89, 117, y
Sooknanan y Malek (1995) Biotechnology 13: 563-564, todos los cuales se incorporan en el presente document por
referencia. Los procedimientos para la clonacion in vitro de acidos nucleicos amplificados se describen en Wallace y
col., patente de EE.UU. n°® 5.426.039, que se incorpora en el presente documento por referencia.

Huéspedes de expresion
La presente invencion también proporciona células huésped manipuladas (recombinantes) que se transforman con

un vector de expresién o construccion de ADN que codifica B-glucosidasa. Opcionalmente, la expresion de B-
glucosidasa en la célula esta bajo el control de un promotor heterélogo. Las células huésped de la invencion pueden
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usarse para producir polipéptidos de B-glucosidasa. Asi, la presente invencion se refiere a una célula huésped que
comprende cualquier polinucleétido de B-glucosidasa de la presente invencién que se describe anteriormente en
este documento. Como se usa en el presente documento, una célula huésped genéticamente modificada o
recombinante incluye la progenie de dicha célula huésped que comprende un polinucleétido de B-glucosidasa que
codifica un polipéptido recombinante de la invencién. Frecuentemente, la célula huésped genéticamente modificada
0 recombinante es un microorganismo. En algunas realizaciones, la célula huésped genéticamente modificada o
recombinante es una procariota. En algunas realizaciones, la célula huésped genéticamente modificada o
recombinante es una célula eucariota. Generalmente, la célula huésped eucariota es una célula no humana. Células
huésped eucariotas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células fungicas, células de alga, células de insecto y
células vegetales. En algunos casos, las células huésped pueden modificarse para aumentar la expresion de
proteinas, secrecién o estabilidad, o para conferir otras caracteristicas deseadas. Las células (por ejemplo, hongos)
gue se han mutado o seleccionado para tener actividad de baja proteasa son particularmente Utiles para la
expresion. Por ejemplo, pueden usarse cepas deficientes en proteasa de C. lucknowense (por ejemplo, en las que el
sitio de proteasa alcalina se ha delecionado o alterado). En algunas realizaciones, las células huésped, por ejemplo,
hongos, pueden modificarse para expresar una celulasa recombinante.

Células huésped flngicas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, ascomicotas, basidiomicotas, deuteromicotas,
zigomicotas y hongos imperfectos. En algunas realizaciones, las células huésped flingicas son células de levadura y
células fungicas filamentosas. Las células huésped fungicas filamentosas de la presente invencién incluyen todas las
formas filamentosas de la subdivisién eumicotas y oomicotas (véase, por ejemplo, Hawksworth y col., en Ainsworth y
Bisby's Dictionary of The Fungi, 82 edicion, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, RU, que se
incorpora en el presente documento por referencia). Los hongos filamentosos se caracterizan por un micelio
vegetativo con una pared celular compuesta por quitina, celulosa y otros polisacaridos complejos. Las células
huésped flngicas filamentosas de la presente invencién son morfolégicamente distintas de levadura.

En algunas realizaciones, la célula huésped fungica filamentosa puede ser una célula de una especie de, pero no se
limita a, Achlya, Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Cephalosporium,
Chrysosporium, Cochliobolus, Corynascus, Cryphonectria, Cryptococcus, Coprinus, Coriolus, Diplodia, Endothia,
Fusarium, Gibberella, Gliocladium, Humicola, Hypocrea, Myceliophthora, Mucor, Neurospora, Penicillium,
Podospora, Phlebia, Piromyces, Pyricularia, Rhizomucor, Rhizopus, Schizophyllum, Scytalidium, Sporotrichum,
Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Trametes, Tolypocladium, Trichoderma, Verticilium, Volvariella, o
teleomorfos, o anamorfos, y sinbnimos o equivalentes taxondmicos de los mismos.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la especie Aspergillus,
Ceriporiopsis, especie Chrysosporium, especie Corynascus, especie Fusarium, especie Humicola, especie
Neurospora, especie Penicillium, especie Tolypocladium, especie Tramates o especie Trichoderma.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la especie Chrysosporium, por
ejemplo, C. lucknowense, C. keratinophilum, C. tropicum, C. merdarium, C. inops, C. pannicola'y C. zonatum.

En algunas realizaciones de la invencién, la célula huésped fungica filamentosa es de la especie Trichoderma, por
ejemplo, T. longibrachiatum, T. viride (por ejemplo, ATCC 32098 y 32086), o T. reesei, un anamorfo de Hypocrea
jecorina (NRRL 15709, ATTC 13631, 56764, 56765, 56466, 56767 y RL-P37 y derivados de los mismos - véase
Sheir-Neiss y col., 1984, Appl. Microbiol. Biotechnology, 20:46-53, que se incorpora en el presente document por
referencia), T. koningii y T. harzianum. Ademas, el término “Trichoderma” se refiere a cualquier cepa flingica que se
clasificé previamente como Trichoderma o se clasifica actualmente como Trichoderma.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped flangica filamentosa es de la especie Aspergillus, por
ejemplo, A. awamori, A. fumigatus, A. japonicus, A. nidulans, A. niger, A. aculeatus, A. foetidus, A. oryzae, A. sojae y
A. kawachi (se hace referencia a Kelly y Hynes, 1985, EMBO J. 4,475479; NRRL 3112, ATCC 11490, 22342, 44733,
y 14331;Yelton y col., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 1470-1474; Tilburn y col., 1982, Gene 26,205-221; y
Johnston y col., 1985, EMBO J. 4, 1307-1311, todos los cuales se incorporan en el presente documento por
referencia).

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la especie Fusarium, por
ejemplo, F. bactridioides, F. cerealis, F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum, F. graminum. F. oxysporum,
F. roseum y F. venenatum.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la especie Myceliophthora ,
por ejemplo, M. thermophila.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la especie Neurospora, por
ejemplo, N. crassa. Se hace referencia a Case, M.E. y col., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 5259-5263;
documento USP 4.486.553; y Kinsey, J.A. y J.A. Rambosek, 1984, Molecular and Cellular Biology 4, 117-122, todas
las cuales se incorporan en el presente documento por referencia. En algunas realizaciones de la invencién, la célula
huésped fungica filamentosa es de la especie Humicola, por ejemplo, H. insolens, H. grisea y H. lanuginosa. En
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algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la especie Mucor, por ejemplo, M.
miehei y M. circinelloides. En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la
especie Rhizopus, por ejemplo, R. oryzae y R. niveus. En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped
fungica filamentosa es de la especie Penicillium, por ejemplo, P. purpurogenum , P. chrysogenum y P. verruculosum.
En algunas realizaciones de la invencidn, la célula huésped flngica filamentosa es de la especie Thielavia, por
ejemplo, T. terrestris. En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped fungica filamentosa es de la
especie Tolypocladium, por ejemplo, T. inflatum y T. geodes. En algunas realizaciones de la invencion, la célula
huésped fungica filamentosa es de la especie Trametes, por ejemplo, T. villosa y T. versicolor.

En la presente invencién, una célula huésped de levadura puede ser una célula de una especie de, pero no se limita
a, Candida, Hansenula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces y Yarrowia. En algunas
realizaciones de la invencion, la célula de levadura es Hansenula polymorpha, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces norbensis, Saccharomyces kluyveri,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia kodamae, Pichia
membranaefaciens, Pichia opuntiae, Pichia thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia quercuum, Pichia pijperi, Pichia
stipitis, Pichia methanolica, Pichia angusta, Kluyveromyces lactis, Candida albicans y Yarrowia lipolytica.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped es un alga tal como, Chlamydomonas (por ejemplo, C.
reinhardtii) y Phormidium (P. sp. ATCC29409).

En otras realizaciones, la célula huésped es una célula procariota. Células procariotas adecuadas incluyen células
bacterianas Gram-positivas, Gram-negativas y Gram-variables. La célula huésped puede ser una especie de, pero
no se limita a, Agrobacterium, Alicyclobacillus, Anabaena, Anacystis, Acinetobacter, Acidothermus, Arthrobacter,
Azobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Brevibacterium, Butyrivibrio, Buchnera, Campestris, Camplyobacter,
Clostridium, Corynebacterium, Chromatium, Coprococcus, Escherichia, Enterococcus, Enterobacter, Erwinia,
Fusobacterium, Faecalibacterium, Francisella, Flavobacterium, Geobacillus, Haemophilus, Helicobacter, Klebsiella,
Lactobacillus, Lactococcus, llyobacter, Micrococcus, Microbacterium, Mesorhizobium, Methylobacterium,
Mycobacterium, Neisseria, Pantoea, Pseudomonas, Prochlorococcus, Rhodobacter, Rhodopseudomonas,
Roseburia, Rhodospirillum, Rhodococcus, Scenedesmus, Streptomyces, Streptococcus, Synecoccus,
Saccharomonospora, Staphylococcus, Serratia, Salmonella, Shigella, Thermoanaerobacterium, Tropheryma,
Francisella, Temecula, Thermosynechococcus, Thermococcus, Ureaplasma, Xanthomonas, Xylella, Yersinia y
Zymomonas.

En algunas realizaciones, la célula huésped es una especie de Agrobacterium, Acinetobacter, Azobacter, Bacillus,
Bifidobacterium, Buchnera, Geobacillus, Campylobacter, Clostridium, Corynebacterium, Escherichia, Enterococcus,
Erwinia, Flavobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Pantoea, Pseudomonas, Staphylococcus, Salmonella,
Streptococcus, Streptomyces y Zymomonas.

En todavia otras realizaciones, la cepa huésped bacteriana es no patogénica para seres humanos. En algunas
realizaciones, la cepa huésped bacteriana es una cepa industrial. Se conocen numerosas cepas industriales
bacterianas y son adecuadas en la presente invencion.

En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped bacteriana es de la especie Agrobacterium, por ejemplo,
A. radiobacter, A. rhizogenes y A. rubi. En algunas realizaciones de la invencion, la célula huésped bacteriana es de
la especie Arthrobacter, por ejemplo, A. aurescens, A. citreus, A. globformis, A. hydrocarboglutamicus, A. mysorens,
A. nicotianae, A. paraffineus, A. protophonniae, A. roseopargffinus, A. sulfureus y A. ureafaciens. En algunas
realizaciones de la invencidn, la célula huésped bacteriana es de la especie Bacillus, por ejemplo, B. thuringiensis, B.
anthracis, B. megaterium, B. subtilis, B. lentus, B. circulans, B. pumilus, B. lautus, B. coagulans, B. brevis, B. firmus,
B. alkaophius, B. licheniformis, B. clausii, B. stearothermophilus, B. halodurans y B. amyloliquefaciens. En
realizaciones particulares, la célula huésped sera una cepa de Bacillus industrial que incluye, pero no se limita a, B.
subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B. megaterium, B. clausii, B. stearothermophilus y B. amyloliquefaciens. Algunas
realizaciones de una célula huésped de Bacillus incluyen B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, B.
stearothermophilus y B. amyloliquefaciens. En algunas realizaciones, la célula huésped bacteriana es de la especie
Clostridium, por ejemplo, C. acetobutylicum, C. tetani E88, C. lituseburense, C. saccharobutylicum, C. perfringens, C.
thermocellum y C. beijerinckii. En algunas realizacones, la célula huésped bacteriana es de la especie
Corynebacterium, por ejemplo, C. glutamicum y C. acetoacidophilum. En algunas realizacones, la célula huésped
bacteriana es de la especie Escherichia, por ejemplo, E. coli. En algunas realizaciones, la célula huésped bacteriana
es de la especie Erwinia, por ejemplo, E. uredovora, E. carotovora, E. ananas, E. herbicola, E. punctata y E. terreus.
En algunas realizaciones, la célula huésped bacteriana es de la especie Pantoea, por ejemplo, P. citrea y P.
agglomerans. En algunas realizaciones, la célula huésped bacteriana es de la especie Pseudomonas, por ejemplo,
P. putida, P. fluorescens, P. aeruginosa, P. mevalonii y P. sp. D-0I 10. En algunas realizaciones, la célula huésped
bacteriana es de la especie Streptococcus, por ejemplo, S. equisimiles, S. pyogenes y S. uberis. En algunas
realizaciones, la célula huésped bacteriana es de la especie Streptomyces, por ejemplo, S. ambofaciens, S.
achromogenes, S. avermitilis, S. coelicolor, S. aureofaciens, S. aureus, S. fungicidicus, S. griseus y S. lividans. En
algunas realizaciones, la célula huésped bacteriana es de la especie Zymomonas, por ejemplo, Z. mobilis y Z.
lipolytica.
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Cepas que pueden usarse en la practica de la invencién que incluyen tanto cepas procariotas como eucariotas estan
facilmente accesibles al publico de varias colecciones de cultivos tales como Coleccién Americana de Cultivos Tipo
(ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Centraalbureau Voor
Schimmelcultures (CBS) y Coleccién de Cultivos de Patente del Servicio de Investigacion Agricola, Centro de
Investigacion Regional Norte (NRRL).

Las células huésped pueden modificarse genéticamente para tener caracteristicas que mejoran la secreciéon de
proteinas, estabilidad de proteinas u otras propiedades deseables para la expresion y/o secrecion de una proteina.
Por ejemplo, la inactivacion de la funcion de Alpl produce una célula que es deficiente en proteasa. La inactivacion
de la funcién de pyr5 produce una célula con un fenotipo deficiente en pirimidina. En realizaciones particulares, las
células huésped se modifican para delecionar secuencias codificantes de proteina celulasa endégena o de otro
modo eliminar la expresion de una o mas celulasas enddgenas. En una realizacion, la expresion de una o mas
celulasas endogenas se inhibe para aumentar la produccion de celulasas de interés. La modificacion genética puede
lograrse por técnicas de ingenieria genética o usando técnicas microbiologicas clasicas tales como mutagénesis
quimica o UV y posterior seleccion. Puede usarse una combinacion de modificacion recombinante y técnicas de
seleccidn clasicas para producir el organismo de interés. Usando tecnologia recombinante, las moléculas de acidos
nucleicos pueden introducirse, delecionarse, inhibirse o modificarse, de un modo que se produce elevado
rendimiento de B-glucosidasa dentro del organismo o en el cultivo. Por ejemplo, la inactivacion de la funcién de Alpl
produce una célula que es deficiente en proteasa. La inactivacion de la funcién de pyr5 produce una célula con un
fenotipo deficiente en pirimidina. En un enfoque de ingenieria genética, la recombinacion homaéloga puede usarse
para inducir modificaciones de genes elegidas como diana eligiendo especificamente como diana un gen in vivo para
suprimir la expresién de la proteina codificada. En un enfoque alternativo puede usarse ARNip, antisentido o
tecnologia de ribozimas para inhibir la expresion génica

Transformacion y cultivo

La introduccién de un vector o construccién de ADN en una célula huésped puede efectuarse por transfeccion con
fosfato de calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, electroporacion u otras técnicas comunes (véase Davis
y col., 1986, Basic Methods in Molecular Biology, que se incorpora en el presente documento por referencia).

Las células huésped manipuladas pueden cultivarse en medios nutritivos convencionales modificados segun
convenga para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar el polinucleétido de B-glucosidasa. Las
condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son aquellas previamente usadas con la célula
huésped seleccionada para la expresion, y seran evidentes para aquellos expertos en la materia. Como se observa,
muchas referencias estan disponibles para el cultivo y la produccién de muchas células, que incluyen células de
origen bacteriano, de planta, animal (especialmente de mamifero) y arqueobacteriano. Véanse por ejemplo,
Sambrook, Ausubel y Berger (todos arriba), ademas de Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic
Technique, tercera edicion, Wiley-Liss, Nueva York, y las referencias citadas en su interior; Doyle y Griffiths (1997)
Mammalian Cell Culture: Essential Techniques, John Wiley and Sons, NY; Humason (1979) Animal Tissue
Techniques, cuarta edicion W.H. Freeman y Company; y Ricciardelli y col., (1989) In vitro Cell Dev. Biol. 25:1016-
1024, todas las cuales se incorporan en el presente documento por referencia. Para cultivo y regeneracion de
células de planta, Payne y col. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems, John Wiley & Sons, Inc. New
York, N.Y.; Gamborg y Phillips (eds.) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer
Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New York); Jones, ed. (1984) Plant Gene Transfer and Expression
Protocols, Humana Press, Totowa, New Jersey y Plant Molecular Biology (1993) R.R.D.Croy, Ed. Bios Scientific
Publishers, Oxford, U.K. ISBN 0 12 198370 6, todas las cuales se incorporan en el presente documento por
referencia. Medios de cultivo celular en general se exponen en Atlas y Parks (eds.) The Handbook of Microbiological
Media (1993) CRC Press, Boca Raton, FL, que se incorpora en el presente documento por referencia. Informacion
adicional para el cultivo celular se encuentra en bibliografia comercial disponible tal como the Life Science Research
Cell Culture Catalogue (1998) de Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, Mo.) (“Sigma-LSRCCC") y, por ejemplo, the Plant
Culture Catalogue y suplemento (1997), también de Sigma-Aldrich, Inc (St. Louis, Mo.) (“Sigma-PCCS"), todas las
cuales se incorporan en el presente documento por referencia.

En algunas realizaciones, las células que expresan los polipéptidos de 3-glucosidasa de la invencién se cultivan bajo
condiciones de fermentacion discontinuas o continuas. La fermentacién discontinua clasica es un sistema cerrado en
el que las composiciones del medio se ponen al principio de la fermentaciébn y no se someten a alternancias
artificiales durante la fermentacion. Una variacion del sistema discontinuo es una fermentacion por lotes alimentados
que también encuentra uso en la presente invencion. En esta variacion, el sustrato se afiade en incrementos a
medida que progresa la fermentacion. Los sistemas por lotes alimentados son Utiles cuando es probable la represién
de catabolitos para inhibir el metabolismo de las células y si se desea tener cantidades limitadas de sustrato en el
medio. Las fermentaciones discontinuas y por lotes alimentados son comunes y muy conocidas en la técnica. La
fermentacion continua es un sistema abierto en el que un medio de fermentacion definido se afiade continuamente a
un biorreactor y una cantidad igual de medio acondicionado se elimina simultaneamente para el procesamiento. La
fermentacién continua generalmente mantiene los cultivos a una alta densidad constante en la que las células estan
principalmente en crecimiento de fase logaritmica. Los sistemas de fermentacidon continuos luchan por mantener

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455269 T3

condiciones de crecimiento en estado estacionario. Los procedimientos de modulaciéon de nutrientes y factores de
crecimiento para los procedimientos de fermentacion continua, ademas de técnicas para maximizar la velocidad de
formacion de productos, son muy conocidos en la técnica de la microbiologia industrial.

También pueden emplearse sistemas de transcripcion/traduccion sin células para producir polipéptidos de B-
glucosidasa usando los polinucledtidos de la presente invencion. Varios de tales sistemas estan comercialmente
disponibles. Una guia general para los protocolos de transcripcion y traduccién in vitro se encuentra en Tymms
(1995) In vitro Transcription and Translation Protocols: Methods in Molecular Biology, volumen 37, Garland
Publishing, NY, que se incorpora en el presente documento por referencia.

V. PRODUCCION Y RECUPERACION DE POLIPEPTIDOS DE 3-GLUCOSIDASA

La presente invencion también se refiere a un procedimiento de preparacion de un polipéptido que tiene actividad de
B-glucosidasa, comprendiendo el procedimiento proporcionar una célula huésped transformada con uno cualquiera
de los polinucleétidos de B-glucosidasa descritos de la presente invencion; cultivar la célula huésped transformada
en un medio de cultivo en condiciones en las que la célula huésped exprese el polipéptido de B-glucosidasa
codificado; y opcionalmente recuperar o aislar el polipéptido de B-glucosidasa expresado, o recuperar o aislar el
medio de cultivo que contiene el polipéptido de B-glucosidasa expresado. El procedimiento proporciona ademas
opcionalmente lisar las células huésped transformadas después de expresar el polipéptido de B-glucosidasa
codificado y opcionalmente recuperar o aislar el polipéptido de B-glucosidasa expresado del lisado celular. La
presente invencion proporciona ademas un procedimiento de preparacién de un polipéptido de B-glucosidasa,
comprendiendo dicho procedimiento cultivar una célula huésped transformada con un polinucleétido de -
glucosidasa en condiciones adecuadas para la produccion del polipéptido de [B-glucosidasa y recuperar el
polipéptido de B-glucosidasa.

Normalmente, la recuperacion o aislamiento del polipéptido de B-glucosidasa es del medio de cultivo de células
huésped, la célula huésped o ambos, usando técnicas de recuperacion de proteinas que son muy conocidas en la
técnica, que incluyen aquellas descritas en el presente documento. Las células se recogen normalmente por
centrifugacioén, se alteran por medios fisicos o quimicos, y el extracto en bruto resultante puede retenerse para la
posterior purificacion. Las células microbianas empleadas en la expresion de proteinas pueden alterarse por
cualquier procedimiento conveniente, que incluye ciclos de congelacion-descongelacion, sonicacion, alteracion
mecanica o uso de agentes de lisado celular, u otros procedimientos, que son muy conocidos para aquellos expertos
en la materia.

El polipéptido resultante puede recuperarse/aislarse y purificarse opcionalmente por distintos procedimientos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido puede aislarse del medio nutritivo mediante procedimientos
convencionales que incluyen, pero no se limitan a, centrifugacion, filtracion, extraccién, secado por pulverizacion,
evaporacion, cromatografia (por ejemplo, intercambio ionico, afinidad, interacciéon hidréfoba, cromatoenfoque y
exclusién por tamafio), o precipitacion. La etapas de replegamiento de proteinas pueden usarse, segln se desee, en
completar la configuracion de la proteina madura. Finalmente, la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
puede emplearse en las etapas de purificacion finales. La purificacion de BGL1 se describe en Parry y col., 2001,
Biochem. J. 353:117, y Hong y col., 2007, Appl. Microbiol. Biotechnol. 73:1331, ambos incorporados en el presente
documento por referencia. Ademas de las referencias anotadas anteriormente, una variedad de procedimientos de
purificacién son muy conocidos en la técnica, que incluyen, por ejemplo, aquellos expuestos en Sandana (1997)
Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; Bollag y col. (1996) Protein Methods, 22 edicion, Wiley-Liss,
NY; Walker (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ; Harris y Angal (1990) Protein Purification
Applications: A Practical Approach, IRL Press at Oxford, Oxford, Inglaterra; Harris y Angal Protein Purification
Methods: A Practical Approach, IRL Press at Oxford, Oxford, Inglaterra; Scopes (1993) Protein Purification:
Principles and Practice 32 edicidn, Springer Verlag, NY; Janson y Ryden (1998) Protein Purification: Principles, High
Resolution Methods and Applications, segunda edicion, Wiley-VCH, NY; y Walker (1998) Protein Protocols on CD-
ROM, Humana Press, NJ, todas las cuales se incorporan en el presente documento por referencia.

Pueden usarse procedimientos inmunolégicos para purificar polipéptidos de B-glucosidasa. En un enfoque, el
anticuerpo producido contra los polipéptidos de B-glucosidasa (por ejemplo, contra un polipéptido que comprende
SEC ID N°: 2 o un fragmento inmunogénico del mismo) usando procedimientos convencionales se inmoviliza sobre
perlas, se mezcla con medios de cultivo celular en condiciones en las que se una la 3-glucosidasa y se precipita. En
un enfoque relacionado se usa inmunocromatografia.

Como se observa, en algunas realizaciones la B-glucosidasa se expresa como una proteina de fusion que incluye
una porcion de no enzima. En algunas realizaciones, la secuencia de B-glucosidasa esta fusionada con un dominio
que facilita la purificacion. Como se usa en el presente documento, el término “dominio que facilita la purificacién” se
refiere a un dominio que media en la purificacion del polipéptido con el que esta fusionado. Dominios de purificacion
adecuados incluyen péptidos quelantes metalicos, modulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacion sobre
metales inmovilizados, una secuencia que se une a glutation (por ejemplo, GST), una marca de hemaglutinina (HA)
(correspondiente a un epitope derivado de la proteina de hemaglutinina de la gripe; Wilson y col., 1984, Cell 37:767),
secuencias de proteinas de unidon a maltosa, el epitope FLAG utilizado en el sistema de purificacion por
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extensién/afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle, WA), y similares. La inclusiéon de una secuencia de ligador de
polipéptido escindible por proteasa entre el dominio de purificacion y el polipéptido HHDH es (til para facilitar la
purificacién. Un vector de expresion contemplado para su uso en las composiciones y procedimientos descritos en el
presente documento proporciona la expresion de una proteina de fusion que comprende un polipéptido de la
invencion fusionado con una region de polihistidina separada por un sitio de escision de enterocinasa. Los residuos
de histidina facilitan la purificacion sobre IMIAC (cromatografia de afinidad por ion metalico inmovilizado, como se
describe en Porath y col., 1992, Protein Expression and Purification 3:263-281) mientras que el sitio de escision de
enterocinasa proporciona un medio para separar el polipéptido HHDH de la proteina de fusién. También pueden
usarse vectores pGEX (Promega; Madison, Wis.) para expresar polipéptidos extrafios como proteinas de fusién con
glutation S-transferasa (GST). En general, tales proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse facilmente de
células lisadas por adsorcion a perlas de ligando-agarosa (por ejemplo, glutatién-agarosa en el caso de fusiones
GST), seguido de elucién en presencia de ligando libre.

VI. PROCEDIMIENTOS DE USO DE POLIPEPTIDOS DE B-GLUCOSIDASA Y CELULAS QUE EXPRESAN
POLIPEPTIDOS DE B-GLUCOSIDASA

Como se ha descrito arriba, los polipéptidos de B-glucosidasa de la presente invencion pueden usarse para catalizar
la hidrélisis de un dimero de azlcar con la liberaciéon del monémero de azucar correspondiente, por ejemplo, la
conversién de celobiosa con la liberacién de glucosa. Asi, la presente invencién proporciona un procedimiento para
producir glucosa, (a) proporcionando una celobiosa; y (b) poniendo en contacto la celobiosa con un polipéptido de B-
glucosidasa de la invencion en condiciones suficientes para formar una mezcla de reacciéon para convertir la
celobiosa en glucosa. El polipéptido de B-glucosidasa puede utilizarse en tales procedimientos en o bien forma
aislada o bien como parte de una composicién, tal como cualquiera de aquellas descritas en el presente documento.
El polipéptido de B-glucosidasa también puede proporcionarse en medios de cultivo de células o en un lisado celular.
Por ejemplo, después de producir el polipéptido de B-glucosidasa cultivando una célula huésped transformada con
un polinucleétido de B-glucosidasa o vector de la presente invencion, la B-glucosidasa no necesita aislarse del medio
de cultivo (es decir, si la B-glucosidasa es secretada en el medio de cultivo) o lisado celular (es decir, si la B-
glucosidasa no es secretada en el medio de cultivo) o se usa en forma purificada para ser Util en otros
procedimientos de uso del polipéptido de B-glucosidasa. Cualquier composicion, medio de cultivo celular o lisado
celular que contenga un polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencion puede ser adecuado para uso en
procedimientos que utilicen una [-glucosidasa. Por tanto, la presente invencién proporciona ademas un
procedimiento para producir glucosa: (a) proporcionando una celobiosa; y (b) poniendo en contacto la celobiosa con
un medio de cultivo o lisado celular o composicién que comprende un polipéptido de B-glucosidasa de la presente
invencién en condiciones suficientes para formar una mezcla de reaccidn para convertir la celobiosa en glucosa.

La presente invencién proporciona ademas composiciones que son Utiles para la conversion enzimatica de celobiosa
en glucosa. Por ejemplo, uno o mas polipéptidos de B-glucosidasa de la presente invencion pueden combinarse con
otra enzima y/o un agente que altera las propiedades de manipulacion del material a granel o procesabilidad
adicional de la(s) B-glucosidasa(s) (por ejemplo, un agente de ayuda del flujo, agua, tampén, un tensioactivo y
similares) o que mejora la eficiencia de la conversién de celobiosa en glucosa, como se describe en mas detalle en
el presente documento mas adelante. La otra enzima puede ser una B-glucosidasa diferente u otra enzima celulasa.

Mezclas de enzimas

En otro aspecto, la invencién proporciona una mezcla de enzimas que comprende un polipéptido de variante de Bgll
C1 como se describe en el presente documento. La mezcla de enzimas puede estar libre de células, o en
realizaciones alternativas, puede no separarse de células huésped que secretan un componente de mezcla de
enzimas. Una mezcla de enzimas libre de células normalmente comprende enzimas que se han separado de
cualquier célula. Las mezclas de enzimas libres de células pueden prepararse por cualquiera de una variedad de
metodologias que se conocen en la técnica, tales como metodologias de filtracion o centrifugacién. En ciertas
realizaciones, la mezcla de enzimas puede estar, por ejemplo, parcialmente libre de células, sustancialmente libre de
células o completamente libre de células.

La variante de Bgll C1 y cualquier enzima adicional presente en la mezcla de enzimas puede secretarse de una
Unica célula fungica genéticamente modificada o por diferentes microbios en fermentaciones combinadas o
separadas. Similarmente, la variante de Bgll C1 y cualquier enzima adicional presente en la mezcla de enzimas
puede expresarse individualmente o en sub-grupos de las diferentes cepas de diferentes organismos y combinarse
las enzimas in vitro para preparar la mezcla de enzimas. También se contempla que la variante de Bgll C1 y
cualquier enzima adicional en la mezcla de enzimas pueda expresarse individualmente o en sub-grupos de
diferentes cepas de un Unico organismo, y combinarse las enzimas para preparar la mezcla de enzimas. En algunas
realizaciones, todas las enzimas se expresan a partir de un Gnico organismo huésped, tal como la célula fangica
genéticamente modificada.

En algunas realizaciones, la mezcla de enzimas comprende otros tipos de celulasas, seleccionadas de celulasa

CBH, EG y BG. En algunas realizaciones, la celobiohidrolasa es celobiohidrolasa Il de T. reesei. En algunas
realizaciones, la endoglucanasa comprende un dominio catalitico derivado del dominio catalitico de una
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endoglucanasa de Streptomyces avermitilis. Véase la solicitud pendiente de tramitacién n® 12/751.985 incorporada
en el presente documento por referencia. En algunas realizaciones, la al menos un celulasa es Acidothermus
cellulolyticus, Termobifida fusca, Humicola grisea o Chrysosporium sp. Las enzimas celulasas de la mezcla de
celulasa funcionan juntas produciendo la descristalizacién e hidrolisis de la celulosa de un sustrato de biomasa para
dar azlcares solubles tales como, pero no se limitan a, glucosa (véanse Brigham y col., 1995, en Handbook on
Bioethanol (C. Wyman ed.) pag. 119-141, Taylor y Francis, Washington DC, que se incorpora en el presente
documento por referencia).

Se conocen mezclas de celulasas para la eficiente hidrélisis enzimatica de celulosa (véase, por ejemplo, Viikari y
col.,, 2007, “Thermostable enzymes in lignocellulose hydrolysis” Adv Biochem Eng Biotechnol 108:121-45, y
publicaciones de patente de EE.UU. US 2009/0061484; US 2008/0057541; y US 2009/0209009 a logen Energy
Corp.), cada una de las cuales se incorpora en el presente documento por referencia para todos los fines. En
algunas realizaciones, las mezclas de enzimas que se producen naturalmente o recombinantes purificadas se
combinan con materia prima celulésica o un producto de la hidrdlisis de celulosa. Alternativamente o ademas, una o
mas poblaciones de células, cada una de las cuales produce una o mas celulasas que se producen naturalmente o
recombinantes, pueden combinarse con materia prima celulésica o un producto de la hidrélisis de celulosa.

Un polipéptido de B-glucosidasa de variante de la invencion también puede estar presente en mezclas con enzimas
distintas de celulasas que degradan celulosa, hemicelulosa, pectina y/o lignocelulosa.

Una “hemicelulasa”, como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que puede catalizar la
hidrélisis de hemicelulosa en pequefios polisacaridos tales como oligosacaridos, o sacaridos monoméricos. Las
hemicelulosas incluyen xilano, glucuronoxilano, arabinoxilano, glucomanano y xiloglucano. Las hemicelulasas
incluyen, por ejemplo, las siguientes: endoxilanasas, B-xilosidasas, a-L-arabinofuranosidasas, a-D-glucuronidasas,
feruloil esterasas, cumarolil esterasas, a-galactosidasas, B-galactosidasas, B-mananasas y B-manosidasas. Por
tanto, una mezcla de enzimas puede comprender una variante de B-glucosidasa de la invenciéon y una o mas
hemicelulasas.

Una endoxilanasa (EC 3.2.1.8) cataliza la endohidrélisis de enlaces 1,4-B-D-xilosidicos en xilanos. Esta enzima
también puede denominarse endo-1,4-B-xilanasa o 1,4-B-D-xilano xilanohidrolasa. Una alternativa es EC 3.2.1.136,
una glucuronoarabinoxilano endoxilanasa, una enzima que puede hidrolizar enlaces 1,4-xilosidicos en
glucuronoarabinoxilanos.

Una B-xilosidasa (EC 3.2.1.37) cataliza la hidrélisis de 1,4-B-D-xilanos, para eliminar residuos de D-xilosa sucesivos
de los extremos no reductores. Esta enzima también puede denominarse xilano 1,4-B-xilosidasa, 1,4-B-D-xilano
xilohidrolasa, exo-1,4-B-xilosidasa o xilobiasa.

Una o-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) cataliza la hidrélisis de residuos de alfa-L-arabinofuranésido no
reductores terminales en alfa-L-arabinésidos. La enzima actlla sobre alfa-L-arabinofuranésidos, alfa-L-arabinanos
que contienen enlaces (1,3) y/o (1,5), arabinoxilanos y arabinogalactanos. La alfa-L-arabinofuranosidasa también se
conoce como arabinosidasa, alfa-arabinosidasa, alfa-L-arabinosidasa, alfa-arabinofuranosidasa,
arabinofuranosidasa, polisacéarido alfa-L-arabinofuranosidasa, alfa-L-arabinofurandésido hidrolasa, L-arabinosidasa y
alfa-L-arabinanasa.

Una alfa-glucuronidasa (EC 3.2.1.139) cataliza la hidrélisis de un alfa-D-glucuronésido en D-glucuronato y un
alcohol.

Una acetilxilanesterasa (EC 3.1.1.72) cataliza la hidroélisis de grupos acetilo de xilano polimérico, xilosa acetilada,
glucosa acetilada, acetato de alfa-naftilo y acetato de p-nitrofenilo.

Una feruloil esterasa (EC 3.1.1.73) tiene actividad de 4-hidroxi-3-metoxicinamoil-azucar hidrolasa (EC 3.1.1.73) que
cataliza la hidrdlisis del grupo 4-hidroxi-3-metoxicinamoilo (feruloilo) de un azlcar esterificado, que es normalmente
arabinosa en sustratos “naturales”, para producir ferulato (4-hidroxi-3-metoxicinamato). La feruloil esterasa también
se conoce como &cido ferulico esterasa, hidroxicinamoil esterasa, FAE-III, cinamoil éster hidrolasa, FAEA, cinAE,
FAE-I o FAE-II.

Una cumaroil esterasa (EC 3.1.1.73) cataliza una reaccién de la forma: cumaroil-sacarido + H(2)O = cumarato +
sacarido. El sacarido puede ser, por ejemplo, un oligosacarido o un polisacarido. Esta enzima también puede
denominarse trans-4-cumaroil esterasa, trans-p-cumaroil esterasa, p-cumaroil esterasa o0 acido p-cumarico esterasa.
La enzima también se encuentra dentro de EC 3.1.1.73, asi que también puede denominarse una feruloil esterasa.

Una a-galactosidasa (EC 3.2.1.22) cataliza la hidrdlisis de residuos de a-D-galactosa no reductores terminales en a-
D-galactosidos, que incluyen oligosacaridos de galactosa, galactomananos, galactanos y arabinogalactanos. Esta
enzima también puede denominarse melibiasa.

Una B-galactosidasa (EC 3.2.1.23) cataliza la hidrdlisis de residuos de -D-galactosa no reductores terminales en -
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D-galactésidos. Un polipéptido tal también puede ser capaz de hidrolizar a-L-arabinésidos. Esta enzima también
puede denominarse exo-(1->4)-B-D-galactanasa o lactasa.

Una B-mananasa (EC 3.2.1.78) cataliza la hidrolisis al azar de enlaces 1,4-B-D-manosidicos en mananos,
galactomananos y glucomananos. Esta enzima también puede denominarse manano endo-1,4-B-manosidasa o
endo-1,4-mananasa.

Una B-manosidasa (EC 3.2.1.25) cataliza la hidrdlisis de residuos de B-D-manosa no reductores terminales en B-D-
mandésidos. Esta enzima también puede denominarse mananasa 0 manasa.

También pueden incluirse una o mas enzimas que degradan pectina en una mezcla de enzimas que comprende una
variante de B-glucosidasa de la invencion. Una pectinasa cataliza la hidrélisis de pectina en unidades méas pequefias
tales como oligosacarido o sacaridos monoméricos. Una mezcla de enzimas puede comprender cualquier pectinasa,
por ejemplo, una endo- poligalacturonasa, una pectina metil esterasa, una endo-galactanasa, una pectina acetil
esterasa, una endo-pectina liasa, pectato liasa, alfa ramnosidasa, una exo-galacturonasa, una exo-poligalacturonato
liasa, una ramnogalacturonano hidrolasa, una ramnogalacturonano liasa, una ramnogalacturonano acetil esterasa,
una ramnogalacturonano galacturonohidrolasa o una xilogalacturonasa.

Una endo-poligalacturonasa (EC 3.2.1.15) cataliza la hidrélisis al azar de enlaces 1,4-a-D-galactosidurénicos en
pectato y otros galacturonanos. Esta enzima también puede denominarse poligalacturonasa pectina depolimerasa,
pectinasa, endopoligalacturonasa, pectolasa, pectina hidrolasa, pectina poligalacturonasa, poli-a-1,4-galacturénido
glicanohidrolasa, endogalacturonasa; endo-D-galacturonasa o poli(1,4-a-D-galacturénido) glicanohidrolasa.

Una pectina metil esterasa (EC 3.1.1.11 ) cataliza la reaccién: pectina + n H20 = n metanol + pectato. La enzima
también puede conocerse como pectina esterasa, pectina demetoxilasa, pectina metoxilasa, pectina metilesterasa,
pectasa, pectinoesterasa o pectina pectilhidrolasa.

Una endo-galactanasa (EC 3.2.1.89) cataliza la endohidrélisis de enlaces 1,4-B-D-galactosidicos en
arabinogalactanos. La enzima también puede conocerse como arabinogalactano endo-1,4-3-galactosidasa, endo-
1,4-B-galactanasa, galactanasa, arabinogalactanasa o arabinogalactano 4-p3-D-galactanohidrolasa.

Una pectina acetil esterasa cataliza la desacetilacion de los grupos acetilo en los grupos hidroxilo de los residuos
GalUA de pectina.

Una endo-pectina liasa (EC 4.2.2.10) cataliza la escision eliminativa de (1 —4)-a-D-galacturonano metil éster para
dar oligosacéaridos con grupos 4-desoxi-6-O-metil-a-D-galact-4-enuronosilo en sus extremos no reductores. La
enzima también puede conocerse como pectina liasa, pectina trans-eliminasa; endo-pectina liasa, transeliminasa
polimetilgalacturénica, pectina metiltranseliminasa, pectoliasa, PL, PNL o PMGL o (1 —4)-6-O-metil-a-D-
galacturonano liasa.

Una pectato liasa (EC 4.2.2.2) cataliza la escision eliminativa de (1 —4)-a-D-galacturonano para dar oligosacaridos
con grupos 4-desoxi-a-D-galact-4-enuronosilo en sus extremos no reductores. La enzima también puede conocerse
como transeliminasa poligalacturonica, acido péctico transeliminasa, poligalacturonato liasa, endopectina
metiltranseliminasa, pectato transeliminasa, endogalacturonato transeliminasa, acido péctico liasa, liasa péctica,
acido a-1,4-D-endopoligalacturénico liasa, PGA liasa, PPasa-N, acido endo-o-1,4-poligalacturénico liasa, acido
poligalacturénico liasa, pectina trans-eliminasa, acido poligalacturénico trans-eliminasa o (1 —4)-a-D- galacturonano
liasa.

Una alfa ramnosidasa (EC 3.2.1.40) cataliza la hidr6lisis de residuos de a-L-ramnosa no reductores terminales en a-
L-ramnosidos o alternativamente en ramnogalacturonano. Esta enzima también puede conocerse como a-L-
ramnosidasa T, a-L-ramnosidasa N o a-L-ramndésido ramnohidrolasa.

Una exo-galacturonasa (EC 3.2.1.82) hidroliza acido péptico del extremo no reductor, que libera digalacturonato. La
enzima también puede conocerse como exo-poli-a-galacturonosidasa, exopoligalacturonosidasa o
exopoligalacturanosidasa.

Una exo-galacturonasa (EC 3.2.1.67) cataliza una reaccién del siguiente tipo: (1,4-a-D-galacturénido)n + H20 = (1,4-
a-D-galacturénido)n-i + D-galacturonato. La enzima también puede conocerse como galacturano 1,4-a-
galacturonidasa, exopoligalacturonasa, poli(galacturonato) hidrolasa, exo-D-galacturonasa, exo-D-galacturonanasa,
exopoli-D-galacturonasa o poli(1,4-a-D-galacturénido) galacturonohidrolasa.

Una exopoligalacturonato liasa (EC 4.2.2.9) cataliza la escision eliminativa de 4-(4-desoxi-a-D-galact-4-enuronosil)-
D-galacturonato del extremo reductor de pectato, es decir, pectina desesterificada. Esta enzima puede conocerse
como pectato disacéarido-liasa, pectato exoliasa, acido exopéctico transeliminasa, exopectato liasa, &acido
exopoligalacturénico-trans-eliminasa, PATE, exo-PATE, exo-PGL o disacarido-liasa del extremo reductor de (1 —4)-
a-D-galacturonano.
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Un ramnogalacturonano hidroliza el enlace entre acido galactosilurénico y ramnopiranosilo en un modo endo en
estructuras de ramnogalacturonano estrictamente alternantes que consisten en el disacarido [acido (1,2-alfa-L-
ramnoil-(1,4)-alfa-galactosilurénico].

Una ramnogalacturonano liasa escinde enlaces a-L-Rhap-(1 —4)-a-D-GalpA en un modo endo en
ramnogalacturonano por beta-eliminacién.

Una ramnogalacturonano acetil esterasa cataliza la desacetilacion del esqueleto de ramnosa alternante y residuos
de &cido galacturénico en ramnogalacturonano.

Una ramnogalacturonano galacturonohidrolasa hidroliza acido galacturénico del extremo no reductor de estructuras
de ramnogalacturonano estrictamente alternantes en un modo exo. Esta enzima también puede conocerse como
xilogalacturonano hidrolasa.

Una endo-arabinanasa (EC 3.2.1.99) cataliza la endohidrdlisis de enlaces 1,5-a-arabinofuranosidicos en 1,5-
arabinanos. La enzima también puede conocerse como endo-arabinasa, arabinano endo-1 ,5-a-L-arabinosidasa,
endo-1,5-a-L-arabinanasa, endo-a-1,5-arabanasa; endo-arabanasa o 1,5-a-L-arabinano 1,5-a-L-arabinanohidrolasa.

Uno o mas enzimas que participan en la degradacién de lignina también pueden incluirse en una mezcla de enzimas
gue comprende una variante de B-glucosidasa de la invencién. La despolimerizacion de lignina enzimatica puede
llevarse a cabo por lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas, lacasas y celobiosa deshidrogenasas (CDH),
trabajando frecuentemente en sinergia. Estas enzimas extracelulares se denominan frecuentemente enzimas
modificadoras de lignina o LME. Tres de estas enzimas comprenden dos peroxidasas que contienen hemo
glucosiladas: lignina peroxidasa (LIP); peroxidasa dependiente de Mn (MNP); y, una fenoloxidasa lacasa que
contiene cobre (LCC).

Lacasa. Las lacasas son enzimas oxidasas que contienen cobre que se encuentran en muchas plantas, hongos y
microorganismos. Las lacasas son enzimaticamente activas en fenoles y moléculas similares y realizan una
oxidacion de un electron. Las lacasas pueden ser poliméricas y la forma enzimaticamente activa puede ser un
dimero o trimero.

Peroxidasa dependiente de Mn. La actividad enzimatica de peroxidasa dependiente de Mn (MnP) depende de Mn2+.
Sin quedar ligado a teoria, se ha sugerido que la funcién principal de esta enzima es oxidar Mn2+ a Mn3+ (Glenn y
col. (1986) Arch. Biochem. Biophys. 251:688-696). Posteriormente, los sustratos fendlicos se oxidan por el Mn3+
generado.

Lignina peroxidasa. La lignina peroxidasa es un hemo extracelular que cataliza la despolimerizacién oxidativa de
disoluciones diluidas de lignina polimérica in vitro. Algunos de los sustratos de LiP, mas en particular alcohol 3,4-
dimetoxibencilico (alcohol veratrilico, VA), son compuestos rédox activos que se ha mostrado que actdan de
mediadores rédox. El VA es un metabolito secundario producido al mismo tiempo que LiP por cultivos ligninoliticos
de P. chrysosporium y, sin quedar ligado a teoria, se ha propuesto que funciona como un mediador rédox fisiolégico
en la oxidacion catalizada por LiP de lignina in vivo (Harvey y col. (1986) FEBS Lett. 195, 242-246).

Una mezcla enzimatica que comprende una variante de 3-glucosidasa de la invencion puede comprender ademas al
menos una de las siguientes; una proteasa o una lipasa que participa en la degradacion de celulosa.

“Proteasa” incluye enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos (peptidasas), ademas de enzimas que hidrolizan
enlaces entre péptidos y otros restos, tales como azucares (glicopeptidasas). Muchas proteasas se caracterizan bajo
EC 3.4, y son adecuadas para su uso en la invencion. Algunos tipos especificos de proteasas incluyen cisteina
proteasas que incluyen pepsina, papaina y serina proteasas que incluyen quimotripsinas, carboxipeptidasas y
metaloendopeptidasas.

“Lipasa” incluye enzimas que hidrolizan lipidos, acidos grasos y acilglicéridos, que incluyen fosfoglicéridos,
lipoproteinas, diacilgliceroles y similares. En plantas, los lipidos se usan como componentes estructurales para
limitar la pérdida de agua e infeccion por patdégenos. Estos lipidos incluyen ceras derivadas de acidos grasos,
ademas de cutina y suberina.

Una mezcla de enzimas que comprende una variante de B-glucosidasa de la invencién también puede comprender
al menos una expansina o proteina similar a expansina tal como una swolenina (véase Salheimo y col., Eur. J.
Biohem. 269, 4202-4211, 2002) o una proteina similar a swolenina.

Las expansinas participan en la relajacion de la estructura de la pared celular durante el crecimiento celular de
plantas. Se ha propuesto que las expansinas alteran el enlace de hidrogeno entre celulosa y otros polisacaridos de
la pared celular sin tener actividad hidrolitica. De esta forma, se cree que permiten el deslizamiento de las fibras de
celulosa y el alargamiento de la pared celular. La swolenina, una proteina similar a expansina, contiene un dominio
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de la familia 1 del médulo de unién a hidrato de carbono (CBD) del extremo N y un dominio similar a expansina del
extremo C. Para los fines de la presente invencion, una proteina similar a expansina o proteina similar a swolenina
puede comprender uno o ambos de tales dominios y/o puede alterar la estructura de paredes celulares (tal como
alterar la estructura de celulosa), opcionalmente sin producir cantidades detectables de azlcares reductores.

Una mezcla de enzimas que comprende una variante de B-glucosidasa de la invencién también puede comprender
al menos uno de los siguientes: un producto de polipéptido de una proteina integrante de celulosa, escafoldina o una
proteina similar a escafoldina, por ejemplo, CipA o CipC de Clostridium thermocellum o Clostridium cellulolyticum,
respectivamente. Las escafoldinas y proteinas integrantes de celulosa son subunidades integrantes multifuncionales
que pueden organizar subunidades celuloliticas en un complejo multienzimatico. Esto se lleva a cabo por la
interaccion de dos clases complementarias de dominio, es decir, un dominio de cohesién sobre escafoldina y un
dominio de dockerina sobre cada unidad enzimatica. La subunidad de escafoldina también lleva un médulo de unién
a celulosa que media en la uniéon del celulosoma a su sustrato. Una escafoldina o proteina integrante de celulosa
para los fines de la presente invencion puede comprender uno o ambos de tales dominios.

Una mezcla de enzimas que comprende una variante de B-glucosidasa de la invencién también puede comprender
al menos una proteina inducida por celulosa o proteina modulante, por ejemplo, como se codifica por el gen cipl o
cip2 o genes similares de Trichoderma reesei (véase Foreman y col., J. Biol. Chem. 278(34), 31988-31997, 2003).

Una mezcla de enzimas que comprende una variante de B-glucosidasa de la invencién puede comprender un
miembro de cada una de las clases de los polipéptidos descritos anteriormente, varios miembros de una clase de
polipéptidos, o cualquier combinacién de estas clases de polipéptidos.

Otros componentes de composiciones de B-glucosidasa

Los polipéptidos de B-glucosidasa de la presente invencién pueden usarse en combinacién con otros componentes
opcionales tales como un tampén, un tensioactivo y/o un agente de rastreo. Un tampon puede usarse con un
polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencién (opcionalmente combinado con otras celulasas, que incluyen
otra B-glucosidasa) para mantener un pH deseado dentro de la disolucion en la que se emplea la B-glucosidasa. La
concentracién exacta de tampén empleada dependera de varios factores que el experto puede determinar.
Tampones adecuados son muy conocidos en la técnica. Un tensioactivo puede usarse adicionalmente en
combinacién con las celulasas de la presente invencion. Tensioactivos adecuados incluyen cualquier tensioactivo
compatible con la B-glucosidasa y, opcionalmente, con cualquier otra celulasa que se use. Tensioactivos a modo de
ejemplo incluyen tensioactivos aniénicos, no iénicos y anfoliticos.

Tensioactivos anionicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, alquilbencenosulfonatos lineales o ramificados;
étersulfatos de alquilo o alquenilo que tienen grupos alquilo o grupos alquenilo lineales o ramificados; sulfatos de
alquilo o alquenilo; olefinsulfonatos; alcanosulfonatos, y similares. Contraiones adecuados para tensioactivos
anionicos incluyen, por ejemplo, iones de metales alcalinos tales como sodio y potasio; iones de metales
alcalinotérreos tales como calcio y magnesio; i6n amonio; y alcanolaminas que tienen de 1 a 3 grupos alcanol de
numero de carbono 2 ¢ 3. Tensioactivos anfoliticos adecuados para su uso en la practica de la presente invencién
incluyen, por ejemplo, sulfonatos de sal de amonio cuaternario, tensioactivos anfoliticos tipo betaina y similares.
Tensioactivos no iénicos adecuados incluyen generalmente éteres de polioxalquileno, ademas de alcanolamidas de
acidos grasos superiores o aducto de 6xido de alquileno de las mismas, monoésteres de glicerina de acidos grasos y
similares. También pueden emplearse mezclas de tensioactivos como se conoce en la técnica.

Produccién de azucares solubles de biomasa celulésica

Los polipéptidos de B-glucosidasa de la presente invencion, ademas de cualquier composicion, medio de cultivo o
lisado celular que comprenda tales polipéptidos de pB-glucosidasa, pueden usarse en la produccién de
monosacaridos, disacaridos u oligdmeros de un mono- o di-sacarido como materia prima quimica o de fermentacién
de biomasa. Como se usa en el presente documento, el término “biomasa” se refiere a material biolégico vivo o
muerto que contiene un sustrato de polisacarido tal como, por ejemplo, celulosa, almidén, y similares. Por tanto, la
presente invencién proporciona un procedimiento de conversion de un sustrato de biomasa en un azlcar
fermentable, comprendiendo el procedimiento poner en contacto un medio de cultivo o lisado celular que contiene un
polipéptido de B-glucosidasa segun la invencién con el sustrato de biomasa en condiciones adecuadas para la
produccién del azicar fermentable. La presente invencién proporciona ademas un procedimiento de conversion de
un sustrato de biomasa en un azlcar soluble (o “fermentable”) (a) pretratando un sustrato de celulosa para aumentar
su susceptibilidad a la hidrdlisis; (b) poniendo en contacto el sustrato de celulosa pretratado de la etapa (a) con una
composicion, medio de cultivo o lisado celular que contiene un polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencion
(y opcionalmente otros celulasas) en condiciones adecuadas para la produccion del aztcar fermentable.

En algunas realizaciones, la biomasa incluye sustratos celuldésicos que contienen celulosa, hemicelulosa,
lignocelulosa. Sustratos celuldsicos incluyen, pero no se limitan a, que incluyen pero no se limitan a, madera, pulpa
de madera, pulpa de papel, hojas y tallos de maiz, fibra de maiz, arroz, residuo de procesamiento de papel y pulpa,
plantas lefiosas o herbaceas, pulpa de fruta o verdura, grano de destileria, céspedes, cascara de arroz, paja de trigo,
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algodon, cafiamo, lino, sisal, mazorcas de maiz, bagazo de cafia de azlcar, césped de pradera y mezclas de los
mismos. La biomasa puede pretratarse opcionalmente para aumentar la susceptibilidad de celulosa a la hidrolisis
usando procedimientos conocidos en la técnica tales como pretratamientos quimicos, fisicos y biolégicos (por
ejemplo, explosiéon por vapor, reduccion a pulpa, molienda, hidrélisis acida, exposicion a disolventes, y similares,
ademas de combinaciones beneficiosas de las mismas). En algunas realizaciones, la biomasa comprende plantas
transgénicas que expresan las enzimas ligninasa y/o celulasa que degradan lignina y celulosa. Véase, por ejemplo,
el documento US 20080104724, que se incorpora en el presente documento por referencia.

En algunas realizaciones, el polipéptido de B-glucosidasa y las composiciones que contienen polipéptido de -
glucosidasa, medios de cultivo celular y lisados celulares pueden hacerse reaccionar con la biomasa o biomasa
pretratada a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 100 °C,
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 90 °C, aproximadamente 30 °C a aproximadamente 80 °C,
aproximadamente 40 °C a aproximadamente 80 °C y aproximadamente 35 °C a aproximadamente 75 °C. Por tanto,
la biomasa puede hacerse reaccionar con los polipéptidos de B-glucosidasa y composiciones que contienen
polipéptido de B-glucosidasa, medios de cultivo celular y lisados celulares a una temperatura de aproximadamente
25 °C, a aproximadamente 30 °C, a aproximadamente 35 °C, a aproximadamente 40 °C, a aproximadamente 45 °C,
a aproximadamente 50 °C, a aproximadamente 55 °C, a aproximadamente 60 °C, a aproximadamente 65 °C, a
aproximadamente 70 °C, a aproximadamente 75 °C, a aproximadamente 80 °C, a aproximadamente 85 °C, a
aproximadamente 90 °C, a aproximadamente 95 °C y a aproximadamente 100 °C. Ademas de las temperaturas
descritas anteriormente, condiciones adecuadas para convertir un sustrato de biomasa en un azlcar fermentable
gue emplean un polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencién (opcionalmente en una composicion, medio
de cultivo celular o lisado celular) incluyen llevar a cabo el procedimiento a un pH en un intervalo de
aproximadamente pH 3,0 a aproximadamente 8,5, aproximadamente pH 3,5 a aproximadamente 8,5,
aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 7,5, aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 7,0 y
aproximadamente pH 4,0 a aproximadamente 6,5. Aquellos expertos habituales en la materia apreciaran que los
tiempos de reaccion para convertir un sustrato particular de biomasa en un azucar fermentable pueden variar, pero
el tiempo de reaccion optimo puede determinarse facilmente. Tiempos de reacciéon a modo de ejemplo pueden estar
en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 240 horas, de aproximadamente 5 a aproximadamente
180 h y de aproximadamente 10 a aproximadamente 150 h. Por ejemplo, el tiempo de incubaciéon puede ser al
menos 1 h, al menos 5 h, al menos 10 h, al menos 15 h, al menos 25 h, al menos 50 h, al menos 100 h, al menos
180 y similares.

La reaccion de la B-glucosidasa con sustrato de biomasa o sustrato de biomasa pretratado bajo estas condiciones
puede producir la liberacion de cantidades sustanciales de los azlcares solubles del sustrato. Por ejemplo al menos
el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80
%, al menos el 90 % o mas azlcar soluble puede estar disponible con respecto a la liberacién de azicar por C1
natural. En algunas realizaciones, la cantidad de azUcar soluble puesta a disposicion puede ser al menos 2 veces, al
menos 3 veces, al menos 4 veces o0 al menos 5 veces superior a la puesta a disposicién por C1 natural bajo las
mismas condiciones. En algunas realizaciones, los azlcares solubles comprenderan glucosa.

Los azucares solubles producidos mediante los procedimientos de la presente invencién pueden usarse para
producir un alcohol (tal como, por ejemplo, etanol, butanol, y similares). Por tanto, la presente invencion proporciona
un procedimiento de producciéon de un alcohol, en el que el procedimiento comprende (a) proporcionar un azucar
fermentable producido usando un polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencion en los procedimientos
descritos arriba; (b) poner en contacto el azlcar fermentable con un microorganismo fermentante para producir el
alcohol u otro producto metabdlico; y (c) recuperar el alcohol u otro producto metabdlico.

En algunas realizaciones, el polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencion, o composicion, medio de cultivo
celular o lisado celular que contiene el polipéptido de B-glucosidasa, puede usarse para catalizar la hidrélisis de un
sustrato de biomasa a un azlcar fermentable en presencia de un microorganismo fermentante tal como una levadura
(por ejemplo, Saccharomyces sp. tal como, por ejemplo, S. cerevisiae, Pichia sp., y similares) u otros
microorganismos fermentantes C5 o C6 que son muy conocidos en la técnica (por ejemplo, Zymomonas sp., E. coli)
para producir un producto final tal como etanol. En un ejemplo se usa un procedimiento de sacarificacion y
fermentacion (SSF) simultanea en el que los azucares fermentables (por ejemplo, glucosa y/o xilosa) se eliminan del
sistema por el procedimiento de fermentacion.

Los azucares solubles producidos por el uso de un polipéptido de B-glucosidasa de la presente invencion también
pueden usarse en la produccién de otros productos finales tales como, por ejemplo, acetona, un aminoacido (por
ejemplo, glicina, lisina y similares), un &acido organico (por ejemplo, acido lactico y similares), glicerol, un diol (por
ejemplo, 1,3-propanodiol, butanodiol, y similares) y piensos animales.

Un experto en la materia apreciara facilmente que las composiciones de polipéptido de -glucosidasa de la presente
invencion pueden usarse en forma de una disolucion acuosa o un concentrado sélido. Cuando se emplean
disoluciones acuosas, la disolucion de B-glucosidasa puede diluirse facilmente para permitir concentraciones
precisas. Un concentrado puede estar en cualquier forma reconocida en la materia que incluye, por ejemplo,
liquidos, emulsiones, suspensiones, gel, pastas, granulos, polvos, un aglomerado, un disco solido, ademas de otras
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formas que son muy conocidas en la técnica. También pueden usarse otros materiales con o incluidos en la
composicion de B-glucosidasa de la presente invencidon segln se desee, que incluyen piedras, piedra pomez,
cargas, disolventes, activadores de enzimas y agentes antirredeposicion dependiendo del uso previsto de la
composicion.

Ademas del uso para la conversion de biomasa celulésica, los polipéptidos de B-glucosidasa y composiciones de los
mismos también pueden usarse en la industria alimentaria y de las bebidas, por ejemplo, en el procedimiento de
elaboracion de vinos para la eficaz liberacién de monoterpenoles (véase, por ejemplo, Yanai y Sato (1999) Am. J.
Enol. Eitic., 50:231 - 235, que se incorpora en el presente documento por referencia) y para la preparacion de tofl
enriquecido en glicona isoflavona (véase, por ejemplo, Mase y col., (2004) J. Appl. Glycosci., 51:211 - 216, que se
incorpora en el presente documento por referencia). Los polipéptidos de B-glucosidasa de la presente invencion
también pueden emplearse en composiciones de detergente para mejorar el rendimiento de limpieza (véanse, por
ejemplo, los documentos USP 7.244.605; US 5.648.263 y WO 2004/048592, que se incorporan en el presente
documento por referencia).

Lo anterior y otros aspectos de la invencién pueden entenderse mejor a proposito de los siguientes ejemplos no
limitantes.

VII: EJEMPLOS

Ejemplo 1: Adquisicion del gen de B-glucosidasa 1 de C1 natural (Bgll C1) y construccién de vectores de expresion

Se sintetiz6 ADNc de Bgll C1 natural y se verifico la secuencia de ADN. El gen se cloné en un vector lanzadera de
Saccharomyces cerevisiae/C1 pYTDX20 usando sitios de clonacion PmIl. El péptido sefial y el gen estuvieron bajo
el control de un promotor de quitinasa (Pchi). El vector contuvo REP2, repl y el origen de replicacion de proteina D
(parcial) para S. cerevisiae y un marcador de resistencia a URA3. El plasmido resultante (pYTDX20-C1 bgll) se
transformé en la cepa INVSC1 de S. cerevisiae, y las células huésped transformadas se cultivaron en HTP para la
produccién de proteina Bgll C1. Se verificd la secuencia de Bgll C1 de los transformantes. La porcion que codifica
proteina de la secuencia de ADNc de Bgll C1 natural se proporciona como SEC ID N°: 1y el polipéptido codificado
se proporciona como SEC ID N°: 2. Los 19 primeros residuos de SEC ID N°: 2 se muestran en negrita y comprenden
el péptido sefial.

Ejemplo 2: Procedimiento en matraz con agitacion

Una Unica colonia de S. cerevisiae que contenia un plasmido con el gen de ADNc de Bgll C1 se inocul6 en 1 ml de
caldo de uracilo definido sintético (SD-ura) (2 g/l de Drop-out sintético menos uracilo sin base nitrogenada de
levadura (de United States Biological, Swampscott, MA), 5 g/l de sulfato de amonio, 0,1 g/l de cloruro de calcio, 2
mg/l de inositol, 0,5 g/l de sulfato de magnesio, 1 g/l de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) 0,1 g/l de cloruro
sédico) que contenia 6 % de glucosa. Las células se cultivaron durante 24 h en una estufa de incubacion a 30 °C
con agitacion a 250 rpm. Entonces, 500 pl del cultivo durante la noche se diluyeron en 50 ml de medio SD-ura que
contenia 2 % de glucosa en un matraz con agitacion estéril con deflectores de 250 ml y se incub6 a 37 °C durante 48
h. Las células se sedimentaron por centrifugaciéon (4000 rpm, 15 min, 4 °C). El sobrenadante de medio claro que
contenia la enzima Bgll C1 secretada se recogié y se guardé a -20 °C hasta que se uso.

Ejemplo 3: Ensayos para determinar la actividad de B-glucosidasa

La actividad de B-glucosidasa puede determinarse tanto por un ensayo de para-nitrofenil-B-D-glucésido (pNPG)
como un ensayo de celobiosa.

Se us6 un ensayo basado en pNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido) colorimétrico para medir la actividad de B-
glucosidasa. En un volumen total de 150 pl, 75 pl de sobrenadante de medio claro que contenian enzima Bgll C1 se
afiadieron a 75 pul de disolucién de pNPG 3 mM (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO) en tampdn acetato sédico 300
mM, pH 5. Las reacciones se incubaron a pH 5, 50 °C durante 1,5 h. Después de la reaccion, 75 pl de la mezcla de
reaccion se inactivaron con 75 pl de disolucion de carbonato sédico 1 M a pH 11. La absorbancia de la disolucién se
midié a 405 nm para determinar la conversiéon de pNPG en p-nitrofenilo. La cantidad de producto de p-nitrofenol se
midi6 espectrofotométricamente a 405 nm para calcular la actividad de B-glucosidasa como se describe por Breves y
col. (1997), Appl. Environmental Microbiol. 63:3902-3910. La actividad de B-glucosidasa detectable se observé bajo
condiciones de seleccion de alto rendimiento (pH 5, 65 °C).

La actividad de B-glucosidasa también se determind usando un ensayo de celobiosa, que usé celobiosa (Sigma-
Aldrich, Inc., St. Louis, MO) como sustrato. En un volumen total de 150 pl, 75 pl de sobrenadante de medio claro que
contenian enzima Bgll C1 se afiadieron a 75 pl de 6,6 g/l de celobiosa en tampdn acetato sédico 300 mM (pH 5). La
reaccion se incub6 a 65 °C durante 21 horas con agitacion. La produccién de glucosa se determiné usando un kit de
ensayo de glucosa enzimatico (K-GLUC, Megazyme, Bray, Co. Wicklow, Irlanda). En un volumen total de 200 pl, 15
pl de la mezcla de reaccion de Bgll C1 se afiadieron a 185 ul de reactivo de determinacién de glucosa (reactivo
GOPOD, suministrado como parte del kit de ensayo de K-GLUC). La reaccion se incub6 a 50 °C durante 30 minutos
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y la absorbancia de la disolucién se midié a 510 nm. La enzima glucosa oxidasa en el reactivo GOPOD reacciona
con glucosa y produce peréxido de hidrégeno que luego reacciona con 4-aminoantipirina en el reactivo para producir
un colorante de quinoneimina. La cantidad de colorante de quinoneimina se midié6 espectrofotométricamente a 510
nm para calcular la actividad de B-glucosidasa. La conversion de celobiosa a glucosa también se midié usando un
Agilent HPLC 1200 equipado con columna de exclusion iénica HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) con agua como
eluyente a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min a 80 °C. Los tiempos de retencién de la celobiosa y la glucosa fueron
4,7 y 5,8 minutos, respectivamente. La actividad de B-glucosidasa detectable se observd bajo condiciones de
seleccidn de alto rendimiento (pH 5, 65 °C).

Ejemplo 4: Evaluacién de la actividad 6ptima de Bgll C1

El perfil de actividad de Bgll C1 nativa se investigd a diferentes temperaturas (50 °C, 60 °C y 65 °C) y pH (3,5-7,5)
usando celobiosa (3,3 g/l) como sustrato. Los procedimientos experimentales y analiticos se describen en el Ejemplo
3. Bgll C1 presento actividad 6ptima a pH 5y 50 °C, y la actividad de B-glucosidasa detectable (20 % de actividad
optima) se observé bajo condiciones de seleccion de alto rendimiento (pH 5 y 65 °C).

Ejemplo 5: Ensayos de alto rendimiento para identificar variantes de Bgll C1 mejoradas

Se transformaron bibliotecas de plasmidos que contenian genes Bgll C1 de variante en la cepa INVSC1 de S.
cerevisiae y se sembraron sobre placa de agar con SD-ura que contenia 2 % de glucosa. Después de la incubacion
durante al menos el 48 horas a 30 °C, las colonias se recogieron usando un recolector de colonias robotizado Q-
bot® (Genetix USA, Inc., Beaverton, OR) en placas de microtitulacion de pocillos de 96 pocillos poco profundas que
contenian 200 pl de medio SD-ura y 6 % de glucosa. Las células se cultivaron durante 24 horas a 30 °C con
agitacion a 250 rpm y 85 % de humedad. Entonces, 20 pl de este cultivo durante la noche se transfirieron a placas
de microtitulaciéon de 96 pocillos (pocillo profundo) que contenian 380 ul de medio SD-uray 2 % de glucosa como se
ha descrito en el Ejemplo 2. Las placas se incubaron a 37 °C con agitaciéon a 250 rpm y 85 % de humedad durante
48 horas. Las placas profundas se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante de medio claro
gue contenia la enzima Bgl1 C1 secretada se us6 para el ensayo de pNPG de alto rendimiento o de celobiosa.

Las bibliotecas de Bgll C1 se cribaron con alto rendimiento usando tanto ensayos de termoactividad como de
termoestabilidad. En el ensayo de termoactividad, las variantes de Bgll C1 se cribaron con un ensayo de alta
seleccién basado en celobiosa (sustrato: celobiosa; pH: 5,0; temperatura: 65 °C; tiempo: 21 h). Las variantes de Bgll
C1l activas identificadas a partir del ensayo de termoactividad se sometieron posteriormente al ensayo de
termoestabilidad. En el ensayo de termoestabilidad, las muestras de sobrenadante del medio HTP que contenian las
enzimas de variante de Bgll C1 se preincubaron a pH 5, 65 °C durante 0 6 6 horas. La actividad enzimatica residual
después de la exposicion térmica se midid6 usando pNPG como sustrato a pH 5, 50 °C durante 1,5 h como se
describe en el Ejemplo 3.

Ensayo de termoactividad

La seleccion por termoactividad fue un ensayo de alto rendimiento basado en celobiosa (HTA). En placas de
microtitulacién de 96 pocillos poco profundas, 75 pl de sobrenadante de medio que contenia la enzima de variante
de Bgll C1 se afiadieron a 75 ul de 6,6 g/l de celobiosa en tampo6n acetato sédico 300 mM a pH 5,0. Después de
sellar con cinta de termosellado de laminado de aluminio/polipropileno (velocidad 11 (Menlo Park, CA), cat. n®
06643-001), las placas se agitaron a 65 °C durante 21 h. Las placas se centrifugaron durante 5 minutos a 4000 rpm.
En placas de microtitulacion claras de pocillos poco profundos, 15 pl de la mezcla de reaccion se inactivaron con 185
pl de disolucion de reactivo GOPOD por pocillo. Las disoluciones se mezclaron suavemente durante 3 veces y la
absorbancia se midié a 510 nm para la identificacion de variantes de Bgll C1 de termoactividad mejorada.

Ensayo de termoestabilidad

La seleccion por termoestabilidad fue un ensayo de alto rendimiento basado en pNPG. En placas de microtitulacion
de 96 pocillos poco profundas, 180 pl de sobrenadante de medio que contenia la enzima de variante de Bgll C1
activa se mezclaron con 30 pl de tampdén acetato sédico 1 M a pH 5,0. De un total de 210 pl de la disolucién de
enzima, 120 pl de la disoluciéon de enzima se transfirieron a placas de PCR de 96 pocillos para el tratamiento de
exposicion térmica y los 90 pl de disoluciéon de enzima que quedaron en las placas de 96 pocillos poco profundas se
usaron como muestra de enzima Bgll C1 sin exponer. Después de sellar con cinta de termosellado de laminado de
aluminio/polipropileno (velocidad 11 (Menlo Park, CA), cat. n°® 06643-001), las placas de PCR se calentaron en el
ciclador térmico (MJ Research, Waltham, MA) a 65 °C durante 6 h. Después de la exposicion térmica, 90 ul de la
disolucién de enzima expuesta se transfirieron a placas de 96 pocillos poco profundos. Para iniciar la reaccién de
pNPG, en placas de 96 pocillos poco profundos, 90 pl de disoluciones de enzima sin exponer o expuesta se
mezclaron con 10 pl de disolucién de pNPG 15 mM (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO) en tampon acetato sddico
150 mM, pH 5. Las reacciones se incubaron a pH 5, 50 °C durante 1,5 h. Después de la reaccién, 100 pl de
disolucién de carbonato sédico 1 M a pH 11 se afiadieron a la mezcla de reaccion para extinguir la reaccion. La
absorbancia de la disolucion se midié a 405 nm para determinar la conversion de pNPG a p-nitrofenilo. La actividad
residual se calculé usando la formula:
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% de actividad residual = 100 x (absorbancia de las muestras cuestionadas / absorbancia de las muestra s
no cuestionadas

Las actividades residuales de variantes de Bgll C1 se compararon con las de la enzima nativa para identificar las
variantes de termoestabilidad mejorada.

Ejemplo 6: Actividades y estabilidades de B-glucosidasa mejoradas de variantes de Bgll C1 manipuladas

Las variantes de Bgll C1 mejoradas se identificaron de la seleccion de alto rendimiento de diversas bhibliotecas de
variantes de Bgll C1 como se describe en el Ejemplo 5. Una secuencia de variante de referencia que presenta
actividad y estabilidad mejoradas en comparacion con Bgll C1 natural se seleccion6 como proteina de referencia
(variante 3, como se muestra en las Tablas 2 y 3) y se generaron variantes de Bgll C1 adicionales y se evaluaron
como se indica en la leyenda de la Tabla 3 para identificar variantes que tenian estabilidad y actividad mejoradas
con respecto a la secuencia de referencia de la variante 3. Entonces, una de las variantes mejoradas de esta ronda
se selecciond como proteina de referencia (variante 269, como se muestra en la Tablas 3 y 4) y se generaron
variantes de Bgll C1 adicionales y se evaluaron como se describe en la leyenda de la Tabla 4 para identificar
variantes que tenian estabilidad y actividad mejoradas con respecto a la variante 269. Una variante (variante 481,
como se muestra en las Tablas 4 y 5) se seleccioné de esta ronda como proteina de referencia y se generaron
variantes de Bgll C1 adicionales y se evaluaron como se describe en la leyenda de la Tabla 5 para identificar
variantes que tenian estabilidad y actividad mejoradas con respecto a la variante 481. Entonces se seleccionaron
dos variantes (variante 647, como se muestra en la Tablas 5 y 6; y variante 664 como se muestra en la Tablas 5 y
7). Cada variante sirvi6 de proteina de referencia para separar rondas de seleccion. Se generaron variantes de Bgll
C1 adicionales y se evaluaron como se describe en la leyenda de la Tabla 6 para identificar variantes que tenian
estabilidad y actividad mejoradas con respecto a la variante 647. También se generaron variantes de Bgll C1 y se
evaluaron como se describe en la leyenda de la Tabla 7 para identificar variantes que tenian estabilidad y actividad
mejoradas con respecto a la variante 664.

Las Tablas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 resumen la mejora en termoactividades y termoestabilidades de ciertas variantes de Bgll
C1 englobadas por la invencion.

Ejemplo 7: Produccién de variantes de B-glucosidasa mejoradas en el huésped C1

Se usé un procedimiento de fermentacion de dos etapas (inoculacidon y fermentaciones principales a partir de
esporas) para expresar genes de variantes Bgll C1 en C1. Seis plasmidos que contenian genes de variantes Bgll
C1 se transformaron en la cepa C1 y se sembraron sobre placas de agar que contenian medio M3-01 con 22,93 %
de sacarosa (componentes del medio M3-01: 6,0 g/l de nitrato soédico, 0,52 g/l de cloruro de potasio, 1,52 g/l de
fosfato de potasio monobasico (KH2PQO.), 0,24 g/l de sulfato de magnesio, 1,6 mg/l de sulfato de cobre (Il)
pentahidratado (CuS0O4-5H,0), 5 mg/l de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4-7H;0), 22 mg/l de sulfato de cinc
heptahidratado (ZnS0O4-7H,0), 5 mg/l de cloruro de manganeso (ll) tetrahidratado (MnCl,-4H,0), 1,8 mg/l de sulfato
de cobalto (II) heptahidratado (CoS04-7H,0), 1,5 mg/l de molibdato de sodio dihidratado (NazMoO4-2H,0), 11 mg/l
de acido bérico, 50 mg/l de EDTA, 10,0 g/l de glucosa, 1,0 g/l de aminoacidos CAS (Tritium Microbiologie B. V., Los
Paises Bajos), 16 g/l de agar, 1 ml/l de 1000x Pen/Estrep después de la esterilizacion (1000x Pen/Estrep: 2 g de
penicilina G y 5 g de estreptomicina disuelta en 100 ml de H,O, esterilizada por filtracién). El pH del medio se ajustod
a 6,5 con KOH 10 M y se esterilizd en autoclave durante 25 minutos a 121 °C. Las placas se incubaron a 35 °C
durante 5 dias. Las esporas recogidas de las placas de agar se usaron para inocular un medio de in6culo F1-01 de
100 ml esterilizado en un matraz Erlenmeyer de 500 ml para alcanzar 5+10%-10° esporas/ml de nimero de esporas
inicial (componentes del medio de in6culo F1-01: 0,50 g/l de fosfato de potasio dibasico (K:HPO,), 0,05 g/l de cloruro
de potasio, 0,007 g/l de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4-7H20), 1,00 g/l de extracto de levadura (solo KAT), 10
g/l de Pharmamedia (Traders Protein, Lubbock, TX, EE.UU.), 10 g/l de D(+)lactosa monohidratada, 10 g/l de glucosa
después de la esterilizacion, 1 ml/l de 1000x Pen/Estrep después de la esterilizacion (1000x Pen/Estrep: 2 g de
penicilina G y 5 g de estreptomicina disuelta en 100 ml de H,O, esterilizada por filtracién). El pH del medio se ajusté
a 7,0 con NaOH 10 M y se esterilizd en autoclave durante 25 minutos a 121 °C (el pH del medio después de la
esterilizacion fue 6,5). Para preparar cultivo de indculo, el matraz se incub6 a 35 °C, 85 % de humedad durante 3
dias con agitacion a 250 rpm y 25 mm de desplazamiento. 15 ml del medio de fermentacion principal esterilizado en
un matraz Erlenmeyer de 100 ml se inocularon con 750 pl del cultivo de indculo obtenido (componentes del medio de
fermentacién principal F1-01: 0,66 g/l de fosfato de potasio dibasico (K:HPO,), 0,24 g/l de fosfato de potasio
monobasico (KH2PO.), 8,00 g/l de sulfato de amonio, 12,00 g/l de citrato de sodio tribasico deshidratado, 0,15 g/l de
extracto de levadura (solo KAT), 0,09 g/l de sulfato de magnesio heptahidratado, 0,80 g/l de cloruro de calcio
dihidratado, 24,80 g/l de Pharmamedia (Traders Protein, Lubbock, TX, USA), 26,40 g/l de D(+)lactosa
monohidratada, 64,80 g/l de celulosa (AlphaCel BH200A)). El medio se esteriliz6 en autoclave durante 25 minutos a
121 °C. La fermentacién principal se llevé a cabo por incubacion a 35 °C, 85 % de humedad durante 6 dias con
agitacion a 300 rpm y 25 mm de desplazamiento. Después de acabar la fermentacién principal, las células se
sedimentaron por centrifugacién (4500 rpm, 15 min, 4 °C). El sobrenadante de medio claro que contenia la enzima
Bgll C1 secretada se recogid y se guardo a -20 °C hasta que se uso.
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Ejemplo 8: Termoestabilidades mejoradas de variantes de 3-glucosidasa producidas en el huésped C1

Ocho variantes de Bgll C1 (3, 8, 70, 109, 143, 194, 269 y 270) y enzima nativa, producidas en el huésped C1, se
caracterizaron para determinar sus estabilidades a alta temperatura (65 °C). Las muestras que contenian diversas
enzimas de variante de Bgll C1 se pre-incubaron a pH 5, 65 °C durante 0, 6 6 24 h. La actividad enzimatica residual
después de la exposicién térmica se midié6 usando pNPG como sustrato a pH 5, 50 °C durante 20 min. La mejor
variante de las ocho present6 hasta 34 veces de mejora en la estabilidad con respecto a la enzima nativa (FIGURA
1Ay FIGURA 1B). La comparacién de los perfiles de estabilidad de la enzima nativa y las ocho variantes de Bgll C1,
producidas a partir de levadura y a partir de C1, mostré buena correlacion entre los dos huéspedes. (FIGURA 1 C).

Ejemplo 9: Termoestabilidades de variantes de Ball de C1

Las termoestabilidades de las variantes de Bgll C1 mejoradas 3, 26 y 481 se compararon con las de la enzima Bgll
C1 nativa. La actividad enzimatica residual después de 24 h de incubacién a pH 4,5, 65 °C se midi6 usando pNPG
como sustrato a pH 5, 50 °C durante 20 min. La FIGURA 2A muestra que la variante 481 tuvo el mayor aumento en
la actividad tras la exposicion térmica.

La termoestabilidad de la variante de Bgll C1 mejorada 664 se compar6 con la de la variante 481. La actividad
enzimatica residual después de 4 h de incubacion a pH 4, 65 °C se midié usando pNPG como sustrato a pH 5, 50 °C
durante 20 min. La FIGURA 2B muestra que la variante 664 tuvo actividad enzimatica mejorada después de la
exposicidn térmica con respecto a la variante 481.

La termoestabilidad de las variantes de Bgll C1 mejoradas 3, 481, 664, 916, 885 y 871 se compard con la enzima
nativa (FIGURA 3). La actividad enzimatica residual se midié después de 72 h de incubacién a pH 4,5, 65 °C usando
un ensayo de pNPG a pH 5, 50 °C durante 20 min. Los resultados mostraron que las variantes 664, 916, 885y 871
retuvieron actividad sustancial.

La actividad especifica de la variante 871 se compar6 con la enzima nativa, es decir, natural usando un ensayo de
celobiosa (pH 4,5 o pH 5, 55 °C-75 °C; 8 g/l de celobiosa, 18 h de reaccién). La FIGURA 4 muestra que la variante
871 produjo mas glucosa en el ensayo que la enzima nativa.

La FIGURA 5 muestra un alineamiento de las variantes 871, 916, 885, 664, 647, 481, 269 y 3 con la secuencia de
aminoacidos de Bgll C1 nativa.
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atgaaggobg
gaatogagaa
cggacgaato
toccaaabga
cagtacabog
gactooooko
gtbgotgota
QUCaaaggca
coogagggocy
atgtcogaga
atLggaaacy
atcagogaas
cogbbbgoog
aacaactogt
gagkkbocagy
grogohogto
Lggggogoca
Facatggoca
cogatcaact

cagggocbacs
cgggagattg
aagooaaagt
ggotglagca
goraackakco
ggracgagac
Cogoaggooa
Bacgtagacy
cbggtcaaga
coggtoctoc
ctboogggoe
Qoogoeagob
tacaagooga
gacktacogok
cbLgagotaca
taccggocca
Ctogaggackt
tacctcaaca
gaggagLicc
ggcggaaact
gacatcacga
gocgatoccy
gougagaca
acggtgoagg
coggaagtbgg

chgogobhta
aggttoacca
Coaacgooga
crobgobaga
gooaagbagg
Coggoaktoog
cotgggatbog
agggcaccaa
gtocgtaactg
Ccgatcaagog
AgCaggagca
coobotocho
atgoogtoog
acgoobgoca
gobbogtaak
togatatgoo
abctoacock
Lgogoatcak
tebeottabg
aggagattaa
cogooaagag
togtggoogk
acogoggcty
cgtacctogt
acgagagogt
akLgoaacogs
gtaacgaggyg
acgbctogag
cgacogakbtyg
aggagbtoggg
cgacacbboac
ataatggcaa
actbogacaa
coacctboga
cgacgggoac
acctottooo
CgaCogacon
Ceeoacccca
Ccoococoggogg
atacgggobg
aggatococad
ggcagttoac
actgggtoat
atcbcaagat
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chgootabto
gaagooocks
cggotgggog
qadgatoaad
cgogatooct
aggagoogac
cggbetgatyg
tgtoocttote
ggaaggctLo
cabbcaggat
cbbcagacag
caacattgac
gocoggcgle
gadacbocgaag
gagcgactag
catgoogggo
Ccgooghbooto
goooegoeote
gacogacgac
Ctococacgtt
Cacggbgotg
Catcggogan
Caacgaaggeo
CLooooogac
CoLgtocaac
categbobbe
cgaccgtaag
cbgotgcage
gbacgacaac
caactooato

Ltggggoaag
tggtgogooc
gagbEgacgat
gbacagoaac
CAaCggoooag
caaggacgag
codggagggac
cgocacocgat
Caacogooag
cogbbgbaggo
ggtgcagotg
cggoogoctg
cagoaggtat
bgagotboct

ggoagtacco
gogagatchtg
qagaectacg
Ctgaccacgg
cgocttggac
Cacaactoag
Caccgtogog
ggaccagLog
gehccagalc
JCLggegLoa
gtgoocagaag
gacaagacca
ggcbectgtca
cogotgaacy
Ccaggcacago
gacacccagt
aacggcacag
Ltcaaggtoa
acttatggoo
gacgboogog
ctgaagaata
gatgobggot
acgobogooa
guagogchoc
tacgoogagy
gtocaakbgoog
aacctgacte
aacaccatog
cocaacatoca
acocgacgbgo
acoCgogasa
caacaggack
gactoggtca
atcogogtog
qoocogangt
EECCCetach
Loggoogato
gacgaceooa
Chgtacgaca
gqaggaggtac
cgogactiog
ACgogoagag
CoCcaagacog
tga

ttgoogttgo
BRSCEEEEEA
COCAgOUCaa
gagtoggotg
ttogoagtot
cabboocoote
gotacgeaat
coggoocoot
CogLoCEEac
Lcgotbghgo
cccagggata
Cgoacgagot
tgtgctogta
acctoctcaa
acactggogo
Coaacackag
Eocobgosta
crCaagaccac
cgatooacktyg
Cogaccacgy
Coaggot St
cgagooocaa

Lggootaggy
BggCcoaqgc
aaaagacaaa
actcaggoga
tocbggaacaa
togboatoca
cggooattct
tttacggcaa
gotabggoge
toacogaggg
tctacgagtt
tcaagtocaa
ctggcaactt
Lotadcagta
cocactacgg
agoogohoot
CEgtcLacac
cgragctcta
acaggatgog
atctgagoaa
catatgttgg

aggogooatt
coogLogooa
gtootbbgia
gggggctgag
gtgoatgeoat
tggoocagacs
gogroaggay
Lgaoogoaty
COOgcatogge
gaagoactLt
cggttacaac
cbaccbtbgyg
coagoaggbe
gJaacgagobt
agCaagogoc
agboaglbbe
cogbotagas
cgacctggaa
QooogoCasyg
caacctoate
acooctgaac
COgQgooCaac
atcogacaca
Catcsaggac
ggctokggte
aggotacate
cgglgatact
choggkbocggo
cbgggcrggt
ggtcaaccoo
g@acaboctg
cgtoetteoace
COgooacgago
Ccgboagogang
ctocacogac
catctacceg
coagacogos
cogotocbog
aatcacggoc
cgtotogoty
gatogaacos
ctgggacgts
gaggagcagc

SEQ ID N °: 2: De tipo salvaje C1 Bgl1 polipéptido de secuencia; péptido sefial se indica en negrita
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L
120
180
240
300
3&6D
420
480
540
B00
6ad
T20
a0
g40
Q00
L

1020
1080
1141
1200
1260
132d
13RO
1440
1500
1560
L&20
1&&0
1740
1300
1850
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
24 0
2460
25210
2580
2613
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MEAARLSCLF GSTLAVAGAT ESREKVHOKPL ARSERPFYPSF WMNPNADGWA EAYROAHKSFV (1]
SOMTLLEKVN LTTGVOWCGAE QUVEOWEAIP RLGLESLCMH DSPLGIRGAD YHNSAFPSGOT 1z0
VAATWDRGLM YRRGYAMGOE AKGKGINVLL OPVASPLGRM FEGGRNWEGF APDPVLTGIG 130
MSETIKGIQD AGVIACAKHF IGNEQEHFRD VPERQGYGYN ISETLSSNID DETMHELYLW 240
PFADRVERGY GSVMCSYOOW NNSYACQHNEEK LLMDLLEMEL GFQGFVMSDW QAQHTGARSA 00
VAGLOMSMPG DTOFNTGVSF WOANLTLAVI NGTVEAYRLD DMAMRIMAAL FEVTETTDLE 60
PINFSFWTDD TYGPFIHWAAK QGYQEINSHV DVRADHGHLI REIAMKGTVL LENTGSLELN 420
FPEFVAVIGE DAGSSPHGPN GCSDRGUNEG TLAMGWGSIST ANYPYLVSPD ARLQARAIQD 480
GTRYESVLSN YAEEKTHALYV SQANATAIVF VMNADSGEGYI NVDGHEGDRK MNLTLWHNGDT 540
LVENVESWCE NTIVVIHEVE PYVLLTDWYDN PNITAILWAG LPGIESGHSI TDVLYGEVNE 600
AARSPFTHWGE TRESYGADVL YHPNNGNGAP QODFTEGVFI DYRYFDEVDD DEVIYEFGHG B6
LEYTTFEYEN IRVVEKENVEE YRETTGTTAL APTFGNFSTD LECDYLFPKDE FRYIYQYIYP 720
YLNTTDPERR SADPHYGOTA EEFLPFHATD DDPQFLLRESS GGNSPGGNEQ LYDIVYTITA TEO
DITNTGESNVG EEVRJLYVEL GOPEDPEVQL RDFDEMRIEP CGETRQFTGEL TRRODLENWDV EETY
TVODWVISRY PEKTAYVGRES RELDLEKIELP B0

SEQ ID NO: 3: secuencia polinuclectidica de codificacion de tipo salvaje de Chrysosporium lucknowense proteina -
glucosidasal utilizando codones sesgada para la expresion en Saccharomyces cerevisiae. La proteina codificada

por SEQ ID NO: 3 es la SEQ ID NO. 2

ATAGARRGTRGARAGETH

I1 E &8 R K V
AT AARAA AT TAGC TA AT CAGAR AT T TAC T T T A TG EATEAA O CTAA TG CAGAT GEATEGECAGARGCATA TEC TCAG
H @ € P L & E 5 E P F ¥ F 58 P W M N P N A D & W A E A ¥ A 0
GOCRAGRGTTTTETCTCOCAGA TR AT O TG T TG GARARGET TAR TCTGACARCAGGAG TAGEATREGETGCAGAA CAG TO TET DEECOAR
A K 5 F ¥V 5 0 M T L L E KV NILTTOGYVY G WE AEQLCV & ¢
AT TGETG e TA T TAGA T TG T T TAGAR T T TO T TATG CACEA T TC IO CT TAGGTATAAGAGECECTEAC TATRACTCAGCATTC
v @ A I P R L & L BE &8 L C W HD & P L G 1 ERKEGGHRUD Y N 88 A F
R T B AR T G T T T G O A T e ARG T TT AT G TATAGAAGEIC TTATG A TEGET CARGRGGUARAGEETAAMGER
F 8 & TV A AT WD R G L M ¥ EE G Y A M GE J E A K G K G
AT TAATETA T To T TGO OO TOEOa CaG AT EG AAGRATCOCAGRAGG TOCAARERAC TEEGARGEATTC B CODGACCCAGTO
I ¥ ¥V L L & F ¥V A G FP L @ R M P EG G EW NMWE G F A FDFP VW
CTARCAGETATAGGT ATATCCGAAACGATCAARGGCATACARGATGCAGGTAT TATCACCTETGOGARGCAT TTTAT TEG TAR TGRARCAR
L T I @ M & ET I K & I D & G W I A C HKh K H P I G N E ¢
GAC AT T T T T ARG T CAG R G G T CAN G ST TAT G T TATAA TAT TTC TCARACTT TAAGTTCCARCATCGAT GACRAARCCRTOCAC
E H F R O vV P E A Q G Y & ¥ W I 88 ETULGSE S N I D K TMH
AT TA T AT AT G T T TT O AGA G T T A A G T B ST TEE e Te TS T TAT S TECTC T TAT CAGCAAGS TTAATAR O T TTALECC
E L ¥ L w P F A D A ¥ B A & ¥V G &8 VM C E Y Q ¢ VvV N N 5§ ¥ A
T CARRA T T ARG T TAC TARATGAL T TAT TOAAGAAC BAR T ARCAT T O AAGGAT OO TCATEAZCGAT TEG CARGCACAGCATALT
0 N 5§ K L L N DL L K N E L @ F Q G F ¥ M 5 00 W g A @ H T
GETGCTGCATCOACTATEACAGAATTAGATA TG T CAR TG CCAGE AGATACACAATT TAATACTAGOATTAGT TTT TGAGETGCAARCCTR
G A A 5 A ¥ A G L DM E M P & DT Qg F M T G W 5 F W & A N L
ACTTTAGCTGTTCTAARCGETACGGTACCTACATATOGT TTAGRCGRCAT GO CATGOGTATAATGACTACTT TATTCAARG TT RCRARR
T L A ¥V L W G T ¥ P A ¥ R L. b D M & M R I M & A L F E V T K
ACCACOGATT TAGARCCAATTARTTTTAGT TTT TEGACRGATGACACATATGA TCC TATACACTREACTECTARGC ARG TACCARGARN
T T b L E P I N F &8 F W T I D T ¥ @ P I H W A A K QO &G Y O E
ATARATAGTCACGTTAACGTARGAGOGGAT CACGICART CT TAT CAGAGRAGATAGCASCARAGOERACTETAT TATTGAAGRAT RCTGAT
I W 8 H VD WV EREADHG®NULTIW ERERETI®SHASS-ABEIEKGTWVULIL K HNT G
TCATTADCACTAAACAARCCAARGT TTETCGCAGTCATT GETERAGA TEC TEETTCATC OO TAR TGRAC CARR TG G TTGTAGTGACAGA
5 L P L W K P ¥ F ¥V A ¥V I & E D & @ &§ & P W G P N =3 C & D R
CECT AR TG RAGEC AT TE G AR O EEC TEEBE . T ARG AL T CAAT TACCCCTAT T TR T CT O IO C AT CEECTTTACASGCT
G C W E 3 T UL A M & W & 8 @ T h H Y P Y L VW 5 P DR L Q R
ARG AR TR G AT GETACTAGAT A ARG ST CTAR S TAR C TAT GO ARG ARAA G TARGEC CT TAGT CAG T RAGCCAATGCD
E A I O DG TEDY E E VvV L 8 ¥ ¥ A EEEKTZEDH®R L ¥V &8 Q A N A
AT T AT A T T T TG TARR G G GAT TOT e BAR S T TATAT AR T T TEA TS G TAA TS ARGG T ACAGARAGARTT TARCTT TAT RS
T A I ¥V F VYV KN AKADS G E G Y I N VY D 3 N E G DR KBHNTILTTUL W
ARTARGACEACACETTAGT TARAA LT TAT AR T T e T T T O AR T A T AT e T O TOATACAT T TA T TEC TOCAG TTTTAC TEACK
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H W &G DTLWVWHKNDWWSESE WSS NTTIVYY I HSES VYV GEP VL LT
GACTEGTACGAT AR CORAR A T TR G C AT T T TAT EA0CAG T O TG CABECCAGEAR TR EEAR A TTC CAT TAC GEACETRCTATAD
I W YD KW P N I THRTITULWAOGTILZEGIQQESGSMNSTITODWV L ¥
EEARAGETTARCCCAGOCECCAGGRGOC CTT T CACA TRGGET ARG ACAAGAGAGRGC TACEE RS TEATET TCT TTATARRCC CARCARD
& K ¥V N P AARSESPFFTWGEKTHRES Y S ADVIL Y E P NN
R AT GAG O  C A TR G T AR GATT T TAC TGANGG TG TET T CATTGAC TATAGA TAC T T C A ARAG T TG ACGATGACTCAGT TATATAT
& W & A P Q OQDFTEOGWYVFIDLDUYRYFDIUEWDDIDS W I ¥
AT TG TR T TAT CTTATACTAC TT TTERATAT TCARATA TARGAGTAGT CAAMAG TAR TG T TTC TGRATATRGHOCGACTALC
E F & H& L &8 Y TTT FETYEHNTIRWVWYEKSMNWYYSEEYERPTT
AR A A T A GG TR T TG G TAA T T TT T CAR CGGAT T TAGRAGA T TAT TT AT T TOCCARRGACGART T TOCATACATCT AL
3 T T A QA PTV F &N FSESETDULETD?YLVFPRHKDETF®P ¥ I ¥
CRA T AT AT A O TR T T AR T A CTA L CGA T o AR AR G CT TCT GO GAT COACA T TAC GGG CAGAC TRCCGARGAGTTCTTEOCA
Y I Y P Y L WNTTDPREASEADPEPHY 3 QQTHRETETFTL P
CoACACACTACT R AR AR T O T AR O T T O R G T O A S T C e G AN TTC A TR G TEC TANTAGECAGC TETATGATATTATE
P HATDTUDODUPOUPILULHESSS G E& KN S5 P G G W E QL ¥ D I W
TATRCTATARCGECTAATATTACT AN TA C T T AR AT TOT TOG T RAR ARG T CC CCAATTATA TATCTC TTTAGC TEE TCCEGARGAT
¥ T I T&ADIT®NTG SWWEEEWWPE QLY VW E L GG P E D
CCTAAGETTCAGTTARCACGACT TTOATAGEATGAGRATACRAC CT RO ACARAC TAGCCAATT TACAGGTACAT TEAC COGTAGRGATLTE
P E ¥V Q L BED FDHRMEBERTIEWPFPOGETERESQTFTOGHETILTERTDL
TCARACTEEEATETARCACTECANA TTEEETAA T AGCREGTACCCOANAA O TRCATACO TGO TAGRTC TTC OO0 TAACTTAGATTTE
5 W W DY TV Q2D WV I S E Y EETAMY VG RS S5 R EL O L
AMARTTEARTTGCCATAMN

E I E L F ¥

SEQ ID NO:4 C1 Variante 3 cDNA secuencia

atgaaggety ctgogettbo ctgoctetto ggoagtbacoo ttgooghbtge aggogocatt 60
gaatcgagaa aggttoacca gaagoccctoc gogagatcobg aaccttbttba coogbogooa 120
tggatgaatc ccaacgooga cgoctgggog gaggoctatg cocaggocaa gtoctttgho 180
toccaaatga ctotgotags gaaggotcaac Ltgacoacgg gagboggolbg ggggockgag 240
cagtgogtes gocaagtgey ogogatosct cgootbggac ttogcagtot ghgcatgoat o
gactococotc LOggcatorg aggagocgac tacaacteag ogtboccoctoe tggocagaco 3e0
gttgotgota cotgggatog oggtotgats tacogbogcg gobacgoaat ggoccaggas 420
gocaaaggea agggoatcaa tgbocttoto ggacoagriog Ccogoocooot Lgooogoatg 480
cecgagoacy gtogtaactg ggaaggetic goteoggate coghocttac cggoatoggo 540
atguoogaga Cgatcasaqog catbtoaggak gotgoogbcoa togobbgtoc gaagoactth E00
attggaaacg agoaggagra cttcagacag gtgrorcagasaq CoCagggata ogghbracaac B&0
atcagegaaa cocktctocte caacattgac gacaagacca tgoacgagot otaccttbgg 720
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coatbbgoog
aacaactogt
gggLLLcagy
gtggctagts
tggggogoca
JACaTggUod
cogarcca ACT
cagggctaco
cggaacakttg
aagcoaaagh
ggotgoagoy
gocaactato
ggcacgaggt
C Egc ag-gc'n: d
aacgbggacy
ctggtcaaga
coggboctog
cthocogggos
googooogoh
tacaagcoga
gactaccgot
ctgagotaca
tacoaggoooa
ctogaggact
tacctcaaca
gaggagteco
agoggaaact
Jgacatcacga
ggogghoocg
ggogagacga
acggtgoagg
cggaagtbgg

MEARALSCLE
SOMTLLERKVN

VAATWDRGLM
MSETIEGIQD

PEADRAVERGN

VAGLDMEMEPG

PINFPSFWTLD

KEEFVAVIGE
CTRYESVLEHN
LVENVSSWCS
ARREPFTWGK
LEYTTFEYSN
YLNTTDFRER
DITHTGEEVVE
TVODWVISRY

akgoogtoog
acgoctgoca
gotiogboat
tegatatgte
acctoaccok
tgogoatoat
toctoctectyg
aggagattaa
Cogocaagog
togTggoogt
accgogacky
cgtacctogt
acgagagogt
abgoaaccogo
gtaacgagyy
acgtctegag
tgaccgattg
aggagtcggg
cgoocttoac
ataatggcaa
acttocgacaa
cracctibcga
COAcggaoac
atototeocs
cgaccgacos
Locogcoooa
CoCoogacayg
atacgggeto
aggatcocaa
gqgoagtecac
actgggtcat
abctcaagat

GETLAVAGAT
LTTGVGWEAE

YRERGYAMGOE
ROVIACAEHF
EEVMCSYOOV
OTOFHTGVSR
TYGPTHWARE
DAGSSPNGPN
YREEKTKALY
NTIVVIHSVG
TRESYGRDVL
IRVVESHNVSE
SADPHYGEOTA
EEVPQLYVSL
FPEKTAYVERSS

ES 2455269 T3

ggecggegte
gaackcgaaq
gagcgactyg
catgoocgggo
cgoogbooto
ggoogooote
gaccotggac
Etocccacgth
Cacggtgotg
catocggogag
taacgaaggo
Ctocooogac
cobgEccaac
catocgtotto
cgacogtaay
ctggtgcage
gtacgacaac
CaacTocato
ttggggcaag
tggbgogooc
agttgacgat
gtacagcaac
ol Tals [ulaladat Lol
caaggacgay
coggagggec
cgocacogak
Caaccgocag
cgttgtagge
agtgcagotyg
ocoacogecty
Ccagcaggtak
Lgagctteock

ESREVHOKPL
QOCVEOVEALD

AKGEGINYLL
IGNEQEHFRD
NNSYARCONSE
WERNLTLAVL
QEYORE INSHY
GCSDRGCNESG
SOANRTAIVE
BVLLTDWYDHN
YEPNNGNGAF
YRPTTGTTAD
EEFLEFEHATD
GEREDPENVQL
EXLDLEIELF

SEQ ID NO:6 C1 Variante 269 cDNA Secuencia

ggobobgtoa
ctgotgaacyg
Tgggcacage
gacacooagh
aacggoacag
ttcazggbca
acttatggco
gacgtoogcyg
Ctoaagaakta
gatgcoggat
acgotogoca
googogotog
tacgoogagy
gtoazatgoog
dacctgactc
aacaccatog
cocaacatoa
accgacgbge
accogogaaa
Caacaggact
gactocggbca
atcogogieg
gooocogacgt
ttcococtaca
toggoogato
gacgaccoon
cbgtacgaca
gaggaggtac
cgogactibg
acgogoagag
Cocaagacay
tga

SEQ ID NO:5 C1 Variante 3 Polipéptido Secuencia

ARSEFFYPSP
RLGLESLCMH

GFVACFLGEREM
VPEAQGYGYN
LLNDLLEMNEL
MGTVPAYRLD
DVRADHGNL T
TLEMGEWESET
WHADSOEGYI
PNITALILWALG
QODFTEGVFI
APTFGNFSTD
ODPJPLLESS
RDFDRMRIEP
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tgtgotogta
acctectocaa
acactggcgo
tcaacactgg
tocctgocta
coaagaccac
cgatcocacktg
cogaccacgyg
coggototot
COaAgCoocaa
tgggctggag

AGULCCggoc
asaagacaaa

actcaggoga
totggaacasz
tegteakceca
coggocattot
tttacgocaa
gotatggoge
Loaccgagog
toctacgagkbt
toaagrocasa
tbggoaactt
tctaccagba
cocactacgg
agcogcboct
tEgEctacac
cocagokboba
acaggatgcg
atetgagcaa
catatgbtgg

WM ENADGHWA
DSPLGIRGAD

PEGGENWEGF
ISETLSSNID
GFQGFVMEDY
DMAMEIMART,
ENIRAKGTVL
BRNYPYLVEPD
NVDENEGDRE
LPGOESGNSI
DYRYFDENDD
LEDYLFFKDE
GENSPGGENRQ
GETRUFTGRL

CragoaggLe
gaacgagcott
agoaageogoo
cgbcagtbte
cogbtetogac
Cgaccotggaa
fa {= faluds Tadu o F-Ts
CERACCLoAtC
aococctgaac
CcOoggeccaan
atococggoaca
catooaggac
ggetotggte
gggckbacats
cggtgatact
ctoggtoggos
ctagoctggt
ggtcaaccoo
ggacgtoctg
cgbcbteate
cggocacggo
cgtcagogag
ctocacogac
Cacctacocdy
coagacogos
coggbocbog

aatcacggoo

cgbobogotg
gatogaacco
ctgggacgte
gaggagcage

EARYAQAKSFV
THEAFFSOOT

AFDEVLTGIG
DETHMHELYLW

WAQHTGAASA
FKVTKTTDLE
LXNTESLPLN
AALQARAIQD
MLTLWNNGDT
TOVLYGKVNP
DSVIYEFGHG
FEYIYQYIYP
LYDIVYTITA
TRERDLSNWDV

TED

840

Q00

9&0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
14920
1960
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2613

&0
120

180
240
300
ELAN
420
480k
540
600
660
T20
T80
Ban
270
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artgaaggoty
gaatcgagaa
tggatgaatco
toccaaatga
cagtgogbog
gactooooto
gtbtgotgota
gocaaaggoa
Coogagggog
atgtoogaga
attggaaacyg
atcagogaaa
cogbtbgooyg
aacaactogt
gggttbcagg
grggorLgghc
tggggogoca
gacatggooa
Ccogatcaact
CAgggCtace
cggaacattg

azgocaaagt
ggctgcagey
gocaactate
ggcacgagat
Logeaggeca
aacgtggacy
ctggtcaaga
coggtoctos
chtocgggos
googoceget
tacaagooga
gactaccgor
ctgagotaca
Lacoggocoa
ctogaggact
tacctcaaca
gaggagttoc
ggoggaaact
gacatcacga
ggoggtoocyg
gaogagacga
Acggrgcagg
cggaagtbgg

ctgogettoo
aggttocaceoa
coaacgooga
ctetgotaga
goocaagbggg
toggoatoog
cotgggatog
agggcatcaa
googtaaceyg
cgatcaaggg
agcaggagca
(atalaldal dulaida:
atgoogtoog
acgootgoca
gottegtoat
Logatabgoo
atctoacoot
tgogoatoat
totocekckEy
aggagatraa
cogocaagayg

togtggoogt
accgeggacta
cgtacctogk
acgagagogt
atgcaacogo
gtaacgaggg
acgtcbogag
tgaccgattyg
aggagbtogygy
cgooccktcac
ataatggoaa
actteogacaa
ccaccbtoga
Ccgacgggoac
atctectrooo
cgacegacoe
Looogooooa
cooocggogg
atacgggcoto
aggatcccaa
ggcagtEcac
actgggtoat
abtctocaagat

ES 2455269 T3

Etgl:'lz ccete
gaagoococto
Cggctgggcy
gaaggtoaac
cgogabocot
AggagCoogac
cggtctgatg
tgteocttoteo
ggaaggcte
cattcaggat
cttoagacaq
caacattgac
ggcogisgte
gaactogaag
Fagcgactyy
catgooggge
cgoogtocte
JICCICoCto
gaccocgogac
ttcocacgre
tacggtgcty

CatogIcgag
Laacgaaggce
ttoocoogac
cotghbooaac
catogtetke
cgaccgbaag
ctggtgcago
gtaggacaac
caactooato
tbggggoaag
ctgggogooc
ggttgacgat
gtacagraac
Ccacggoocag
Cazggacgag
coggagagoc
cgocacegat
caaccgocagy
cgttgtaggo
ggtgcagety
cggoogocty
cagCaggrat
cgagcbtoct

ggcagtacoc
gogagatchyg
gagagcotatg
ttgaccacgg
cgocttaggac
Ltacaactcaqg
tacogtogog
ggaccagtog
gotooggato
gotagogtoa
gtgocagaag
gacaagacos
ggctotatoa
cbgobgaacg
toggcacagc
gacaceatat
aacggcacag
ttcaaggbca
acttatggco
gacgboogeg
ctgaagaata

gatgotgggc
acgetogooa
gocgogotoo
Lacgocogaag
gtcaatgcog
aaccbgacto
aacaccatcg
cocaacatoa
accgacgtgo
accogogaaa
caacaggact
gactocggtoa
atcogogteg
gocoogacgk
tLtcooctaca
toggoogate
gacgacocoo
ctgtacgaca
gaggaggtac
cgogactttg
acgocgoagag
COCAAJACTT
tga

SEQ ID NO:7 C1 Variante 269 Polypéptido Secuencia
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ttgoeghtge
a2acoLtbtta
cocagaocaa
gagtcggckyg
ttogoagtot
cagbtococks
qotacogeoaat
coggooocot
cogtocttas
togottgtac
Ccocagagakta
tgcacgagot
tgbgctogta
acctockoaa
acacbggcgc
teaacactay
tecckbgecta
CCaagacCac
cgabecacktg
cogacoacgg
coggotobot

CHAgOoCoaA
toggotoggy
agktgcegac
azaatacaza
ackcaggoga
Ectggaacaa
togtcatcca
cggooatoet
tttacggroaa
goctatggoge
toacogagag
totacgagtt
tcaagtooaa
Ltggoaacte
Letaccagta
cecactacag
agoogotoct
Etgtotacac
cgragotota
acaggatgoy
atotgascaa
catatgtoag

aggogocatt
cooghogoca
gtosettgto
g9g99gctgagy
gtacatgoat
tggccagace
g9accagaas
CgooCgoata
cgacatoggs
gaagna:ttt
cgatbacaac
ctacctbbgg
caaccaggote
gaacgagott
BgCaagogcc
cgbcagthte
cogteckegac
cgacctggaa

ggoCgcoaag
caaccteate

accochgaac

cgggoccaan
atcocggeaca
catccaggac
ggotcbggto
gggctacatc
cggtbgatact
ctocagkboggo
ctgggotgat
ggtcaacoos
ggacgtectyg
cgtottoate
cggocacggo
Ccatoagogag
ctocacogac
cacctacceg
CCEgacogoo
coggtoctog
datcacggoo
cgbotogotyg
gatcgaacco
chtgagacgtc
JAggagCAgC

60
120
120
2a0
300
k1M
420
480
240
&0Q
eal
T20
T80
B40
a0
Se0

10z0
1080
1140
1200
1260

1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2613
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MKAARLSCLF
SOMTLLEKVN
VAATWDRGLM
MSETIKZIOD
PFADRAVRAGV
VAGLDMSMEG
PINFSFWTRD
KPKFVAVIGE
GTRYESVLSN
LVKNVSSHCS
ARESEFTHGE

LEYTTFEYSH
YLNTTDPRRA
DITNTES VG
TVIDWVISRY

atgaaggectg ctgogotbto ctgocbotte ggoagtacoc tLgoogttge aggogocatt

gaatocgagaa
tggatgaate
toccazatga
cagkgeateg
gackcooote
gtbgotgota
gooaaaggoa
cocgagageyg
atgtoocgaga
attggaaacyg
accagogaaa
cogbttacog
aacaactegt
gggtitcagy
gtagotggto
tggggogoca
gacatggooa
cogakeaant
cagggetacs
cggaacattg
aagooaaago
ggctgoagoyg
gooaactate
ggoacgagge
togocaggcca
aacgbggacyg
ctggtcaaga
ceggtooton
crLoogggos

GSTLAVRGAI
LTTGVGHWGEAE
YREGTAMGOE
AGVIACAEHF
GEVMIEYNOW
DTMFNTGVSF
TY¥EPIHWARK
DAGPSPHNGEH
YAEENTHEALVY
NTIWIHSVG
TRERYGROVL

IRVVKSNVSE
SADPHYGOTA
EEVEQLYVEL
PKTAYVGRSS

aggttroacoa
CoAaacqooga
ctctgotaga
gccaagtggy
toggoatoog
cotaggatog
agggcatcaa
gtogtaactg
ogatcazggg
agoaggagoa
cootoboote
atgoogtocg
acgoctgoca
gottogtcat
togatatgbe
atctcacoot
Cgogcatcan
Fotsartaty
aggagattaa
Cogocaaggy
cogbggoogh
accgoggoky
cgtacctogt
acgagagogh
atgcaacoge
gtaacgaggg
acgtctogas
tgacogattyg
aggagtoggg

ES 2455269 T3

ESRKVHQKPL
QCVEOVEAID
BKGHEINVLL
IGNEQEHFRQ
NNSYACONSK
WEANLTLAVL
OGYOEINSHY
GCSDRGONEG
SUANATAIVE
EVLLTDWYDN

¥ EENNGNNRE

YRFTTGTTAQ
EEFLPFHATD
GEGPEDFEV]L
RFLDLEIELP

SEQ ID NO:8 C1 Variante 481 cDNA Secuencia

gaagooeche
cogotgagog
gaaggLoaac
cgoga [ slafsi
aggagoogac
cggtctgaty
tgbootbcEs
ggaaggotbe
catbocaggat
cttcagacag
caacattgac
goccggoghc
gaacbogaag
gagogactgg
catgoogggo
ogoogtocto
ggoogoocio
gacocgogan
thkeoccacgbt
tacggtackyg
catocggogag
taacgaagas
tteoooogac
cotgkoccaac
catcgtiotbo
ogaccgtaag
ctggtgcage
gbacgacaas
caactocake

ARSEPFYFPSP
RLGLRSLCMH
GFVAGFLGRM
VEERJGYGYHN
LLHDLLENEL
NGTVPAYRLD
DVRADHGNLI
TLAMGHESET
VNADSGESYT
PNITATLWAG
QODFTEGVFI

APTFENFETD
DDPOPLLRESS
ROFDRMRIER

gcgagakbctg
qaggocktabg
Lbgaccacgg
cgocttggac
tacaacbcayg
taccgtogog
goaccagteg
gotooggabo
gotggogtoa
gbgoccagaag
gacaagacoa
goctcotagtoa
ctactgaacg
Lgggcacago
gacacoatgt
aacggfacag
CCCaaggtca
attratagon
gacgtoogoy
chgaagaata
gatgotggge
acgocbogoca
googogotos
tacgoogagg
gboaatgoog
aacctgacto
aacaccatocg
coocaacatea
accgacgtgo

93

WHNEFNADGWA
DESPLGIRGAD
PEGGRNWEGF
ISETLSSNID
GEOQGFVHMSDW
DHMAMRIMAAL
ANIAAKGTVL
ANYPYLVEPD
NVDGNEGDRE
LPEFIESGNSL
CYRYFDEVDD

LEDYLFEPEDE
GEHEPGEENRD
GETROFTSRL

aaccLbtitta
cocaggocaa
gagtogactyg
ttogeaghot
cgttoococte
gobacgoaat
coggocoocck
cogtocttac
togobegtge
cocagggata
tgcacgaget
taktgctogka
acctcctcaa
acactggoge
tcazcactgg
Loococtgocta
CCAdgAaccac
sgatocacty
c'cga coacgg
cocggototet
Cgagooocaa
Logggotgggg
agktacgggo
aaaaktacaaa
actcaggoga
totggaacaa
tegtoaktoca
cggooatbot
tttacggoaa

EAYAQRESFV
YHNSAFPSEQT
AFDFVLTGIG
DETMHELY LW
WAROHTGRRSA
FEVTETTDLE
LENTGSLELN
ARLOLRAICD
NLTLWNNGDT
TOVLYGEVNE

DEVIYEFGHG

FEYIYQYIYP
LYDIVYTITA
TRRDLSMNWDWV

coogtogooa
gtocttigte
Fagggcigas
gtgcatgoat
cggocoagaco
Fgaccaggag
kgocogoaty
cggcatoggo
gaagoactLh
cgatbacaac
ctacctotgg
caacoagabs
gaacgagcte
agraagogoo
ocgbcagiLio
cogtotogan
COaccragas
Saocagioass
cadcoboato
accoceotgaac
cgggoccaan
ALCogICAca
catccaggac
gagctetgate
ggootacate
cgotgatact
ctogat ogae
ctgggotggt

ggtcaacooo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6al

T20
T80
240
BT0

B0
120
180
240
300
360
420
460
540
£00
BEG0
720
780
a40
00
360

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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googoocgek
Lacaagooga
gactacocgot
cbgagctaca
tacoggoooa
chogaggact
Lacctcaaca
gaggagrttoo
ggoggaaact
gacatcacga
gacggtocoy
gocgagacga
acggtgeagg
cggaagttgg

cgoocktoac
ataatggcoaa
acttogacaa
coaccttoga
ogacgggoac
dbtcCocotoos
cgaccgacoc
LoCCgooooa
CoCooggcgyg
atacgggoto
aggatoooas
ggcagkbbcac
actaggbeat
atctcaagat
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ttggggoaag
ttgggogoon
ggkttgacgak
grACAgCAAT
cacgatbcag
Caaggacgag
Coggagggoc
cgocacogat
CAAcogocag
cgttgtagoo
ggkgoagotyg
Ccogoogoctg
cagoagatat
tgagctbeock

acoogogaaa
Caacaggact
gactoggtca
aroogogecy
geocogacygt
ttoococtaca
tocggoogate
gacgacoocs
ctgkbacgaca
gaggaggtac
cgogactety
ACgogoagag
cooaagacgg
Ega

SEQ ID NO:9 C1 Variante 481 Polipéptido Secuencia

MEAAALSCLEF
EQMTLLEKVN
VAATWDRGLM
MSETIKGIQD
PFADAVRAGY
VAGLOMAMES
PINFSFWTRD
KEKFVAVIGE
GTRYESVLEN
LVENVESWIS
AMRSPFTWEN
LEYTTFEYSN
YLNTTDERER
DITHTESYWG
TVODWVISREY

SEQ ID NO:10 C1 Variante 482 cDNA Secuencia

GSTLAVAGAI
LTTGVGHGAE
YREGYRMGOE
BEGVIACAKHF
GEVMOSYNOY
DTHFNTEVEF
TYEPIHWARK
DAGPSPHNGPN
YAEENTHALV
NTIVWVIHSVGE
TRESYGADVL
IRVWESHNVEE
SADPHYGOTA
EEVPOLYVSL
PETAYVGRSE

ESREVHQEPL
QCVGOVGAIR
AKGKGINVLL
IGNEQEHFR(
HHNSYRACONSE
WGANLTLAVL
QRYOEINSHY
GCSDRGCNES
SOANATAIVE
PVLLTDWYDN
YHEEMNGNWAR
YRPTTGTTIO
EEFLPPHATD
GGEPEDPKVL
RXLOLKIELP

ARSEPFYRSE
RLGLESLCHMH
GEVAGPLGEM
VEEADGYGYN
LLHNDLLENEL
NETVEAYELD
DVEADHGNLI
TLAMEWESET
VHADSIEGYI
PHITAILWAG
QODFTEGVFI
APTFCHFSTD
DOPOFLLEERS
EDFDEMRIEP
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getatggoge
LCACCOagas
toctacgagtt
tfaagtocas
tcggcaacth
tecogoagha
cecactacgg
agoogokboot
tbgbctacac
:gcagctcta
araggatgog
aktctgageoaa
catatgtegg

WMNPNADGWA
DEPLGIRGAD
FECGGRNWEGF
ISETLSSNID
GFOGFVMADW
DMAME TMAAL
ANIAAKGTVL
ANYPYLVSFD
HWVDEHEGDRE
LPGUESGENST
DYRYFDENTID
LEDYLFPYKDE
ZENSPIGNED
GETROFTGRL

ggacgbootyg
cgtettocato

cggooacage
cgtoagogag
ctocacogac
catcbacoog
CCagacogos
coggtectog
aatcacggoo
cgteokbogong
gatcgaacoo
ctgggacgro
gaggagiago

ERYROAKEFV
YHNSAFFSGOT
APDEVLTGIG
DETHHELYLW
WAQHTERASA
FENTETTDLE
LEWTGSLPLN
ARLOLEAIQD
NLTLWNNGDT
TOVLYGEVNE
DEVIYEFGHG
FPYIPQYIYP
LYDIVYTITA
TRECLSHWDV

18&0
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
246l
2324
2580
2813

&0
120
180
240
300
E1-Y
420
430
540
GO0
Be0
7240
T80
540
avTa
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atgaaggotyg
gaatcgagaa
tggatgaatoc
toocaaatga
cagtgogboy
gactocoots
gttgctgcta
gooaiaggea
Coogagugeg
atgtocgaga
attggaaacg
atcagcgaaa
cogtitgeng
aacaactogt
gggtttoagy
gtggotggte
Lggggogoca
gacatggooa
cogakcaack
cagggctacs
cggaacattg
aagocaaagh
ggotgcagoy
gocaactats
gacacgagat
tograggoca
aacgtggacyg
ctggbcaaga
coggboobos
cttesggges
googoocogot
tacaagooga
gactacogot
ctgagctaca
tacoggocoa
chogaggact
tacctcaaca

gaggagttoc
ggcggaaact
gacaktcacga
ggeggreceg
gocgagaaaa
acggkgoaga
cggaagttay

cbgegebtto
aggtbcacca
Coaacsgooga
ctotgetaga
gocaagbgay
toggocatoog
cctaggatog
agggcatcaa
gtogtaacty
cgakbcaaggy
agcaggagca
fnfiadnd ofnd of o nf of o
atgoogteoeg
acgooLgcca
gottogboat
togatabgbe
akckcacoot
tgogoatoat
totocttetg
aggagaktaa
cogooaaggg
Logoggoocgt
accgoggotyg
cgraccbogt
acgagagoge
atgoaaccoge
gtaacgasgy
acgtotegag
Lgacogattg
aggagtoggg
cgooctteoan
ataatggcaa
acttogacaa
coaccktoga
cgacgggcac
atcbotboog
ogacogacor

teocogooooa
cooooggogyg
atacgggotc
aggatcocaa
ggcagbboac
actgggtoat
atotcaagat

ES 2455269 T3

ctgoctette
gaagocooto
T8gctgggcy
gaaggtcaac
cgogatooct
aggagcogac
cggkbckhgatyg
tgboctecte
ggaaggctto
cattcaggat
CCbCagacag
cdacaccgac
ggcoggegte
gaactogaag
gagogactgg
catgoogggo
cgocgtecte
ggoogooote
gacoogodac
ttoccacgtt
tacggtgotg
catoggogaa
Laacgaaggo
LLoooccgac
cotgtocaac
catcgtotto
cgaccgtaag
ctggtgrage
gtacgacaac
caactooate
Ltggggrady
tEgggogoce
ggttgacgat
gtacagcaac
cacggcooag
caaggacgadg
Coggagggos

CgCoaccgat
Caaccgooag
cgkbtotagge
ggtgeagotg
cggoogoong
CAgoaggLat
tgagoticot

ggcagtacos
gegagatoty
gaggectaty
Ltgaccacgg
cgootbggac
Lacaactoag
taccgbogeg
ggaccaghog
goctooggato
getggoghoa
gtgcoagaag
gacaagacca
agotetgbea
chgotgaacy
Lgggoacage
Jacaccabgt
aacggoacag
Ltcaaggeca
acttatggcoe
Jgacgtoogeg
ctgaagaata
gatgekbggge
acgotogoca
goeogegcEon
Lacgeoocgagy
gtoaatgocyg
aacctgacto
aacaccatcg
Ccocaacatca
acogacgbge
acm'_-gcgaaa
caacaggactk
gactoggbca
atcogogbog
gcocogacgt
ttoccoctaca
togaccgate

gacgacooos
CLgtacgaca
saggaggtac
cgogactbba
argogoagag
cocaagacgy
Lga

SEQ ID NO:11 C1 Variante 482 polipéptido secuencia
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ttgoogttge
aacctbbtkba
cocaAggocas
gagtocggobg
tbocgoagtot
catkcoeote
goctacgoaat
coggooooot
cogbocttac
tegotigtge
cocagggata
tgcacgagct
tgtgcbogta
acctoctoaa
acactggoge
toaacactgg
tooctgocka
Coaagacoac
cgatccactg
cogaccacyyg
CoggoLonot
cgagooocaa
Leggciagayg
agtegoggac
aazatacaaa
actoaggoga
toctggaacaa
toegroatoca
cagocattot
tEtacggcaa
gotatggogoe
tcaccgaggy
cotacgagkbt
tcaagbocaa
tbggoaactt
Locoogoagta
cocactacgg

agoogotoct
ctgtctacac
cgoagotota
acaggatacy
AaLCCgagcaa
catatgrtgg

aggogooath
cocgbogoea
gtecktbgre
g3gggctgag
ghgcatgcat
tggocagace
gggccaggag
tggocgoats
cggoatogge
gaagoactih
cagtbacaasc
ctacctkbtgg
caaccaggte
gaacgagott
agoaagogos
cgtcagbtoo
cogbtotogac
cgacotggaa
gocCcgocaag
cadacotoato
accootgaac
COggeccaac
atcoggoaca
catoraggac
ggototggte
gagcbacatc
cogtaatact
ctoggtogge
ctagggctaghk
agbcaacoos
ggacgtocty
cgkckteate
coggcoacggo
cgboagogag
ctocacogac
catctaccoca
coagacogce

coggtoctog
aatcacggoo
cgtotogokbg
gatogaacoe
chgogacgte
gaggagoage

&0
120
140
244
3040
3ad
420
4580
540
& 00
G660
724
7aq
840
200
2640

10240
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1360
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2613
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MEARALSOLE
SOMTLLEKVH
VAATWDRGLM
MEETIKSIQD
PFADAVRERGV
VAGLDMSMEPR
FINFSFWIRD
KFKFVAVIGE
GTRYESVLSN
LVENVSEWCS
AMRSPFTWGK
LEYTTFEYSHN
YLNTTODERRER
DITRNTGSWVVE
TWIDWVISRY

SEQ ID NO:12 C1 Variante 664 cDNA Secuencia

GSTLAVAGAT
LTTGVEWGAE
YRROYAMGQE
AGVIACAKHF
GEVHCSYNOY
DTMFNTGVSF
TYGPTHWARK
DAGFSENGEN
YAEENTKALV
NTIVVIHSVE
TRESYGADVL
IRVVESNVSE
SADEHYGOTA
EEVEQLYVSL
PKTAYVGRSS
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ESRKVHQKPL
DOVGOVEATR
AKCHSINVLL
IGNEQEHFRD
NNSTACONSK
WEANLTLAVL
QGYQEINSHY
GCSDRACNEG
SOANATAIVF
BVLLTDWYDN
YKENNGHNWAD
YRPTTATTA{
EEFLPPHATD
GEPEDPKVOL
RELDLKIELE

ARSEDFYPSED
RLSLRSLOMH
EPVASELGRM
VEERJGYEYN
LLNDLLENEL
NETVERYRLD
DVRADHGNL I
TLAMGWESGT
VHADSGERY I
FNITAILWAG
DODFTEGVFI
BPTFENFPETD
COPJFLLRSS
ROFDRMRIEFR

WMNENADGWA
DEPLGIRGAD
PEGGRNWEGF
ISETLSSNID
AFQEFVMSDW
DMAME I MARL
ENIAAKGTVL
ANYFYLVSFD
NVDENEGDRE
LPGCESGNST
DYRYFDKVDD
LEDYLFPKDE
GENEDGENRD
GEKRQFTERL

EAYAQRKSFV
YNSAFPSGOT
APDEVLTGIG
DETMHELYLW
WAQHTGAASE
FKVTKTTDLE
LENTGSLPLH
ARLOLRAICD
NLTLWNNGDT
TOVLYGKVNE
DSVIYEFGHS
FEYIPQYIYP
LYDIVYTITA
TRROLSNWDV

atgaaggcbg
gaatogagaa
cggatgaace
tococaaatga
cagkgogkeg
gactoocooto
gttgetgota
gocasaggoa

ctgogottto
aggttcacca
coaacgooga
ctotgoraga
gocaagbggg
tocggogbgog
cctgggatog
agggoatcaa

ctgoctotec
gaagcoocke
cggotgggcg
gaaggtcaac
cgogatooot
aggagoogac
ocggtotgatyg
tgtccttote

ggcagtaces
gogagatetyg
gaggcctatg
tegaccacgg
cgecttagac
tacaactcag
tacogtogog
ggaccagtog

Ltgocogttge
aacctittta
Cocagogooan
Jagtoggotg
ttogoagtot
cgbtoocooes
gotacgoaat
coggeoceck

aggcogocatt
coogtogoca
gtectkbtgte
gggagctaag
gtgoatgoac
tggocagace
g9gTcaggag
tggoogoatg
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&0
120
180
240
300
360
420
480
540
adn
Gl
20
780
840
870

&0
120
180
240
340
360
420
480
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CoCgaggacg
atgtcogaga
attgaaaacg
atcagogaaa
cogtitgoog
aacaactogt
gggtttcagg
gtogctgate
Lgoggogoca
gacatggeca
cogatcaact
cagggctaco
Ccggaacattg
aagcoasagt
ggotgoageyg
gocaactateo
ggcacgaggt
toacaggooa
aacgbggacy
ctggbcaaga
coggbhootbon
ctbocogggoo
googooogct
Lacaagooga
gactacoact
ctgagctaca
taccggooca
ctogaggact
tacetcaaca
gaggagkbos
googgaaact
gacatcacga
ggrgatoccg
gactgagacga
acggbgoagg
cggaagtibgg

gtogtaactyg
coatcaagog
AQCATIATOR
CCOCCLCLCCED
atgoogooog
afgoetgtoa
gottogbeat
togatatgte
atbtchoaccot
tgcgeatoat
totoctkoky
dggagaktaa
CogCCAanggg
tegtggoogt
accgoggctg
cotacchogt
aggagagogt
atgoaacogs
gtaacgagay
acgtorogag
tgaccgattbyg
aggagtogsyg
cgooctEcac
acaatggcaa
actiogacas
ccaccticga
Cgacgggoac
aCccEoEECOC
cgacogacco
Eeoogococa
Coocooggogg
atacgggekc
aggatoccas
ggeagktoac
actgggtcat
atctcaagat
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ggaagygctoo
caktcaggak
crLbcagacag
caacattgac
ggooggogto
gaactogaag
gagogactgg
catgooggge
cgoocgtocho
ggcogoootao
gaccogogan
Ltoooacgth
cacggbgotg
catoggogag
taacgaaggo
LLocooogac
QongUocaac
catogtotto
Ccgacogtaag
orggtgoage
gtacgacaac
caactcocate
EEggggoaag
LLgggocgoos
ggttgacgat
gtacagoaac
cacgattoag
caaggacgag
ceggagages
cgocacogat
caacogocag
cgbtgtagge
ggtgcagotg
cggecgocty
cagcaggtat
cgagottock

gobooggato
ackggogbca
atgocagaag
gacaagacca
ggctocbgtbca
ctgctgaacg
Lgggcacage
gacaccatge
aaCcggoacag
Lhcazggboa
acttaktggoe
gacgtoogoy
ctgaagaata
gatgotgage
acgotogooa
gcoocgogokboo
Lacgoogagy
gtoaatgoog
aacctgacte
dacacoaccyg
cocaacatca
acocgacgbgo
acoogogaaa
caacaggact
gactoggtea
atcogogtog
gooccgacgt
ttecootaca
togggegateo
gacgacooos
ctgbacgaca
gaggaggrac
cgogactitg
acgogoagayg
Ccocaagacayg
tga

cogbhocottac
togotbghge
cogagggata
tacacgaget
totgctogta
accbootocas
acactggogo
tgaacactgg
toootgockta
Chaagacoac
cgakccactyg
cogaccacgg
cocggobctot
ogagoeocas
Lgggctgggq
aggogogggo
a@aatacana
actoaggoga
totogaacaa
Logocatooa
CHgooatLoT
tttacggcaa
gotatggoge
Loacogagay
cotacgagto
toaagtocaa
thggcaactt
tocogoagta
coCactacgg
agoogetoct
tegectacas
cocagekbota
acaggatgog
atetgagoas
catatgbtgg

cggcatogge
gaagcacthbt
cggtbtacaag
chacctbbgg
CRACCAGgIC
gaacgagebt
agoazgogos
cgtcaghbis
coghotogac
cgacctggaa
gaccgocaag
caaccooako
acccotgaac
CoOggoooaac
atcocggoaca
caboccaggac
gaetotggte
gogotacacc
cggtgatact
cbeggrogac
cLgggobggt
gaobcaacooo
ggacatoots
cgbctboate
cggocacggc
Cytoagogas
ctecacogad
cacctaccog
coagacogoo
ceggtootoyg
aakcacggeoo
cgbctegotg
gatbcgaaccc
ctgggacgte
gaggagcage

SEQ ID NO:13 C1 Variante 664 polipéptido seqcencia

MEARRLECLE
SOMTLLEKVH
VARTWLREGLM
MEETIKGIQD
PERADAVERGY
VAGLDMSMPE
PINFSFWTRD
EPRFVAVIGE
STRYESVLEN
LVENVESHCS
AARSFPFTHGE
LEYTTFEYSN
YLNTTDFRREA
DITHNTGSWVVE
TVQDWVYISEY

GETLAVAGAL
LTTGEVEWEAE
YREGYAMOOE
AGVIACKEHFE
GIVMCOSYNQG
DTMLNTGVEF
TYEFITHWANE
DAGPSENGEN
TAREENTEALV
NTIVWVIHEVS
TRESYGZALVL
IREVVESHNVEE
SEDPHYE0TA
EEVPFQOLYVEL
PETAYVERES

ESEEVHOKPL
QOVEOVEAIFR
AEGECSTINVLL
IGMEQEHFRD
MMSYRACONSHE
WEANLTLAVL
QEYQEINSHY
GUSDRGINES
SORMATRIVF
PVLLTDWYDHN
YEPHNGHNWAR
YRETTGTT IO
EEFLFPFHATD
GEPEDPEVIL
RELDLETELE

ARESEDFYPEP
RLGLESLCMH
GPVASPLGRM
VPEAJIGYGYM
LLNODLLENEL
NATVEARYRLD
DVRADHGENLI
TLAMGWESET
VHADSGEGYL
FNITAILWAG
QODFTECGVEL
APTFGNFSTD
DDPOFLLRES
ROFDEMRIEP

SEQ ID NO:14 C1 Variante 647 cDNA Secuencia

97

WMNPNADGWA
DEPLGVRGAD
PEGGRNWEGE
ISETLSSNID
GFQGFVMSDW
DMAMR IMAAL
RNIARKGTVL
BRNYPYLVSED
NVDGNEGDRK
LEGQESGHNSE
DYRYEDKVID
LEDYLFFKDE
GENSPOGNRD
GETRQFTGRL

EAYAQAKSEV
YNSAFPSGOT
APDEVLTGIG
DETMHELYLW
WRQHTGRASA
FEVTKTTDLE
LENTGSLPLN
ARLOARAICD
NLTLWHNGDT
TOVLYGKVNE
DEVIYEFGHS
FEYIPQYIYP
LYDIVYTITA
TREDLSNWDW

40

a00

BE0

720

THO

g40

00

2640
1024
1089
1140
1200
126
1320
1380
14490
15049
1560
1820
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2613

&l
120
180
240
300
Jel
220
450
240
&00
eal
7240
T840
g40
B0
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atgaaggotyg
gaakbogagaa
Cggatgaatco
Coocaaarga
cagtgcgteg
gactooooto
gtbtgotgota
gofaaaggca
coogaggocy
atgtocogaga
attggaaacg
atcagogaaa
cogtbtgoog
aacaactcogt
gggtbtocagg
gEggotggts

toggggogoea
gacatgrogoa
cogatcaact
cagggctacc
coggaacakhy
aagocaaagt
ggctgoageg
gogaactate
ggrcacgaggt
Logoagygcca
aacgtggacy
ctggtcaaga
coggtockon
ctooogggoo
googooogot
Lacaaqooga
gactaccgot
ctgagotaca
taceggeoca
cbtogaggach
taccbcaaca
gaggagtteo
ggcggaaact
gacatcacga
ggoggbooog
ggcgagacga
acggtgcagy
cggaagtigg

cogogottto
aggttcacca
CCRACgOCAL
cootgocbaga
gocaagiggg
coggoatoog
cotgggatog
aggoCaccaa
gtegtaacktg
cgatcaaggy
agoaggagoa
cockbobooto
atgocateoeg
acgoctgoca
gotbogtoat
Esgatatgto

atckbeaseot
taogoatcat
totoottotg
aggagattaa
cogecalgyy
togtagocgt
acogoggcty
cagtacceogt
acgagagogt
atgcaaccgc
gtaacgaggg
acgtotogag
tgaccgatta
aggagtogag
cgococthcac
ataatgooaa
acttogacaa
ccaccttoga
Cgacgggcas
abcketbooo
cgacogacos
tooogoteoa
coooogacga
atcacgggcto
aggatbcocaa
ggcagtteas
ackgggtbeat
atctoaagat
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chgoctotte
gdaagooooho
Eggotgggeg
gaaggteaac
cgogatooct
aggagoogac
cggtctgatg
tgkoctbcte
ggaaggotLoe
cattoaggat
cEtoagacag
Caacattgac
gaccggogto
gaactogaag
gagcgactay
catgooagys

cgoogtocto
gogocgoocte
gacoogogac
Ctococcacgtbt
tacggbgoty
catoggcgag
Caacgaagac
Ltecescogac
cctgtocaac
catogbcotto
cgacogtaag
ctagtacaac
gtacgacaac
caactocato
Lrggggcaag
ttgagogece
ggtbgacgat
gtacagcaac
aacgatbtoag
Caaggacgag
soggagggec
cgocacogakb
caacogooag
cgtbgbagge
ggtgcagcty
cggoegocty
cagoaggtat
Cgagcbtoct

ggcagtaces
gogagatekg
gaggcotatg
ttgacocacgg
pgoottggac
racaactoag
Laccghbogog
ggaccaghog
gotooggate
gotaggogbea
gtgcoagaag
gacaagacoa
ggotokgbea
ctgctgaacg
tgggcacage
gacaccatgt

aacggoacag
Ltoaaaghoa
actrtatggoeo
gacgtocgog
ctgaagaaka
gatgcLggac
acgokbogoca
goegogotoc
Lacgoogagyg
gtcaatgcog
aacctgacoe
aacaccatcg
cocaacatoa
acocgacgtge
aCoogogasa
caacaggact
gactoggtoa
atcogogtog
gocoogacgt
tbecoctaca
Cogooogato
gacgaccooo
ctgtacgaca
gagoaggtac
cgcgacktiog
acgegeagag
Cotaagangg
tga

SEQ ID NO:15 C1 Variant e647 polipéptido secuencia

MKAMALSCLF
SOMTLLEKVN
VARTHWDRGLM
MSETIKZIOD
PFADAVRAGY
VAGLOMSMEG
PINFSFWTRD

GSTLAVAGAL
LTTGEVGWEAE
YRRGYAMGEQE
AOVIACAKHE
GEVMCSYHOV
DTMFNTGEVSF
TYGPIHWARK

ESRKVHOKPL
QCVEIVEATR
AKGKGINVLL
IGNEQEHFR)
NNSYACONSE
WEANLTLAVL
QGYQEINSHY

ARSEPFYPSP
RLGLRSLOMH
GEVAGPLGRM
VPERQGYGYN
LLNDLLKENEL
NGTVFAYRLD
DVRADHGNLT

98

ttgoogitgo
aacckbttotta
cooaggccaa
Jagtogactg
CCLCcgoagroe
[ni= ol badnfolad ol o]
gotacgoaat
coggooocch
coghbecttac
Logotbgtge
cocaggoata
tgcacgagot
tgtgctogta
accbocbcaa
acactggoge
Loaacactgg

tocotgocta
ctaagaccac
cgatcocactyg
Ccogaccacgg
coagotobat
Cgagooccaa
taggotggag
agttgogggs
aaaatacaaa
actcaggoga
toctggaacaa
tocgtcacceoa
cggocattob
tetacggoaa
goctatgacgo
tecacogaggn
totacgaget
tcaagtcocaa
ttggoaactt
tecogeagta
coccactacgg
agcogoboot
ttatctacac
cogoageteta
acaggatgog
atctgageoaa
catatgttag

WMNPNAIGWA
DSFLGIRGAD
PECGRNWEGF
ISETLSSNID
GFOGFVMEDW
CMCMEIMARL
ENIAAKGTVL

aggegocattc
coogtogoca

gtoctbtate
J9999°T3ag
gtacatgeat
tLggccagace
ggucoaggag
tLogacogoatg
coggoatoggo
gaagoacttt
cagtbacaac
ctacotibgg
CaacoaggLo
gaacgagotc
agcaagogec
cgtcagbtecs

cogtotogac
cgacctggaa
gooogocaan
caaccocato
acocctgaac
cgggoocaac
atoocggoaca
catocoaggac
qgetetggto
gggetacate
cggtgatack
ctoggboggo
ctgggetagt
ggtoaacoos
ggacgboctg
cgtotooate
cggccacgge
rOtoAgogag
ctocacogac
catctacesy
coagacogor
coggboctog
aatcacggco
coteotogetg
gatcgaaccn
ctgagacgto
gaggagcage

ERYROAKEFW
YHNSAFPSGOT
APDEVLTGIG
DETHMHELYLW
WAOHTGARSA
FENTETTDLE
LENTGSLPLN

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
13
720
780
@40
aoo
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2613

&0
120
180
240
300
s
420
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EPEEVAVIGE
GTRYESVLSN
LVENWVESWCS
ANEESPFTHGE
LESYTTFEYSN
YLNTTIDPREA
DITNTEEVVE
TVIDWVISRY

DRGFEPNGEN
YREEMNTHALV
NTIVWIHEVE
TRESYGADVL
IEVVESHNVZE
SADPHYGEQTA
EEVPOLYVEL
PETAYVGERES
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GUSDRGCNEG
SOANATAIVFE
PVLLTDWYDE
YEFNMGNWAFR
YRPFTTGKTIO
EEFLPFHATD
GGPEDPEVDL
RELDLEIELF

TLAMGWIEGT
VHNADSGEGY I
PNITAILWAG
QODFTEGVFI
APTFGNFSTD
COPQELLRSS
RDFDRMRIEF

ANYPYLVEFD
NVDGNEGDRK
LPGQESGNSI
DYRYFDKVDD
LEDYLFFKDE
GGNSPGGNRQ
GETRQFTGRL

AALOLRAIQD
NLTLWNNGDT
TDVLYGKVNE
DSVIYEFGHC
FEYIFQYIYP
LYDIVYTITA
TREDLENWDV

SEQ ID NO:16 C1 Variante 871 cDNA Secuencia

atgaaggotyg
gaatcgagaa
tggatgaatc
tooccaaatga
cagtgogtog
gactooooto
gtbgotgeta
gocaaaggoa
cocgagggog
atgtecgaga
atkbggaaacy
atcagogaza
cogtitgoog
aacaactogh
gggttteagg
gtggctggte
taggacgooa
gacatgtaca
cogatcaack
cagggotaco
cggaacattg
aagccaaagk
gacracagog
gocaactacs
gocacgaggt

togoagacoa
aacgbggacyg
ctggtoazaga
cocggtectes
ctteocgggoe
aeogeeoget
tacaagcoga
gactaccgot
ctgagotaca
taccggcoca
ctogaggact
tacctcaaca
gaggagtboo
ELggaIACT
gatatbtfacga
ggcggtcccg
ggTgagacga
aoggbgoagg
cggadgtbgg

ctgogettoo
aggrtcacca
coaacgooakb
chotgotaga
graacgbggg
toggoghgog
cotaggateg
agoggoakoas
gtogtaacky
cgatoaagog
agcaggages
cochobockEs
atgoogboog
acgochgooa
gottogteat
cogatabgbo
atobocacoot
tgogoatcoat
totecttetg
aggagakktaa
cogooaagog
togtggocgt
acogoggoeg
Cgracctogt
acgagagogt

atgoaacoge
gtaacgaggy
acgtotogag
Lgaccgattg
aggagtogag
cgoootioac
ataatggoaa
acktogacaa
CCcaccticga
cgacgggiac
ALCECtLCcce
cgacogacos
Cooogocooa
Cooooggcgg
atacgggote
aggakcocas
aocagttcac
actgogotoak
atctcaagat

ctgoobobto
gaagcoccks
Cggotaggcy
gaaggbcaac
cgecgakcoct
aggaaccgac
cggtotbgatyg
bgkoobtote
ggaaggobes
cattcaggakt
ctboagacag
caacaktgac
JoCcocagogto
gaactcgaag
gagocgactyy
catgoogogo
cgoocgbocto
ggoogoocte
gacoogogac
ttoccacgki
tacggbgotg
catcggogag
Laacgaagge
LLocooogac
coctatocaac

catogtotbo
cgacogtaag
ctggbgoagoe
gtacgacaac
caactecate
ttggoggoaag
ttgggogcoo
gottgacgat
gtacageaac
caggackboag
caaggacgag
cogdagggce
cgccacogat
caacogocayg
cgobgbagge
ggtgragetg
cggcegecty
cageaggkak
tgagobtoek

ggcagtacoo
gogagakbchg
gaggoctatg
ttgaccacag
cgcctiggac
tacaacktcaq
tacogbogog
ggaccagteg
goteoggate
gotgoogtoa
gtgocagaag
gacaagacca
gacteeatea
ckgotgaacg
Lgggcacagc
gacaccatgg
aacgqoacag
tbcaagoteoa
acttatggeo
gacatcogeg
ctgaagaata
gatgotggac
acgetogoca
googogotoo
tacgoooaag

gtoaatgoog
daccbgacto
aAacaccatog
CcoCcaacatca
accgacgtgo
ACCOOCgaaa
caacaggack
gactoggtoa
atcogogtog
gocoegacgt
LEcoocbaca
togggogaks
gacgacoooo
cbgtacgaca
gaggagstac
ogogactibg
ACgUgUagAg
cocaagacgg
taga

99

ttgoogttge
aaccttttta
cccaggocaa
gagLogactyg
ttegoagtot
cgttoccetes
gctacgoaat
eoggeccect
cogbecttac
togottgtge
Ccocagggata
tacacgagot
tgtgotogta
acctocteaa
acactggege
tcaacactgg
toccoctgocta
ccaagaccac
cgatocactg
cogaccacgg
coggototet
Ccgagooocaa
toggctagyy
aggcgcaggc
aaaatacaaa

actoagsgoga
Loctggaacaa
Legtecatooa
cggocatbct
Lttacggoza
aokatggoge
teacogaggg
boceaogagte
Ccaagbcoaa
ttaggcaactt
Coocgoaagta
cocactacayg
ageoogotook
ttgtctacac
cqcagotcta
acaggatgoyg
abcbgagcoaa
catatgttaog

aggogooatt
coogtogooa
gtoctttgte
g9g9994ag9ag
gtgcatgcat
Eggocagacs
Sggccaggagy
tggeoogoatg
cggoatoggn
gaagoacktth
cggttacaac
ctaccbtbgg
Saaccagogo
gaacgagoth
agcaagcgco
cgtcagtbte
cogtotogac
cgacotggaa
ggoogocaag
caaccboato
accoobgaac
CgggCooaac
atooggoaca
catcoaggac

ggototggte

gagctacate
cggtgatact
ctoggtogac
ctgggotagt
ggtoaacooo
ggacgtoctg
cgtcottcato
cggocacggn
cgtcagogag
ctocaccgac
catctacoeg
coagacogon
ccggrockeg
aatcacggcc
Cghotogltyg
gatcgaacee
ctoggacgte
gaggagoageo

&0
120
180
240
300
Igl
420
480
540
6a0
A
TZ0
TEO
40
q00
a0

1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500

1560
1620
Le80
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2180
2320
Z280
2340
2400
24p0
2520
2580
2513

480
540
g00
L]
T20
T80
B40
g7
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SEQ ID NO:17 C1 Variante 871 polipéptido secuencia

MERAALESCLE
SOMTLLEEVH
VARTWORGLM
MSETIKGIOD
PEADAVERGY
VAGLDMSMPG
PINFSFWTRD
KPKFVAVIGE
GTRYESVLEN
LVENVSSHCS
ARRSPFTWEE
LEYTTFEYSN
YLNTTLFRRA
DITHTGSVVE
TVODWVISRY

GSTLAVAGAT
LTTGVGWGEEER
YREGYAMGQE
AGVIACRKHF
GEVMCSYNDG
DTMVNTGEVSEF
TYGETHHARK
DAGPSPNGPN
YREENTHEALY
NTIVVIHEVE
TRESYGADVL
IREVVKSNVEE
SGDPHYGOTA
EEVPOLYVSL
PKTAYVORSS

ESREVHOKPL
OVENVERTE
AEGEETNVLL
IGHEQEHFRD
HNNSYRCQNSE
WEANLTLAVL
QGYOETNSHY
ACSDRECNES
S0ANATAIVF
FVLLTDWYDN
Y EDMNGNWAD
YRFTTETTIO
EEFLPFHATD
GOPEDFKVOL
RELDLEIELE

SEQ ID NO:18 C1 Variante 885 cDNA secuencia

atgaagootg
gaatcgagaa
tggatgaatc
toocazatga
cagtgegtog
gactcooocte
gttgotgota
gooaaagaca
coogagggeg
atgtcogaga
attggaaacg
abtcagcgaaa
cogrLogoeyg
aacaactogt
gggtttcagg
ghggeotggto
tggggcgcca
gacabtgbgea
cogatocaact
cagggctaco
cogaacatbtg
aagccaaagt
ggotgcagog
gooaactato
ggcacgagagt
tococaggoca
aacgbggacg
ctaggtoaaga
cagtockbon
cttocgggen
googoooget
tacaagooga
gactacoget
cbgagectaca
Lacoggooca
ctogaggact

chgogettoo
aggthbcacca
oozacgocat
ctoctgotaga
goaacgtagg
toggocgtacyg
cotgggatog
agggcatcaa
gbogtaactg
cgatcaaggg
agoaggagos
cocbctocke
atgocgteong
acgoctgeca
gottoghboat
togatatgbc
atcccaceoot
cgogoateat
Lotocttetg
aggagattaa
Cogocaaggy
Locgtggoogt
acogoggotg
cgtacctogt
acgagagegt
atgoaaccgo
gtaacgaggg
acgtochbogag
tgaccgattg
aggagtoggy
cgooctboas
ataatggcaa
acttcgacas
ccaccktoga
Cgacgggcac
atchocttooc

-::‘tgi:‘n: ol of
gaagococko
cggctggacy
gaaggtocaac
cCgcga Eooot
aggaagogac
oggbeobgatyg
tgtoccttoto
ggaaggobto
cattcaggat
ctbcagacag
caacattgac
ggooggcgte
gaactogaagy
gagogactgg
catgoogage
cagoogtoote
== Edute [adnled el
gaccogogas
ttoccacgtt
tacggtgoty
caktcagooagy
taacgaaggo
ttococoogac
cobghocaan
caktegkotte
cgaccgtaag
ctggtgcago
gtacgacaac
caactocata
ttggggcaag
ttgggogoco
ggttgacoat
gtacagcaac
cacgattoag

Caaggacgag

AREEPFYPSP
RLOLRSLOMY
GPVAGPLGRM
VEERDGYGYN
LLNDLLENEL
HETVFAYRLD
DVREADHMGNLI
TLAMGWGESGET
VHNADSGEGYIL
PHITAILWAG
QODFTEGVFI
APTFGHFETD
ODPOFLLESS
RDFDEMRIEPR

ggcagtacoo
gogagatotg
gaggcotatyg
ttgaccacgg
cgocttggac
tacaactcag
tagogiogog
ggaccagtog
gotoocggato
gotggogtca
gtgocagasag
gacaagacca
ggcbctgtoa
ctygotgaacy
Lgggcacage
gacaccatgy
aacggoacag
Ltcaaggtca
acttatgsce
gacgtocgog
ctgaagaata
gatactgggc
acgotogocs
googogoton
tacgoogagy
gtoaakgocoy
aaoctgacto
zacaccatcyg
CoCaacatoa
acogacgtge
aCC0gogaas
caacaggact
gactoggtoa
atcogogtog
gooocogacgt
ttooccotaca

100

WMNENATGWA
DEPLAVRGTD
PEGGENHEGF
ISETLSSNID
GFQGFVMEDW
IMCMEIMARL
RENIAAKGTVL
ANYFYLNSFD
HVDGEHEGDRE
LPEQESGNSI
DYRYFDENDID
LEDYLFPEDE
FENSPGGENRD
GETROFTGRL

ttgoogttge
aaccktttta
CoCaggocaa
gagbcggckyg
ttogoagtet
cgbtececte
gotacgoaat
coggoooocct
cogbocttac
togottgtac
cocagggata
tgcacgagot
tgtgotogta
acctectoaa
acactggogc
teaacactag
tocctgocta
CCaagaccac
cgabocactyg
COgaccacgg
coggototet
COgagcoocaa
tgggetagag
aggegegggc
aaaatacaaa
acttcaggcga
totggaacaa
tocgtcatoca
cgaccatbtot
tttacggcaa
gotakbggogo
tcaccgagag
totacgagtt
tcaagtocaa
ttageaackt
tooocgcagta

EAYAQAKSFYV
YHSRFESGEOT
AFDEVLTGIG
DETHMHELYLW
WAOHTGAASA
FENTETTDLE
LENTESLELN
AALORFATOD
MLTLWNNGDT
TOVLYZKVNE
DSVIYEFGHS
FEYIPQYIYD
LYDIVYTITR
TREDLSNWDWV

aggegooath
coogbogesa
gtocttegts
gggggcigag
gtgoatgrat
tggccagaco
gggccaggag
Lggccgoatg
cggoatoggo
gaagcacttt
cggttacaac
CcCacctitgg
Cadoragygl
gaacgagett
agCaagogoo
cgtcagtttc
cogbotogan
cgacctggaa
gg9Cooccaag
caaccbeate
acooctgaan
COggCCoanc
atooggoaca
catcrcaggac
ggototggne
gggctacatc
cggtgatack
ctocggboggo
ctoggotagh
ggtcaacoee
ggacgbooty
cgbctbcate
cggocacago
cgbcagogag
ctoCaddgac
catctacoccg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
650
720
T80
840
870

&0
121
180
240
300
ELIH
420
480
540
a0l
(A
720
780
B4
400
ael

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15560
1620
16&0
1740
18400
1880
1520
1580
2040
21400
2160
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tacctcaaca
gaggagtbos
ggoggaaach
gacatbcacga
googgtoocg
ggogagacga
acggtbgeagg
cggaagbtog

MERARLECLF
SOMTLLEEVH
VARTWDRGLM
MSETIKGIOD
PFADAVEAGY
VAGLDMSMEG
PINFEFWTIED
KPHFVAVIGE
GTRYESVLEN
LVENVSSHIS
ARRSPFTHGE
LEYTTFEYSN
YLNTTDFREA
DITHTGESVVG
TVIDWVISEYT

atgaaggotyg
gaatogagaa
tggatgaaco
toccaaatga
cagtgogtbog

Cgacogacoo
toccgeccoa
coooogaogy
atacggacte
aggatoocaa
ggoagttoac
actaggteat

atctcaagat

GESTLAVRGAT
LTTGVEWSAE
YREGYAMGOE
AGVIACAKHF
GEVMCSYHOG
DTMVHTGEVSF
TYGPIHWARME
DAGPSPHNGFN
YAEENTEALV
NTIVVIHSVG
TRESYEALDVL
IRVVESNVSE
SGEDPFHYGOTA
EEVPQLYVSEL
PETAYWGERES

cbgogobtbo
aggtbcacca
ooaacgoeat
ctotgotags
gocaagtagy

ES 2455269 T3

coggagggee
cgccaccgat
caacegooag
cgttgtagge
ggtgecagetyg
cggoogoctg
cagoaggrat
tgagcoktect

ESREVHOKPL
QUVGNVERIR
AEGHEGINVLL
IGNEQEHFR
NMSYRCONSK
WEANLTLAVL
OEYOEINSHY
GCSDRECNEG
SOANATAIVF
PVLLTDWYDN
YKPNNGNWAR
YRPTTGTTI(
EEFLEPHATD
GEPEDPEVOL
RKLDLKIELF

SEQ ID NO:20 C1 Variant €916 cDNA secuencia

ctgoctokbbc ggoagkacos
gaagooooLo gogagatotg
£ggccgggeg gaggootaty
gaaggtcaac LLgaccacgy
cgogatcoct cgocttggac

tegagegate
gacgacooos
ctgtacgaca
gaggaggtac
cgegactthyg
ACgogoagag
CCoaagacgg
Eca

SEQ ID NO:19 C1 Variante 885 polipéptido secuencia

AREEPFYPEP
RLGLESLCMH
GPVAGPLGRM
VPERQGYGYN
LINDLLENEL
NETVERYRLD
DVRADHGNLI
TLAMGWGSGET
VHADSGEGY I
PHNITAILWAG
QODFTEGVFL
RPTFCENFSTD
DDPJFLLRSS
ROFDEMREIEF

101

cocactacgg
agoogetbock
ttatctacac
COCageLota
acaggatgog
abctaageaa
catacgotgg

WMHNENATLGWA
DEPLGVRGED
PEGGRENWEGFE
ISETLSSHID
GFOGFVMEDW
DMCMEIMARL
ENIBAKGETVL
ANYFYLVSFPD
NWVDENEGDRE
LEGQESGNS]I
DYRYFDEVLD
LEDYLFPEDE
EONSPEENRO
GETROFTGRL

tegoogbtae agoogooatto
aaccLittta cocgoiogoca
pecagaecaa geoctttgte
gagbcggcty ggagatggag
ttogoagtot grgoatgoat

CCagacogoo
coggtockeg
aatCacgoco
cgtotegoty
gatogaacco
ctgggacgto

gaggagcage

EATADAKSFY
YHSRAFPIGOT
AFDEVLTGIG
DETHHELYLW
WAQHTGRASA
FENTETTDLE
LENTGSLPLN
AALOARERTOD
NLTLWNNGDT
TOVLYGEVNE
DEVIYEFGHG
FFYIPOYIYP
LYDIVYTITH
TERDLEMWDV

2220
2280
L340
2400
2460
2520
2580
2613

60
120
180
240
300
KLY
420
420
S5a0
600
1130
T20
T80
g40
870

&0
120
180
240
300
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gackocoocks
gktoctgcka
groaaaggoa
cocgagggly
aktgteoogaga
attggaaacyg
atcagogaaa
cogbttgoog
aacaactcgt
gggtttoagg
gtagctggtc
Lggagogcca
gacatagooa
cogatcaact
CAgggCotace
oggaacatkyg
aagccasagqt
ggCLgcagoy
gocaactatc
ggoacgaggt
Logoaggoca
aacgtagacy
ctggtcaaga
coggtoctos
cttoogggoe
googoocgot
Lacaagooga
gactacogot
cbgagotaca
tacogaoosa
ckogaggact
tacctcaaca
gaggagLtoo
ggcggaaact
gacatcacga
ggcggtoccy
gglgagacga
acggtgcagy
CcggaagtLogy

teagogtaey
cebgggakog
agggoatoaa
grogbaactg
cgatcaagay
ageaggasca
coototooto
atgoocgtoog
acgooctgoca
gottogroat
togatabgoo
atctcaccct
tgogoatoat
tokeotiotyg
aggagattaa
CogoCaaggy
togtagoogt
accgogactyg
cgtaccbogt
acgagagogt
atgcaaccgo
gtaacgaggy
acgtotogayg
tgacogattg
aggagtoggg
cgooctbcas
ataatggeaa
acttogacaa
coaccttoga
cgacqggoac
atotottooo
Cgaccgacos
tocecgoooca
coooogaogy
atacgggoLse
aggatcocaa
ggcagtbcac
acktgggbcoat
atctcaagat

ES 2455269 T3

aggagoogac
cagbckgatyg
tgrochtote
ggaaggctte
catktcaggat
cttoagacag
cazcattgac
ggecggcgto
gaactogaag
gagogactan
catgoogggc
cgcoghbocto
ggcogooccho
gapoogogan
ttocccacgtbt
Lacygbycty
gateggogag
taacgaaggo
Ltooooogac
cebtgtocaac
cabcgbceEte
cgaccgkaag
ctggtgcage
gtacgacaac
caactocato
ttggggcaag
Etgggogoco
ggttgacgat
gbacagcaac
cacgatteag
cadggacgang
coggagggoe
Ccgcoacogat
caacogooag
cgtbgbagge
ggbgcagetyg
cggcogootyg
cagoaggtat
tgagobtoct

tacaactecag
tacogbogog
ggaccagtog
gotocggato
gotagegtoa
gtgocagaag
gacaagacoa
gactchgtcoa
chgobgaacy
Lgggcacage
gacaccacgc
aacggCacag
ttcaaggtca
acttatggoo
gacgbocogog
cbgaagaata
gatgcbggge
acgotogoca
goOg9ogoLoc
Tacgoogagy
gtcaacgoog
aacctgackte
aacaccatog
cocaacatoa
accgacgtgo
acoogogaaa
caacaggact
gactoggroa
abtcocgogtog
goocogacat
tkoccotaca
togagogata
gacgaccooc
ckgtacgaca
gaggaggLac
cgcgactityg
acgogragag
COCAAGACSY
Laa

SEQ ID NO:21 C1 Variante 916 polyipéptido secuencia

MERRALSCLF
SOMTLLEKVH
VARTWDRGLM
MEETIKGIQD
PEADAVRERGV
VAGLDMSMPGE
PINFSFWIRD
FEEEVAVIGE
GTRYESVLEN
LVENVS5WCS
AARSFFTWGK
LEYTTFEYSN
TLNTTDFRREA
DITHNTGEWVWG
TWIDHVISRY

GETLAVAGAET
LTTGEVEWGME
YREGYAMGOE
AGVIECREHMF
GEEVMCSYNDG
DIMLNTGVEF
TYSPIHWARAE
DAGPSPNGEN
YAEENTHEALY
MTIVVIHEVS
TRESYGRDVL
IRVVESNVSE
SADEHYOOTA
EEVPJLYVSL
PETAYVGERSES

ESREVHQEPL
COVGOVGAIF
AKGHGINVLL
IGNEQEHFRQ
NNSYACONSK
WEANLTLAVL
QGYQEINSHV
GCSDRGCNEG
SOMNATAIVE
PVLLTDWYDH
YTEPNNGNWAP
YRFTTGTTIQ
EEFLEEHATD
GEPEDEKVQL
RKLOLKIELF

ARSEFFYPSF
RLGLRESLICMH
GPVAGPLGRM
VEEROGYGYN
LLNDLLENEL
HGTVEAYRLD
CVRADHGNLI
TLAMGWGESGET
VHADSGEGYI
FNITAILWAG
QODFTEGVEIL
APTFGHFSTD
COFOFLLESS
RDFORMRIEFR

102

cgttoococto
goktacgoaat
coggooooot
cogtocttac
togottgtac
cocagggata
tgoacgagot
tgtgcotogta
apgctoocteas
acactaggoge
tgaacactgg
tocokgecta
Coaagaccac
cgatcoactg
Cogaccacgy
cegactotet
Cgagooooas
taggctggag
a9gCgcgggc
aaaatacaaa
actcaggoga
Letggaacaa
tegtoatoca
cggooabtot
tttacggcas
gotatggogs
toaccgagay
totaggagoe
tcaagtocaa
teggcaactt
tocogoaghs
cocactacyg
agcogobocot
ttgtotacac
cgcagoecta
acaggatgeg
atctgageaa
caktatgttyg

WHNPNATGWA
DSPLGVRGEAD
PEGGRNWEGE
ISETLASNID
GFJEFVMEDW
DMAME IMARL
EHIARKGTVL
ANYEYLVEED
HVDGHEGDRE
LPGDESGHNSL
DYRYFDEVDD
LEDYLFPKDE
GENSPGGHRD
GETROFTGRL

tgaccagace
goaccagyag
tgocogoatyg
cggoatogge
gaagractkbt
cggteacaac
ctacctotgg
Caaccagggco
gaacgagcktt
agcaagogos
cgbcagtLoe
coatotogac
cgacctggaa
ggoogooaag
caacctoate
accootgaac
COogocoaac
atcoggoaca
catccaggac
goototggto
gogokacake
cggtgatact
ctoggtogge
cLgggcLgat
gagtcaaccos
ggacgtocty
cgboetoate
cggooacggo
cgbcagogag
ctocacegac
cakotacoog
CeAgaASCgo
cocggtoctog
aateacggoo
ogLotogoty
gabcgascoo
ctoggacgto
gaggascago

EAYAQRKSFW
¥YHSAFPEGOT
AFDEPVLTGIG
DETHMHELYLMW
HWAQHTGAASA
FEVTKTTIDLE
LENTGSLELN
ARLOARRTICGD
HLTLWNNGDT
TOVLYCGEWNE
DSVIYEFGEHS
FEYIPQYIYP
LYDIVYTITA
TRRDLSNWDWV

a0

420

4840

544

E00

&60

720

THA

E40

200

G960
1024
1084
1140
1200
12640
1324
13840
1444
15040
1560
1620
1884
1740
1&00
18640
12240
19410
2040
2101
21E0
2220
2280
2340
2400
24610
2520
ZERD
2613

&0
120
180
240
300
3e0
420
480
540
600
6al
720
780
240
870
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Reivindicaciones

1. Una variante de polipéptido de B-glucosidasa aislada y/o recombinante que tiene mayor actividad y/o
termoestabilidad que la proteina C1 natural (Bgll) y que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70 % idéntica a B-glucosidasa C1 natural (residuos 20-870 de SEC ID N°: 2) y tiene al menos
una sustitucion en la posicion D369 en la que la posicién se determina por alineamiento 6ptimo con SEC ID N°: 2.

2. La variante de polipéptido de B-glucosidasa segun la reivindicacién 1, en la que el aminoacido en la posicion 369
esta seleccionado del grupo que consiste en R, Q, L, Y, C, A, |, P, E, K, F, M, Hy V, opcionalmente en la que, con
respecto a una Bgll C1 nativa que comprende los aminoacidos 20-870 de SEC ID N°: 2, la variante tiene:

a) al menos 5 veces mayor termoactividad a aproximadamente pH 5 y aproximadamente 65 °C,
b) al menos 3 veces mayor termoestabilidad a aproximadamente pH 5 y aproximadamente 65 °C, o
c) tanto (a) como (b).

3. La variante de polipéptido de B-glucosidasa segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la secuencia
de aminoéacidos incluye Q291W, D369R/H/L/Y y E402N y al menos una sustitucién de un residuo de aminoéacido
seleccionado del grupo que consiste en Q258N/H, 1106V, E385L, D274Y, K495H/I/N/Q, Q119E, Y135Q, G628W,
N4371/VIW/D, S501R, Q313M, S434P y Y491F.

4. La variante de polipéptido de B-glucosidasa segun la reivindicacion 1 que tiene al menos el 70 % de identidad, al
menos el 75 % de identidad, al menos el 80 % de identidad, al menos el 85 % de identidad, al menos el 90 % de
identidad o al menos el 95 % de identidad con los residuos de aminoacidos 20-870 de SEC ID N°: 2 y comprende
una sustitucion de aminoacidos en la posicion Q291, una sustitucion de aminoacidos en la posicion D369 y una
sustitucion de aminoéacidos en la posicién E402, como se determina con referencia a SEC ID N°: 2.

5. La variante de polipéptido de B-glucosidasa de la reivindicacion 4, que comprende ademas al menos una
sustitucion de aminoéacidos adicional en D47, A79, Q85, 1106, A109, Q258, V260, Q313, F314, A343, S434, A475,
K495, G628, A689, Y715 o A732, en la que la sustitucion es opcionalmente D471, A79E/G/M, Q85N/H, 1106V,
A109/S/T, V260G, Q313M, F314L/V, A343C, S434P, A475L, K495N, G628W, A689I, Y715P o A732G, tal como en la
gue la variante comprende al menos una sustitucion Q291W, D369R/L/H/Y o E402N.

6. La variante de polipéptido de B-glucosidasa de la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, en la que, con respecto a
una Bgll C1 nativa que comprende los aminoacidos 20-870 de SEC ID N°: 2, la variante tiene:

a) al menos 5 veces mayor termoactividad a aproximadamente pH 5 y aproximadamente 65 °C,
b) al menos 3 veces mayor termoestabilidad a aproximadamente pH 5 y aproximadamente 65 °C, o
c) tanto (a) como (b).

7. La variante de polipéptido de B-glucosidasa de cualquier reivindicacion precedente que tiene al menos el 75 % de
identidad, al menos el 80 % de identidad, al menos el 85 % de identidad, al menos el 90 % de identidad, al menos el
91 % de identidad, al menos el 92 % de identidad, al menos el 93 % de identidad, al menos el 94 % de identidad, al
menos el 95 % de identidad, al menos el 96 % de identidad, al menos el 97 % de identidad, al menos el 98 % de
identidad o al menos el 99 % de identidad con los residuos de aminoéacidos 20-870 de SEC ID Ne: 2.

8. La variante de polipéptido de B-glucosidasa segun la reivindicaciéon 1 que comprende los residuos de aminoacidos
20-870 de una secuencia seleccionada de SEC ID N°: 17, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 7; SEC ID N°: 9, SEC ID Ne°: 13;
SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 19 y SEC ID N°: 21.

9. Un acido nucleico recombinante que codifica una variante de polipéptido de B-glucosidasa de cualquier
reivindicacion precedente, opcionalmente en el que el acido nucleico codifica una preproteina que comprende la
variante de Bgll fusionada con un péptido sefial, opcionalmente el péptido sefial Bgll C1 que se produce
naturalmente.

10. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico recombinante de la reivindicacion 9.

11. Una célula huésped que comprende el acido nucleico recombinante de la reivindicacion 10, en la que dicho acido
nucleico esta opcionalmente operativamente ligado a un promotor distinto del promotor de Bgll C1, por ejemplo, en
la que:

a) la célula huésped es una especie de hongo filamentoso tal como una especie de Aspergillus, Trichoderma,
Humicola, Chrysosporium, Myceliophthora o Thielavia; o
b) la célula huésped también expresa al menos un polipéptido de celulasa recombinante que no se produce
naturalmente adicional, seleccionado de:

i) un polipéptido de endoglucanasa (EG) recombinante, y

i) un polipéptido de celobiohidrolasa (CBH) recombinante.
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12. Un procedimiento de produccién de un polipéptido de Bgll que comprende cultivar una célula huésped de la
reivindicacion 11 en condiciones en las que se expresa la variante de Bgll, tales como en las que la variante es
secretada por la célula huésped, opcionalmente que comprende ademas una etapa de recuperar la variante de Bgll
del medio en el que se cultiva la célula.

13. Una composicion que comprende una variante de Bgll de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y al menos
una polipéptido de celulasa recombinante que no se produce naturalmente adicional, seleccionado de

a) un polipéptido de endoglucanasa (EG) recombinante;

b) un polipéptido de celobiohidrolasa (CBH) recombinante; y

c¢) al menos un polipéptido de EG recombinante y al menos un polipéptido de CBH recombinante,

opcionalmente:
i) que comprende ademas al menos un polipéptido seleccionado de un grupo de polipéptidos que consiste
en una hemicelulasa, una pectinasa, una lignina peroxidasa, una manganeso peroxidasa, una lacasa y una
celobiosa deshidrogenasa;
i) en la que la celobiohidrolasa (CBH) y/o endoglucanasa (EG) es de Trichoderma reesei, Myceliophthora
thermophila o Streptomyces avermitilis, o es una variante de una CBH o EG de T. reesei, CBH o EG de M.
thermophila o una CBH o EG de S. avermitilis; o
iii) que comprende una célula huésped que expresa la variante de Bgl1.

14. El uso de una variante de Bgll de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en la produccion de azucares
solubles de biomasa celul6sica.

15. El uso de la reivindicacion 14 que es un procedimiento de produccién de glucosa que comprende combinar
celobiosa con una variante de B-glucosidasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, y opcionalmente al
menos una celulasa adicional, en condiciones en las que se produce glucosa, por ejemplo, que comprende ademas:

a) cultivar un microorganismo en condiciones en las que la glucosa producida se usa como una fuerte de energia y
carbono para producir un producto metabdlico; y
b) recuperar el producto metabdlico,

opcionalmente en el que:

i) el microorganismo es una levadura o bacteria; o

i) el producto metabdlico es un alcohol, acido organico o hidrocarburo con 1-20 atomos de carbono, por
ejemplo, en el que el producto metabdlico es etanol.
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