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DESCRIPCION

Variantes de alfa-amilasa.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, entre otras cosas, a variantes nuevas de alfa-amilasas progenitoras tipo Termamy],
sobre todo a variantes que presentan propiedades alteradas, en particular un modelo de seccionamiento alterado (con
respecto al progenitor) que es ventajoso con respecto a las aplicaciones de las variantes, en particular, en el tratamiento
del almidén industrial (p. ej., licuefaccidn o sacarificacion del almidén).

Antecedentes de la invencion

Las alfa-amilasas (alfa-1,4-glucan4-hidrolasas, EC 3.2.1.1) constituyen un grupo de enzimas que catalizan la hi-
drdlisis del almidén y otros oligo y polisacdridos 1,4-glucosidicos lineales y ramificados.

Hay un cuerpo muy extenso de patentes y bibliografia cientifica relacionadas con esta clase de enzimas industrial-
mente muy importantes. Varias alfa-amilasas tales como las variantes de las alfa-amilasas tipo Termamyl son conocidas
a partir de, p. €j., WO 90/11352, WO 95/10603, WO 95/26397, WO 96/23873, WO 96/23874 y WO 97/41213.

La reciente descripcion relacionada con las alfa-amilasas comprende el documento WO 96/23874 el cual pro-
porciona datos estructurales de cristales tridimensionales por rayos X para una alfa-amilasa tipo Termamyl, a la
que se hace referencia como BA2, que consiste en 300 residuos de aminoacidos N-terminales de alfa-amilasa de
B. amyloliquefaciens que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID NO: 6 en la presente y los
aminodcidos 301-483 del extremo C-terminal de la alfa-amilasa de B. licheniformis que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 4 en la presente (estando disponible comercialmente con el nombre comer-
cial Termamyl™), y que estd por tanto muy relacionada con las alfa-amilasas de Bacillus industrialmente importantes
(que en este contexto se incluyen dentro del significado de los términos “alfa-amilasas de tipo Termamyl”, y que inclu-
yen, entre otros, las alfa-amilasas de B. licheniformis, B. amyloliquefaciens y B. stearothermophilus). El documento
WO 96/23874 también describe la metodologia para disefiar, basdndose en un andlisis de la estructura de una alfa-
amilasa progenitora tipo Termamyl, variantes de la alfa-amilasa progenitora tipo Termamyl que presentan propiedades
alteradas relativas al progenitor.

WO 96/23874 y WO 97/41213 (Novo Nordisk) exponen variantes de la alfa-amilasa tipo Termamyl con un modelo
de seccionamiento alterado que contiene mutaciones en los residuos de aminoacidos V54; D53; Y56; Q333; G57 y
AS52 de la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4 en la presente.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a alfa-amilasas tal y como se define en la reivindicacién 1, que son ventajosas con
respecto al tratamiento industrial del almidén (licuefaccién del almidon, sacarificacion y similares).

Los inventores ha encontrado de forma sorprendente variantes con propiedades alteradas, en particular un modelo
de seccionamiento alterado que tiene una capacidad reducida mejorada para seccionar un sustrato cerca del punto
de ramificacién, y que ademads tienen una especificidad de sustrato mejorada y/o una actividad especifica mejorada,
en comparacién con el WO 96/23874 y WO 97/41213 (Novo Nordisk) descrita como variantes de alfa-amilasa de
tipo Termamyl con un modelo de seccionamiento alterado que contiene mutaciones en los residuos de aminoacidos
V54;D53;Y56;Q333;G57 y A52 de la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4 en la presente.

La invencion ademas se refiere a constructos de ADN que codifican las alfa-amilasas de la invencion, a vectores
de expresion recombinantes que transportan los constructos de ADN, a las células transformadas con los constructos
de ADN a composiciones que comprenden alfa-amilasas de la invencién, y al uso de variantes y composiciones de
la invencidn, solas o en combinacidén con otras enzimas alfa-amiloliticas, en varios procesos industriales, p. ej., en la
licuefaccion del almidén, y en composiciones de detergentes, tales como composiciones de limpieza para la ropa, para
lavavajillas y para superficies duras; para la produccién de etanol, como la produccién de etanol para combustible,
para bebidas e industrial; para el desencolado de telas, tejidos o prendas etc.

Nomenclatura

En la presente descripcion y reivindicaciones, se usan los c6digos convencionales de una sola letra y de tres letras
para residuos de aminoécidos.

Para mayor facilidad de referencia, las variantes de alfa-amilasa de la invencién se describen usando la nomencla-
tura siguiente:

Aminoécido(s) original(es):posicién(es):aminoacido(s) substituido(s)
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Segtin esta nomenclatura, por ejemplo la sustitucion de alanina por asparraguina en la posicién 30 se indica como:
Ala30Asn o A30N

una delecion de alanina en la misma posicién estd mostrada como:

Ala30* o A30*

y la insercién de un residuo de aminodcido adicional, tal como la lisina, se indica como:

* 30aLys o *30aK

Una delecién de un segmento consecutivo de residuos de aminoécidos, tal como los residuos de aminodcidos 30-
33, se indica como (30-33)* o A(A30- N33) o delta(A30-N33).

Cuando una alfa-amilasa especifica contiene una “delecién” en comparacién con otras alfa-amilasas y se hace una
insercidn en esa posicion esto se indica como:

* 36aAsp o *36aD

para la insercidn de un 4cido aspartico en la posicién 36

Las mutaciones multiples estan separadas por signos de suma, por ejemplo:
Ala30Asp + Glu34Ser o A30ON+E34S

representando mutaciones en las posiciones 30 y 34 sustituyendo la alanina y el 4cido glutdmico por asparraguina
y serina, respectivamente. Las mutaciones multiples pueden también ser separadas como sigue, es decir, significando
lo mismo que la suma:

Ala30Asp/Glu34Ser o A30N/E34S

Cuando uno o més residuos de aminodcidos alternativos pueden ser insertados en una posicién esto se indica como
A30NE o

A30N o A30E

Ademds, cuando una posicién adecuada para la modificacién estd identificada en la presente sin que se haya
sugerido una modificacién especifica, o A30X, se entendera que cualquier residuo de aminoéacido puede ser sustituido
por el residuo de aminodcido presente en la posicién. Asi, por ejemplo, cuando se menciona una modificacién de
una alanina en la posicién 30, pero no se especifica, o se especifica como “X”, se entendera que la alanina puede ser
delecionada o sustituida por cualquier otro aminodcido, es decir, cualquier: R, N, D, C,Q,E,G,H, L L, K, M\, E, P, S,
T, W, Y, V.

Descripcion detallada de la invencion
Figura 1 muestra SEC ID NO:1 de W095/26397.
Figura 2 muestra SEC ID NO:2 de W095/26397.

Figura 3 muestra la secuencia de Bacillus sp. #707 alfa-amilasa de Tsukamoto et al, Biochemical and Biophysical
Research Communications, FSI (1988), pags. 25-31.

Alfa-amilasa tipo Termamyl

Es bien sabido que varias alfa-amilasas producidas por Bacillus spp. son muy homdlogas a nivel aminodcido.
Por ejemplo, se ha encontrado que la alfa-amilasa de B. licheniformis que comprende la secuencia de aminodcidos
mostrada en la SEC ID NO: 4 (comercialmente disponible como Termamyl™) tiene un 89% de homologia con la
alfa-amilasa de B. amiloliquefaciens que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 6 y
aproximadamente un 79% de homologia con la alfa-amilasa de B. stearothermophilus que comprende la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 8. Ademds las alfa-amilasas homélogas incluyen una alfa-amilasa derivada
de una cepa de Bacillus sp. NCIB 12289; NCIB 12512; NCIB 12513 o DSM 9375; todas ellas estdn descritas de
forma detallada en WO 95/26397; y la alfa-amilasa #707 descrita por Tsukamoto et al, Biochemical and Biophysical
Research Communications, 151 (1988), pags. 25-31.

Ademéds las alfa-amilasas homologas incluyen la alfa-amilasa producida por la cepa de B. licheniformis descri-
ta en EP 0252666 (ATCC 27811), y las alfa-amilasas identificadas en WO 91/00353 y WO 94/18314. Otras alfa-
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amilasas comerciales tipo Termamyl de B. licheniformis son Optitherm™ y Takatherm™ (disponibles por Solvay),
Maxamyl™ (disponible por Gist-Brocades/Genencor), Spezym AA™ y Spezyme Delta AA™ (disponible por Genen-
cor), y Keistase™ (disponible por Daiwa).

Debido a la homologia sustancial encontrada entre estas alfa-amilasas, se considera que éstas pertenecen a la
misma clase de alfa-amilasas, es decir a la clase de “alfa-amilasas de tipo Termamyl”.

Por consiguiente, en el presente contexto, el término “alfa-amilasa tipo Termamyl” se destina a indicar una alfa-
amilasa, que a nivel aminodcido muestra una homologia sustancial al Termamyl™, es decir, la alfa amilasa de B.
licheniformis con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID NO: 4 en la presente. En otras palabras, una
alfa-amilasa tipo Termamy]l es una alfa-amilasa, que tiene la secuencia de aminoédcidos mostrada en la SEC ID NO: 4
u 8 en la presente, y la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 1 0 2 de WO 95/26397 (ver figuras 1y 2;
respectivamente) o en Tsukamoto et al.; 1988 (ver figura 3), o 1) que muestra al menos el 90%, incluso especialmente
mas preferido al menos el 95% de homologia, mas preferiblemente al menos el 97%, mds preferiblemente al menos el
99% de homologia con al menos una de dichas secuencias de aminodcidos.

En relacién con la propiedad i), la “homologia” se determina usando el programa GAP del paquete GCG versién
7.3 (Junio 1993) usando valores por defecto para penalizaciones de GAP, es decir una penalizacién por la creacién de
GAP de 3.0 y una penalizacién por la extensién de GAP de 0.1; (Genetic Computer Group (1991) Programme Manual
for the GCG Package, version 7, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711).

Un alineamiento estructural entre Termamyl y una alfa-amilasa tipo Termamyl puede ser usado para identificar
posiciones equivalentes/correspondientes en otras alfa-amilasas tipo Termamyl. Un método para obtener dicho alinea-
miento estructural es el uso del programa Pile Up del paquete GCG usando valores por defecto para penalizaciones de
gap, es decir, una penalizacion por la creacion de espacios de 3.0 y una penalizacién por la extension de espacios de
0.1. Otros métodos de alineamiento estructural incluyen el andlisis del cluster hidrofébico (Gaboriaud et al., (1987),
FEBS LETTERS 224, pp. 149-155) y el enhebrado inverso (Huber, T ; Torda, AE, PROTEIN SCIENCE Vol. 7, No. 1
pp. 142-149 (1998).

En este contexto, “derivado de” estd destinado a indicar no sélo una alfa-amilasa producida o producible por una
cepa del organismo en cuestion, sino también una alfa-amilasa codificada por una secuencia de DMA aislada de esta
cepa y producida en un organismo huésped transformado con dicha secuencia de ADN. Finalmente, el término se
destina a indicar una alfa-amilasa, que estd codificada por una secuencia de ADN de origen sintético y/o de ADNc y
que tiene las caracteristicas de identificacion de la alfa-amilasa en cuestion. El término estd también destinado a indicar
que la alfa-amilasa progenitora puede ser una variante de una alfa-amilasa de origen natural, es decir una variante, que
es el resultado de una modificacion (insercidn, sustitucion, eliminacidén) de uno o mas residuos de aminodacidos de la
alfa-amilasa de origen natural.

Alfa-amilasas progenitoras hibridas

La alfa-amilasa progenitora puede ser una alfa-amilasa hibrida, es decir, una alfa-amilasa, que comprende una
combinacién de secuencias de aminodcidos parciales derivadas de al menos dos alfa-amilasas.

La alfa-amilasa hibrida progenitora puede ser una, que en base a la homologia del aminoécido y/o a la reaccién
cruzada inmunoldgica y/o a la hibridacién del ADN (tal como se ha definido anteriormente) puede ser determinada
como perteneciente a la familia de la alfa-amilasa tipo Termamyl. En este caso, la alfa-amilasa hibrida estd normal-
mente compuesta al menos por una parte de una alfa-amilasa tipo Termamyl y parte(s) de una o més alfa-amilasas
seleccionadas de alfa-amilasas tipo Termamyl o alfa-amilasas no de tipo Termamyl de origen microbiano (bacteriano
o fiingico) y/o mamifero.

Asi, la alfa-amilasa hibrida progenitora puede comprender una combinacién de secuencias de aminoacidos par-
ciales que derivan de al menos dos alfa-amilasas tipo Termamyl, o de al menos una alfa-amilasa tipo Termamyl y al
menos una alfa-amilasa bacteriana no de tipo Termamyl, o de al menos una alfa-amilasa de tipo Termamyl y al menos
una alfa-amilasa fingica. La alfa-amilasa tipo Termamy! de la cual deriva una secuencia de aminoacidos parcial puede,
p- €j., ser cualquiera de estas alfa-amilasa especificas tipo Termamyl a las que se hace referencia en la presente.

Por ejemplo, la alfa-amilasa progenitora puede comprender una parte C-terminal de una alfa-amilasa derivada de
una cepa de B. licheniformis, y una parte N-terminal de una alfa-amilasa derivada de una cepa de B. amyloliquefaciens
o de una cepa de B. stearothermophilus.

La alfa-amilasa que no es del tipo Termamyl puede, p. ej., ser una alfa-amilasa fingica, una alfa-amilasa mamifera
o vegetal o una alfa-amilasa bacteriana (diferente de una alfa-amilasa tipo Termamyl). Ejemplos especificos de alfa-
amilasas de este tipo incluyen la TAKA alfa-amilasa de Aspergillus oryzae, la alfa-amilasa dcida de A. niger, la alfa-
amilasa de Bacillus subtilis, la alfa-amilasa porcina pancredtica y una alfa-amilasa de cebada. Todas estas alfa-amilasas
tienen estructuras dilucidadas, que son marcadamente diferentes de la estructura de una alfa-amilasa tipo Termamy]
tipica segun se ha hecho referencia en la presente.
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Las alfa-amilasas fuingicas mencionadas arriba, es decir, derivadas de A. Niger y A. oryzae, son muy homdlogas a
nivel aminodcido y generalmente consideradas como pertenecientes a la misma familia de las alfa-amilasas. La alfa-
amilasa fingica derivada de Aspergillus oryzae estd comercialmente disponible bajo el nombre comercial Fungamyl™.

Ademds, cuando se hace referencia a una variante particular de una alfa-amilasa tipo Termamyl (variante de la
invencién) - de una manera convencional - por referencia a la modificacién (p. ej., delecidn o sustitucion) de residuos
de aminodcidos especificos en la secuencia de aminodcidos de una alfa-amilasa especifica tipo Termamyl, debe en-
tenderse que variantes de otras alfa-amilasas tipo Termamyl modificadas en la(s) posicién(es) equivalente(s) (segin
estd determinado a partir del mejor alineamiento posible de las secuencias de aminodcidos entre las secuencias de
aminodcidos respectivas) estin comprendidas por la presente.

Una forma de realizacién preferida de una variante de la invencién es una derivada de una alfa-amilasa de B.
licheniformis (como la alfa-amilasa progenitora tipo Termamyl), p. €j., una de aquellas a las que se ha hecho referencia
antes, tal como la alfa-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID
NO: 4.

Construccion de variantes de la invencion

La construccién de la variante de interés puede ser realizada mediante el cultivo de un microorganismo que com-
prende una secuencia de ADN que codifica la variante bajo condiciones que son propicias para producir la variante.
La variante puede ser recuperada posteriormente del resultante caldo de cultivo. Esto serd descrito con més detalle a
continuacion.

Propiedades alteradas

A continuacion se discute la relacion entre las mutaciones, que pueden estar presentes en las variantes de la inven-
cion, y las alteraciones deseables en las propiedades (relativas a las de una alfa-amilasa progenitora tipo Termamyl),
que pueden resultar de las mismas.

En una forma de realizacién preferida las variantes anteriores de la invencién comprenden una mutacién en una
posicion correspondiente al menos a una de las siguientes mutaciones en la secuencia de aminodcidos mostrada en la
SEC ID NO: 4:

T49+G107A, A52S+V54N+T49L+G107A; o

T49F+G107A, T49V+G107A, T49D+G107A, T49Y+G107A, T49S+G107A, T49N+G107A, T491+G107A,
T49L+AS52S+G107A, T49L+AS2T+G107A, T49L+AS2F+G107A, T49L+AS2L+G107A, T49L+AS2T+G107A,
T49L+AS52V+G107A.

En una forma de realizacion preferida, una variante de la invencién comprende las siguientes mutaciones corres-
pondientes a las siguientes mutaciones en la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID. NO: 4:

T49X+AS52X+V54N/I/L/Y/FIW+G107A, y pueden ademds comprender G108A.

En una forma de realizacién preferida una variante de la invencién comprende al menos una mutacioén correspon-
diente a las siguientes mutaciones en la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 4:

T49L+G107A;
T491+G107A:
T49L+G107A+V54],
T491+G107A+V54],
AS525+V54N+T49L+G107A;
AS5254+V541+T49L+G107A;
AS525+T49L+G107A;
AS2T+T49L+G107A;
AS5254+V54N+T491+G107A;
AS5254+V541+T491+G107A;

A5254+T491+G107A.
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Todas las variantes de la invencién mencionadas arriba tienen propiedades alteradas (lo que significa propiedades
aumentadas o disminuidas), en particular al menos una de las siguientes propiedades relativa a la alfa-amilasa progeni-
tora: capacidad reducida para disociar un sustrato cerca del punto de ramificacién, especificidad de sustrato mejorada
y/o actividad especifica mejorada, unién del sustrato alterada, termoestabilidad alterada, perfil de pH/actividad altera-
do, perfil de pH/estabilidad alterado, estabilidad alterada hacia la oxidacién, dependencia del Ca** alterada.

Estabilidad

En el contexto de la presente invencidn, las mutaciones (incluyendo las sustituciones y/o deleciones de amino4ci-
dos) importantes con respecto al logro de la estabilidad, en particular la estabilidad mejorada (es decir, mas alta o mas
baja), a un pH especialmente bajo (es decir, pH 4-6) incluyen cualquiera de las mutaciones mencionadas en la seccién
“propiedades alteradas”, mds arriba y las variantes mencionadas justo abajo.

Las variantes siguientes: Q360A, K; N102A, N326A,L, N190G, N190K; Y262A,K,E (usando la numeracién BAN,
es decir, SEC ID N: 6) fueron también evaluadas por la estabilidad del pH. Una alfa-amilasa progenitora preferida pue-
de ser BA2 anteriormente descrita. La estabilidad del pH fue determinada como se describe en la seccién “Materiales
& Métodos™.

Estabilidad de Ca**

Una estabilidad de Ca** alterada significa que la estabilidad de la enzima bajo la deplecién de Ca®* ha sido me-
jorada, es decir, mayor o menor estabilidad. En el contexto de la presente invencidn, las mutaciones (incluso las
sustituciones del aminodcido) importantes con respecto al logro de la estabilidad de Ca*" alterada, en particular esta-
bilidad de Ca** mejorada, es decir, mayor o menor estabilidad, a un pH especialmente bajo (es decir, pH 4-6) incluyen
cualquiera de las mutaciones mencionadas en la seccion “propiedades alteradas” mads arriba.

Actividad especifica

En otro aspecto de la presente invencién, las mutaciones importantes con respecto al logro de las variantes que
presentan una actividad especifica alterada, en particular una actividad especifica aumentada o disminuida, especial-
mente a temperaturas entre 60-100°C, preferiblemente 70-95°C, especialmente 80-90°C, incluyen cualquiera de las
mutaciones catalogadas en la seccion “ propiedades alteradas” mds arriba. La actividad especifica de LE174 y LE429
fue determinada a 16,000 NU/mg usando el ensayo de Fadebas® descrito en la seccién “Materiales y Métodos”.

Modelo de seccionamiento alterado

En el proceso de la licuefaccion del almidon es deseable usar una alfa-amilasa, que sea capaz de degradar las
moléculas de almidén en oligosacaridos ramificados largos, mas que una alfa-amilasa, dando lugar a la formacién de
oligosacaridos ramificados mas cortos (como las alfa-amilasas tipo Termamyl convencionales). Los oligosacaridos ra-
mificados cortos (precursores de la panosa) no son hidrolizados de manera satisfactora por las pululanasas, las cuales se
usan después del tratamiento de la alfa-amilasa en el proceso de licuefaccion, o simultdneamente con una amilogluco-
sidasa de sacarificacién (glucoamilasa), o antes de afiadir una amiloglucosidasa de sacarificacién (glucoamilasa). Asi,
en presencia de los precursores de panosa, la mezcla del presente producto después del tratamiento con glucoamilasa
contiene una proporcion significante de la llamada dextrina limite, corta y ramificada, es decir, el trisacdrido panosa.
La presencia de panosa reduce el rendimiento de la sacarificacion significativamente y es por lo tanto indeseable.

Se ha indicado anteriormente (patente estadounidense 5,234,823) que, durante la sacarificacion con glucoamilasa
y pululanasa, la presencia de actividad alfa-amilasa residual que surge del proceso de licuefaccion, puede llevar a ren-
dimientos més bajos de glucosa, si la alfa-amilasa no es inactivada antes de la fase de sacarificacién. Esta inactivacién
puede ser normalmente realizada ajustando el pH por debajo de 4.7 a 95°C, antes de reducir la temperatura a 60°C
para la sacarificacion.

La razén de este efecto negativo en el rendimiento de la glucosa no estd completamente entendido, pero se asume
que la alfa-amilasa licuefactante (por ejemplo Termamyl 120 L de B. licheniformis) genera “dextrinas limites” (que
son sustratos pobres en pululanasa), mediante la hidrolizacién de enlaces 1,4-alfa-glucosidicos cerca y en ambos lados
de los puntos de ramificacion en la amilopectina. Las hidrdlisis de estas dextrinas limite por la glucoamilasa conduce
a una generacion del trisacdrido panosa, que es s6lo lentamente hidrolizado por la glucoamilasa.

El desarrollo de una alfa-amilasa termoestable, que no tenga esta desventaja, seria una mejora significante, puesto
que no se requeriria una inactivacién por separado.

Asi, el objetivo de la presente invencidn es conseguir una alfa-amilasa mutante con caracteristicas de degradacién
del almidén modificadas de forma apropiada pero que conserve la termostabilidad de la alfa-amilasa progenitora tipo
Termamy].

Por consiguiente, la invencion se refiere a una variante de una alfa-amilasa tipo Termamyl, con una capacidad
reducida mejorada para disociar un sustrato cerca del punto de ramificacion, y que ademds tiene especificidad de
sustrato mejorada y/o actividad especifica mejorada.
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Es de particular interés una variante, que secciona un sustrato de amilopectina, desde el extremo reductor, mas de
una unidad de glucosa desde el punto de ramificacidn, preferiblemente mas de dos o tres unidades de glucosa desde el
punto de ramificacién, es decir, a mds distancia desde el punto de ramificacién que aquella que se obtiene usando una
alfa-amilasa de B. licheniformis de tipo salvaje.

Se puede mencionar aqui que segin WO 96/23874, se prevén variantes que comprenden al menos una de las
siguientes mutaciones para prevenir un seccionamiento cerca del punto de ramificacién:

V54L, LE Y, W,R, K, H, E, Q;

DS3L, LE Y, W;

Y56W;

Q333W;

G57, todos los residuos de aminoacidos posibles;

AS52, residuos de aminodcidos mds grandes que A, p. ej., A52W, Y, L, F, L.

Las mutaciones de interés particular en relacion con la obtencidn de variantes segtn la invencién con una capacidad
reducida mejorada para seccionar un sustrato cerca del punto de ramificacion, y teniendo ademds una especificidad
de sustrato mejorada y/o una actividad especifica mejorada, incluyen las mutaciones en las siguientes posiciones en la
alfa-amilasa B. licheniformis, SEC ID NO: 4:

HI156; A181; N190; A209; Q264 y 1201.

También, la alfa-amilasa de B. licheniformis mostrada en la SEC ID NO: 4 que comprende una o mds de las si-
guientes mutaciones puede ser usada como esqueleto (usando la SEC ID NO: 4 para la numeracién de las mutaciones):

E119C;

S130C;

D124C;

R127C;

AS52todos los residuos de aminodcidos posibles;

S85todos los residuos de aminoécidos posibles;

N96todos los residuos de aminodcidos posibles;

V129todos los residuos de aminodcidos posibles;

A269todos los residuos de aminodcidos posibles;

A378todos los residuos de aminodcidos posibles;

S148todos los residuos de aminodacidos posibles, en particular S148N;
E211todos los residuos de aminoécidos posibles, en particular E211Q;
N188todos los residuos de aminoacidos posibles, en particular N188S, N188P

M197todos los residuos de aminoacidos posibles, en particular M197T, M197A, M197G, M1971, M197L, M197Y,
M197F, M1971;

W138todos los residuos de aminodcidos posibles, en particular W138Y;

D207todos los residuos de aminodcidos posibles, en particular D207Y;

H133todos los residuos de aminodcidos posibles, en particular H133Y;

H205todos los residuos de aminodacidos posibles, en particular H205H, H205C, H205R;
S187todos los residuos de aminodcidos posibles, en particular S187D;
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A210todos los residuos de aminodacidos posibles, en particular A210S, A210T;
H405todos los residuos de aminodcidos posibles, en particular H405D;
K176todos los residuos de aminoacidos posibles, en particular K176R;
F279todos los residuos de aminodcidos posibles, en particular F279Y;
Q298todos los residuos de aminoécidos posibles, en particular Q298H;
G299todos los residuos de aminoécidos posibles, en particular G299R;
L308todos los residuos de aminoacidos posibles, en particular L308F;
T412todos los residuos de aminoacidos posibles, en particular T412A;

Ademds, la alfa-amilasa de B. licheniformis mostrada en la SEC ID NO: 4 comprendiendo al menos una de las
siguientes mutaciones puede ser usada como esqueleto:

M15todos los residuos de aminodcidos posibles;
A33todos los residuos de aminodcidos posibles;

En una forma de realizacién preferida una variante de la invencién comprende al menos una mutacién en una
posicién correspondiente a las mutaciones siguientes en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID NO: 4:

T49+G107A, A52S+V54N+T49L+G107A; o

T49F+G107A, T49V+G107A, T49D+G107A, T49Y+G107A, T49S+G107A, T49N+G107A, T49I+G107A,
T49L+A52S5+G107A, T49L+A52T+G107A, T49L+A52F+G107A, T49L+AS52L+G107A, T49L+AS521+G107A,
T49L+A52V+G107A.

En una forma de realizacién preferida una variante de la invenciéon comprende al menos una mutacién en una
posicién correspondiente a las siguientes mutaciones en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID NO: 4:

T49X+AS52X+V54N//L/Y/F/W+G107A, y puede ademds comprender G108A.

En una forma de realizacién preferida una variante de la invenciéon comprende al menos una mutacién en una
posicién correspondiente a las siguientes mutaciones en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID NO: 4:

T49L-G107A;

T491+G107A;

T49L+G107A+V54],

T491+G107A+V 541,

AS52S+V54N+T49L+G107A;

AS52S+V541+T49L+G107A,;

AS52S+T49L+G107A;

AS52T+T49L+G107A;

AS52S8+V54N+T491+G107A;

AS52S+V541+T491+G107A,;

AS52S+T491+G107A.
Mutaciones generales en variantes de la invencion

Puede ser preferido que una variante de la invencién comprenda una o mas modificaciones ademads de las perfiladas
arriba. Asi, puede ser ventajoso que uno o mas residuos de prolina presente(s) en la parte de la variante de la alfa-
amilasa que es modificada sea/sean sustituido(s) con un residuo que no sea de prolina que puede ser cualquiera de

los posibles residuos de origen natural que no sean de prolina, y que preferiblemente sea una alanina, glicina, serina,
treonina, valina o leucina.
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Andlogamente, puede ser preferido que uno o mas residuos de cisteina presentes entre los residuos de aminodcidos
con los cuales la alfa-amilasa progenitora es modificada sea/sean sustituido(s) con un residuo que no sea de cisteina
tal como serina, alanina, treonina, glicina, valina o leucina.

Ademds, una variante de la invencion puede -en combinacién con cualquiera de las modificaciones perfiladas
arriba- ser modificada de modo que uno o mas Asp y/o Glu presente en un fragmento del aminoécido correspondiente
al fragmento del aminodcido 185-209 de la SEC ID n°. 4 sea sustituido por Asn y/o Gln, respectivamente. También
es de interés la sustitucidn, en la alfa-amilasa de tipo Termamyl, de uno o mas de los residuos de Lys presentes en un
fragmento e aminodcido correspondiente al fragmento de aminodcido 185-209 de 1la SEC ID NO: 4 por un Arg.

Sera entendido que la presente invencién comprende variantes que incorporan dos o mds de las modificaciones
perfiladas arriba.

Ademds, puede ser ventajoso introducir mutaciones puntuales en cualquiera de las variantes descritas en la presen-
te.

Meétodos para preparar variantes de la alfa-amilasa

Diferentes métodos para introducir mutaciones en genes son conocidos en la técnica. Después de una breve discu-
sién sobre la clonacion de secuencias de ADN que codifican la alfa-amilasa, se discutirdn unos métodos para generar
mutaciones en sitios especificos dentro de la secuencia de codificacién de la alfa-amilasa.

Clonacion de una secuencia de ADN que codifica una alfa-amilasa

La secuencia de ADN codificadora de una alfa-amilasa progenitora puede ser aislada de cualquier célula o micro-
organismo que produzca la alfa- amilasa en cuestion, usando varios métodos bien conocidos en la técnica. En primer
lugar, se deberia construir una biblioteca de ADN genémico y/o de ADNc usando ADN cromosémico o ARN mensa-
jero del organismo productor de la alfa-amilasa que debe ser estudiada. Después, si la secuencia de aminodcidos de la
alfa-amilasa es conocida, se pueden sintetizar sondas de oligonucleétidos homdlogas y marcadas y se pueden utilizar
para identificar clones codificadores de la alfa-amilasa de una biblioteca gendmica preparada a partir del organismo en
cuestién. De forma alternativa, una sonda de oligonucleétidos marcada conteniendo secuencias homdlogas a un gen
de alfa- amilasa conocido podria ser usada como una sonda para identificar clones codificadores de la alfa-amilasa,
usando condiciones de hibridacién y de lavado de astringencia mds bajas.

Otro método para identificar clones codificadores de la alfa-amilasa implican la insercion de fragmentos de ADN
genémico en un vector de expresion, tal como un plasmido, la transfomacién de bacterias alfa-amilasa- negativas
con la resultante biblioteca de ADN genémico, y después la colocacién en placas de las bacterias transformadas en
agar contendiendo un sustrato para alfa-amilasa, de ese modo permitiendo identificar los clones que codifican la alfa-
amilasa.

De forma alternativa, la secuencia de ADN codificadora de la enzima puede ser preparada sintéticamente por
métodos estandar, p. ej., el método de la fosforamidita descrito por S.L. Beaucage y M.H. Caruthers (1981) o el
método descrito por Mattes et al. (1984). En el método de la fosforamidita, los oligonucledtidos son sintetizados, p.
ej., en un sintetizador de ADN automatico, purificados, anillados, ligados y clonados en los vectores apropiados.

Finalmente, la secuencia de ADN puede ser de origen mezclado gendémico y sintético, de origen mezclado sintético
y de ADNCc o de origen mezclado gendmico y de ADNc, preparado ligando fragmentos de origen sintético, gendmico
o de ADNCc (si fuera apropiado, los fragmentos correspondientes a varias partes de la secuencia de ADN entera), de
acuerdo con las técnicas estdndar. La secuencia de ADN puede también ser preparada por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo como se describe en US 4,683,202 o R.K. Saiki et al.
(1988).

Mutagénesis sitio dirigida

Una vez que una secuencia de ADN codificadora de la alfa-amilasa haya sido aislada, y que se hayan identifi-
cado los sitios deseables para la mutacion, se pueden introducir mutaciones usando los oligonucleétidos sintéticos.
Estos oligonucleétidos contienen secuencias de nucledtidos que flanquean los sitios para la mutacién deseados; los
nucledtidos mutantes son insertados durante la sintesis de los oligonucleétidos. En un método especifico, un espacio
monocatenario de ADN, que conecta la secuencia codificadora de la alfa-amilasa, es creado en un vector que trans-
porta el gen de la alfa-amilasa. A continuacién el nucleétido sintético, que contiene la mutacion deseada, es anillado
hasta una parte homéloga del ADN monocatenario. El espacio restante es luego rellenado con ADN polimerasa I
(fragmento Klenow) y el constructo es ligado usando T4 ligasa. Un ejemplo especifico de este método estd descrito
en Morinaga et al. (1984). US 4,760,025 describe la introduccién de oligonucleétidos que codifican las mutaciones
miultiples mediante la realizacion de alteraciones minimas del casete. No obstante, una variedad incluso superior de
mutaciones puede ser introducida en cualquier momento por el método de Morinaga, ya que se puede introducir una
multitud de oligonucledtidos de varias longitudes.
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Otro método para introducir mutaciones en las secuencias de ADN codificadoras de la alfa-amilasa esta descrito
en Nelson y Long (1989). Implica la generacién en 3 fases de un fragmento de PCR que contiene la mutacién deseada
introducida usando una cadena de ADN sintetizada quimicamente como uno de los cebadores en las reacciones de la
PCR. A partir del fragmento generado por reaccién en cadena de la polimerasa, un fragmento de ADN que transporta
la mutacién puede ser aislado por el seccionamiento con endonucleasas de restriccion y reinsertados en un plasmido
de expresion.

Mutagénesis aleatoria

La mutagénesis aleatoria se realiza de manera adecuada bien como una mutagénesis aleatoria localizada o regién-
especifica en al menos tres partes del gen que traduce la secuencia de aminodcidos mostrada en cuestion, o dentro del
gen entero.

La mutagénesis aleatoria de una secuencia de ADN que codifica una alfa-amilasa progenitora puede ser conve-
nientemente realizada usando cualquier método conocido en la técnica.

En relacion con lo anterior, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para generar una variante
de una alfa-amilasa progenitora, p. ej., donde la variante muestra una capacidad reducida de seccionamiento de un
sustrato oligosacdrido cerca del punto de ramificacién, y ademds presenta especificidad de sustrato mejorada y/o una
actividad especifica mejorada con respecto al progenitor, el método:

(a) sometiendo una secuencia de ADN codificadora de la alfa-amilasa progenitora a una mutagénesis aleatoria,
(b) expresando la secuencia de ADN mutada obtenida en la fase (a) en una célula huésped, y

(c) seleccionando las células huéspedes que expresan una variante de la alfa- amilasa con una propiedad alterada
(es decir, termoestabilidad) con respecto a la alfa-amilasa progenitora

La fase (a) del método anterior de la invencion es preferiblemente realizado usando cebadores dopados. Por ejem-
plo, la mutagénesis aleatoria puede ser realizada usando un agente mutagenizante fisico o quimico adecuado, usan-
do un oligonucleétido adecuado, o sometiendo la secuencia de ADN a mutagénesis generada por PCR. Ademais, la
mutagénesis aleatoria puede ser realizada usando cualquier combinacién de estos agentes mutagenizantes. El agente
mutagenizante puede, p. €j., ser uno, que induce transiciones, transversiones, inversiones, aleatorizaciones, deleciones,
y/o inserciones.

Ejemplos de un agente mutagenizante fisico o quimico adecuado para este propésito incluyen la irradiacién ul-
travioleta (UV), hidroxilamina, N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), O-metil hidroxilamina, dcido nitroso,
etil metano sulfonato (EMS), bisulfito de sodio, dcido férmico, y andlogos nucleétidos. Cuando estos agentes son usa-
dos, la mutagénesis es normalmente realizada incubando la secuencia de ADN que codifica la enzima progenitora que
debe ser mutagenizada en presencia del agente mutagenizante de eleccidn bajo condiciones adecuadas para que ocurra
la mutagénesis, y seleccionando el ADN mutado que tenga las propiedades deseadas. Cuando la mutagénesis se realiza
por el uso de un oligonucledtido, el oligonucleétido puede ser dopado o adicionado con los tres nucleétidos no proge-
nitores durante la sintesis del oligonucle6tido en las posiciones que deben ser cambiadas. El dopaje o adicionado puede
hacerse de modo que se eviten los codones para los aminodcidos indeseados. El oligonucleétido dopado o adicionado
puede ser incorporado en el ADN que codifica la enzima alfa-amilasa mediante cualquier técnica publicada, usando
p- €j., PCR, LCR o cualquier ADN-polimerasa y ligasa segtin se considere apropiado. Preferiblemente, el dopaje se
realiza usando un “dopaje aleatorio constante”, donde el porcentaje de tipo salvaje y mutacién en cada posicion estd
predefinido. Ademas, el dopaje puede estar dirigido hacia una preferencia para introducir ciertos nucleétidos, y por
tanto hacia una preferencia para introducir uno o més residuos de aminoacidos especificos. El dopaje puede hacerse, p.
€j., para permitir la introduccién del 90% de tipo salvaje y el 10% de mutaciones en cada posicién. Una consideracién
adicional para la eleccién de un esquema de dopaje se basa en la genética asi como en las limitaciones estructurales
de las proteinas. El esquema del dopaje puede hacerse usando el programa DOPE, que, entre otras cosas, asegura
que se evita la introduccién de codones de parada. Cuando se utiliza la mutagénesis generada por PCR, bien un gen
tratado o no tratado quimicamente que codifica una alfa-amilasa progenitora es sometido a PCR bajo condiciones que
aumentan la desincorporacién de nucleétidos (Deshler 1992; Leung et al., Technique, Vol.1, 1989, pp. 11-15). Una
cepa mutigena de E. coli (Fowler et al., Molec. Gen. Genet.; 133, 1974; pags. 179-191), S. cereviseae o cualquier
otro organismo microbiano puede ser usada para la mutagénesis aleatoria del ADN que codifica la alfa-amilasa por,
p. €j., transformando un pldsmido que contenga la glicosilasa progenitora en la cepa mutdgena, haciendo crecer la
cepa mutdgena con el pldsmido y aislando el plasmido mutado de la cepa mutdgena. El plasmido mutado puede ser
posteriormente transformado en el organismo de expresion. La secuencia de ADN para ser mutagenizada puede estar
convenientemente presente en una biblioteca genémica o de ADNc obtenida a partir de un organismo que expresa la
alfa-amilasa progenitora. De forma alternativa, la secuencia de ADN puede estar presente en un vector adecuado tal
como un pldsmido o un bacteriéfago, que como tal puede ser incubado con o, por el contrario, puede ser expuesto al
agente mutagenizante. El ADN que debe ser mutagenizado puede también estar presente en una célula huésped bien
estando integrado en el genoma de dicha célula o estando presente en un vector contenido en la célula. Finalmente, el
ADN que debe ser mutagenizado puede estar en forma aislada. Se entendera que la secuencia de ADN que debe ser
sometida a mutagénesis aleatoria es preferiblemente una secuencia de ADNc o de ADN gendmico. En algunos casos
puede ser conveniente el hecho de amplificar la secuencia de ADN mutada antes de realizar la fase de expresiéon b) o
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la fase de seleccidn c). Tal amplificacién puede ser realizada de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica, el
método actualmente preferido es la amplificacion generada por PCR usando cebadores oligonucleétidos preparados
en base a la secuencia de ADN o secuencia de aminodcidos de la enzima madre. Después de la incubacién con o
exposicion al agente mutagenizante, el ADN mutado es expresado mediante el cultivo de una célula huésped adecuada
que transporta la secuencia de ADN bajo condiciones que permiten que la expresion tenga lugar. La célula huésped
usada para este propdsito puede ser una que haya sido transformada con la secuencia de ADN mutada, opcionalmente
presente en un vector, o una que fuera transportada por la secuencia de ADN codificadora de la enzima madre durante
el tratamiento por mutagénesis. Ejemplos de células huéspedes adecuadas son las siguientes: bacterias gram positi-
vas tales como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, Bacillus
megaterium, Bacillus thuringiensis, Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; y bacterias gram-negativas tales
como E. coli. La secuencia de ADN mutada puede ademds comprender una secuencia de ADN que codifica funciones
que permiten la expresion de la secuencia de ADN mutada.

Mutagénesis aleatoria localizada

La mutagénesis aleatoria puede estar ventajosamente localizada en una parte de la alfa-amilasa progenitora en
cuestion. Esto puede, p. ¢j., ser ventajoso cuando ciertas regiones de la enzima han sido identificadas por ser de impor-
tancia particular para una propiedad dada de la enzima, y cuando se modifican se prevé que resulten en una variante
con propiedades mejoradas. Tales regiones pueden normalmente ser identificadas cuando la estructura terciaria de la
enzima madre ha sido dilucidada y relacionada con la funcién de la enzima.

La mutagénesis aleatoria localizada, o, regidén-especifica se realiza convenientemente usando técnicas de muta-
génesis generada por PCR segin el modo descrito anteriormente o cualquier otra técnica adecuada conocida en la
técnica. De forma alternativa, la secuencia de ADN que codifica la parte de la secuencia de ADN que debe ser modi-
ficada puede ser aislada, p. €j., por insercién en un vector adecuado, y dicha parte puede ser posteriormente sometida
a mutagénesis usando cualquiera de los métodos de mutagénesis mencionados anteriormente.

Meétodos alternativos para proporcionar variantes de la alfa-amilasa

Los métodos alternativos para proporcionar variantes de la invencién incluyen el método de redistribucién de genes
conocido en la técnica incluyendo p. ej. los métodos, descritos en WO 95/22625 (de Affymax Technologies N.V.) y
WO 96/00343 (de Novo Nordisk A/S).

Expresion de variantes de la alfa-amilasa

Segin la invencién, una secuencia de ADN que codifica la variante producida por los métodos descritos anterior-
mente, o por cualquier método alternativo conocido en la técnica, puede ser expresada, en forma enzimética, usando un
vector de expresion que normalmente incluye las secuencias de control que codifican un promotor, operador, sitio de
unioén del ribosoma, sefial de iniciacién de la traduccién, y, opcionalmente, un gen represor o varios genes activadores.

El vector de expresién recombinante que transporta la secuencia de ADN que codifica una variante de la alfa-ami-
lasa de la invencién puede ser cualquier vector, que puede convenientemente ser sometido a procedimientos de ADN
recombinante, y la eleccién del vector frecuentemente dependerd de la célula huésped en la que debe ser introducido.
Ast, el vector puede ser un vector de replicacién auténoma, es decir, un vector, que existe como una entidad extracro-
mosémica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosémica, p. €j., un plasmido, un bacteriéfago o
un elemento extracromosémico, minicromosoma o un cromosoma artificial. De forma alternativa, el vector puede ser
uno que, al introducirse en una célula huésped, se integre en el genoma de la célula huésped y se replique con el(los)
cromosoma(s) en el(los) que se haya integrado.

En el vector, la secuencia de ADN deberia ser operativamente conectada a una secuencia del promotor adecuada.
El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN, que muestre actividad transcripcional en la célula huésped de
eleccién y puede derivar de proteinas codificadoras de genes bien homélogas o heterdlogas a la célula huésped. Ejem-
plos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de ADN codificadora de una variante de
alfa-amilasa de la invencidn, especialmente en un huésped bacteriano, son el promotor del operén lac de E. coli, los
promotores del gen de la agarasa dagA de Streptomyces coelicolor, 1os promotores del gen de la alfa-amilasa (amyL)
de Bacillus licheniformis, los promotores del gen de la amilasa maltogénica (amyM) de Bacillus stearothermophilus,
los promotores de la alfa-amilasa (amyQ) de Bacillus amyloliquefaciens, los promotores de los genes xylA y xyIB de
Bacillus subtilis etc. para la transcripcion en un huésped fiingico, ejemplos de promotores titiles son aquellos derivados
del gen que codifica la TAKA amilasa de A. oryzae, proteinasa aspdrtica de Rhizomucor miehei, la alfa-amilasa neutra
de A. niger, la alfa-amilasa estable en dcido de A. niger, la glucoamilasa A. niger, la lipasa de Rhizomucor miehei, la
proteasa alcalina de A. oryzae, la triosa fosfato isomerasa de A. oryzae o la acetamidasa de A. nidulans.

El vector de expresion de la invencién puede comprender también un terminador de la transcripcion adecuado y, en
eucariotas, secuencias de poliadenilacién operativamente conectadas a la secuencia de ADN que codifica la variante
de la alfa-amilasa de la invencién. Las secuencias de terminacién y de poliadenilacién pueden de manera adecuada
derivar de las mismas fuentes que el promotor.
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El vector puede ademds comprender una secuencia de ADN que permita que el vector se replique en la célula
huésped en cuestién. Ejemplos de secuencias de este tipo son los origenes de replicacién de los pldsmidos pUCI9,
pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

El vector puede también comprender un marcador seleccionable, p. €j., un gen cuyo producto implementa una
carencia en la célula huésped, tal como los genes dal de B. subtilis o B. licheniformis, o uno que confiera resistencia
a los antibidticos tal como resistencia a la ampicilina, canamicina, cloranfenicol o a la tetraciclina. Ademas, el vector
puede comprender marcadores de la seleccion de Aspergillus tales como amdsS, argB, niaD y sC, un marcador que de
lugar a la resistencia a la higromicina, o la seleccién puede ser realizada por cotransformacion, p. €j., como se describe
en WO 91/17243.

Mientras que la expresion intracelular puede ser ventajosa en algunos aspectos, p. €j., cuando se usan ciertas
bacterias como las células huéspedes, es generalmente preferido que la expresion sea extracelular. En general, las alfa-
amilasas de Bacillus mencionadas aqui comprenden una prerregién que permite la secrecion de la proteasa expresada
en el medio de cultivo. Si fuera deseable, esta prerregion puede ser sustituida por una prerregion diferente o una
secuencia sefial, convenientemente realizada por la sustitucion de las secuencias de ADN que codifican las prerregiones
respectivas.

Los procedimientos usados para ligar el constructo de ADN de la invencién que codifica una variante de alfa-
amilasa, el promotor, terminador y otros elementos, respectivamente, y para insertarlos en los vectores adecuados que
contienen la informacién necesaria para la replicacion, son conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989).

La célula de la invencidn, que comprende sea un constructo de ADN o sea un vector de expresion de la invencion
tal como se ha definido anteriormente, se utiliza ventajosamente como una célula huésped para la produccién recom-
binante de una variante de alfa-amilasa de la invencién. La célula puede ser transformada con el constructo de ADN
de la invencién que codifica la variante, integrando convenientemente el constructo de ADN (en una o mds copias)
en el cromosoma huésped. Esta integracion estd generalmente considerada como una ventaja puesto que la secuencia
de ADN tiene mds probabilidad de ser mantenida de manera estable en la célula. La integracién de los constructos de
ADN en el cromosoma huésped puede ser realizada segiin métodos convencionales, p. €j., por recombinacién homo-
loga o heterdloga. De forma alternativa, la célula puede ser transformada con un vector de expresion segiin el modo
descrito anteriormente en relacién con los diferentes tipos de células huéspedes.

La célula de la invencion puede ser una célula de un organismo mayor tal como un mamifero o un insecto, pero es
preferiblemente una célula microbiana, p. ej., una célula bacteriana o fiingica (incluida la levadura).

Ejemplos de bacterias adecuadas son bacterias gram-positivas tales como Bacillus subtilis, Bacillus lichenifor-
mis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, o Streptomyces
lividans o Streptomyces murinus, o bacterias gram negativas tales como E. coli. La transformacién de las bacterias
puede, por ejemplo, efectuarse mediante la transformacion del protoplasto o usando células competentes segtin cierto
modo conocido per se.

El organismo de la levadura puede ser seleccionado de forma favorable de unas especies de Saccharomyces o
Schizosacaromyces, p. €j., Saccharomyces cerevisiae. El hongo filamentoso puede ventajosamente ser una especie de
Aspergillus, p. €j., Aspergillus oryzae o Aspergillus Niger. Las células micéticas pueden ser transformadas por un
proceso que implica la formacion del protoplasto y la transformacion de los protoplastos seguido de la regeneracién
de la pared celular en cierto modo conocido per se. Un procedimiento adecuado para la transformacioén de células
huéspedes de Aspergillus esta descrito en EP 238 023.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para producir una variante de la alfa-amilasa de la
invencion, dicho método comprende el cultivo de una célula huésped segtin el modo descrito anteriormente bajo las
condiciones propicias para la produccion de la variante y la recuperacion de la variante de las células y/o del medio de
cultivo.

El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para hacer crecer la
célula huésped en cuestion y obtener la expresion de la variante de la alfa-amilasa de la invencién. Los medios adecua-
dos estan disponibles por proveedores comerciales o pueden ser preparados segtin las recetas publicadas (p. €j., como
se describe en catdlogos de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo).

La variante de la alfa-amilasa segregada a partir de las células huéspedes puede convenientemente ser recupera-
da del medio de cultivo por procedimientos bien conocidos, incluyendo la separacién de las células del medio por
centrifugado o filtracidn, y la precipitacién de componentes proteinicos del medio mediante una sal tal como sulfa-
to de amonio, seguido del uso de procedimientos cromatograficos tal como la cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia de afinidad, o similar.
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Aplicaciones industriales

Las variantes de la alfa-amilasa de esta invencion poseen propiedades valiosas que permiten una variedad de
aplicaciones industriales. En particular, variantes enzimadticas de la invencién son aplicables como un componente
para composiciones de detergentes para el lavado, para lavavajillas y para la limpieza de superficies duras. Numerosas
variantes son particularmente dtiles en la produccién de edulcorantes y etanol, p. €j., etanol para combustible, para
bebidas o industrial, a partir de almiddn, y/o para el desencolado textil. Las condiciones para los procesos de conversion
del almidén convencionales, incluyendo la licuefaccion del almidén y/o procesos de sacarificacion, estan descritos en,
p. €j., 3,912,590 y en las publicaciones de patentes EP Nos. 252 730 y 63 909.

Produccion de edulcorantes a partir de almidon

Un proceso “tradicional” para la conversion de almidon en jarabes de fructosa normalmente consiste en tres pro-
cesos consecutivos enzimadticos, es decir, un proceso de licuefaccién seguido de un proceso de sacarificacién y un
proceso de isomerizacién. Durante el proceso de licuefaccion, el almidén es degradado en dextrinas por una alfa-ami-
lasa (p. €j., Termamyl™) a valores de pH entre 5.5 y 6.2 y a temperaturas de 95-160°C durante un periodo de aprox.
2 horas. Para asegurar la estabilidad enzimdtica bajo estas condiciones; se afiade 1 mM de calcio (40 ppm de iones de
calcio libre).

Después del proceso de licuefaccién las dextrinas son convertidas en dextrosa mediante la adicién de una glucoa-
milasa (p. €j., AMG™) y una enzima desramificante, tal como una isoamilasa o una pululanasa (p. €j., Promozyme™).
Antes de esta fase el pH es reducido a un valor inferior a 4.5, manteniendo la temperatura elevada (por encima de 95°C),
y la actividad licuefactante de la alfa-amilasa es desnaturalizada. La temperatura es reducida a 60°C, y se afiaden la
enzima glucoamilasa y la desramificante. El proceso de sacarificacion continua durante 24-72 horas.

Después del proceso de sacarificacion el pH es aumentado a un valor en la gama de 6-8, preferiblemente pH 7.5, y
el calcio se elimina por intercambio iénico. El jarabe de dextrosa es luego convertido en jarabe rico en fructosa usando,
p. €]., una glucosaisomerasa inmovilizada (tal como Sweetzyme™).

Al menos una mejora enzimdtica de este proceso podria ser prevista: reduccién de la dependencia del calcio de la
alfa-amilasa licuefactante. Se requiere la adicién de calcio libre para asegurar una estabilidad adecuadamente alta de
la alfa-amilasa, pero el calcio libre inhibe fuertemente la actividad de la glucosaisomerasa y necesita ser eliminado,
mediante una operacién individual cara, hasta el punto de reducir el nivel de calcio libre por debajo de 3-5 ppm. Se
podrian obtener ahorros en el coste si esta operacion pudiera ser evitada y el proceso de licuefaccion fuera realizado
sin la adicién de iones de calcio libre.

Para conseguirlo, se requiere una alfa-amilasa menos calcio-dependiente del tipo Termamyl que sea estable y muy
activa a concentraciones bajas de calcio libre (< 40 ppm). Tal alfa-amilasa tipo Termamyl deberia tener un pH éptimo
aun pH en la gama de 4.5-6.5, preferiblemente en la gama de 4.5-5.5.

La invencién también se refiere a una composicion que comprende una mezcla de una o mds variantes de la
invencién derivadas de (igual que la alfa-amilasa progenitora tipo Termamyl) la alfa-amilasa de B. stearothermophilus
que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 8 y una alfa-amilasa tipo Termamyl derivada de la alfa-amilasa de
B. licheniformis que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4.

Una variante de la alfa-amilasa de la invencién o una composicién de la invencién puede en cierto aspecto de la
invencion ser usada para la licuefaccion del almidén, en una composicién de detergente, como composiciones para el
lavado de la ropa, de la vajilla y para la limpieza de superficies duras, para la produccién de etanol, como la produccién
de etanol para combustible, para bebidas e industrial, para el desencolado textil, de tejidos y prendas.

Materiales y métodos
Enzimas

LE174: variante de la alfa-amilasa hibrida

LE174 es una alfa-amilasa tipo Termamyl hibrida que es idéntica a la secuencia de Termamyl, es decir, la alfa-
amilasa de Bacillus licheniformis mostrada en la SEC ID NO: 4, a excepcidn de que los 35 residuos de los aminodcidos
N-terminales (de la proteina madura) han sido sustituidos por los 33 residuos de BAN N-terminales (proteina madura),
es decir, la alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens mostrada en la SEC ID NO: 6, que ademas tiene las mutaciones

siguientes:

HI156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S (SEC ID NO: 4).
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LEA429 variante de la alfa-amilasa hibrida

LE429 es una alfa-amilasa tipo Termamyl hibrida que es idéntica a la secuencia de Termamyl, es decir, la alfa-
amilasa de Bacillus licheniformis mostrada en la SEC ID NO: 4, a excepcién de que los 35 residuos de los aminodcidos
N-terminales (de la proteina madura) han sido sustituidos por los 33 residuos de BAN N-terminales (proteina madura),
es decir, la alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens mostrada en la SEC ID NO: 6, que ademas tiene las mutaciones
siguientes: H156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S+I1201F (SEC ID NO: 4). LE429 estd mostrada como la SEC ID
NO: 2 y fue construida por SOE-PCR (Higuchi ez al. 1988, Nucleic Acids Research 16:7351).

Dextrozyme™ E: una mezcla equilibrada de glucoamilasa (AMG) y pululanasa obtenible a partir de cepas selec-
cionadas de Aspergillus Niger y Bacillus deramificans (disponible por Novo Nordisk A/S).

Fermentacion y purificacion de variantes de la alfa-amilasa

Una cepa de B. subtilis que alberga el pldsmido de expresion pertinente es alineada en una placa de LB-agar con
10 micro g/ml de canamicina de stock a -80°C , y se deja crecer durante toda la noche a 37°C.

Las colonias son transferidas a 100 ml de medios de BPX suplementados con 10 micro g/ml de canamicina en un
matraz de agitacién de 500 ml.

Composicion de medio de BPX:

Almidén de patata 100 g/1
Harina de cebada 50 g/1
BAN 5000 SKB 0.1 g/
Caseinato sodico 10 g/1
Harina de soja 20 g/l
Na,HPO,, 12 H,0 9¢gll

Pluronic™ 0.1 g/

El cultivo se agita a 37°C a 270 rpm durante 5 dias.

Las células y el detrito celular son eliminados del caldo de fermentacién por centrifugado a 4500 rpm en 20-25
minutos. Después el sobrenadante es filtrado para obtener una solucién completamente clara. El producto filtrado es
concentrado y lavado en un filtro UF (membrana con 10000 cortes) y el tamp6n es cambiado a 20 mM de acetato a pH
5.5. El producto filtrado de UF es aplicado en una S-Sepharose F.F. y la elucién se realiza por fases con 0.2M de NaCl
en el mismo tampo6n. El eluato es dializado contra 10 mM de Tris, pH 9.0 y aplicado en una Q-Sepharose EF. y eluido
con un gradiente lineal de 0-0.3M de NaCl por 6 volimenes de columna. Las fracciones que contienen la actividad
(medida por el ensayo de Phadebas) son agrupadas, el pH fue ajustado a pH 7.5 y el color restante fue eliminado por
un tratamiento con 0.5% P/vol. de carbén activo en 5 minutos.

Determinacion de la actividad - (KNU)
Una Unidad Kilo de alfa-amilasa (1 KNU) es la cantidad de enzima que rompe 5.26 g de almidén (Merck, Amylum

Solubile, Erg. B 6, lote 9947275) por hora en el método estandar de Novo Nordisk para la determinacién de alfa-
amilasa basdndose en la condicién siguiente:

Sustrato almidon soluble
Contenido de calcio en solvente 0.0043 M
Tiempo de reaccién 7-20 minutos
Temperatura 37°C

pH 5.6

La descripcidn detallada del método analitico de Novo Nordisk (AF 9) esta disponible bajo peticion.
Ensayo para la actividad alfa-amilasa

La actividad alfa-amilasa estd determinada por un método que utiliza comprimidos de Phadebas® como sustrato.
Los comprimidos de Phadebas (Test de Amilasa de Phadebas®, suministrado por Pharmacia Diagnostic) contiene un
polimero de almidén de color azul insoluble reticulado, que ha sido mezclado con albiimina de suero bovino y una
sustancia tampén y dispuesto en comprimidos.

Para cada medicién individual un comprimido es suspendido en un tubo que contiene 5 ml de tampén Britton-
Robinson 50 mM (50 mM de 4cido acético; 50 mM de acido fosférico; 50 mM de 4cido bérico; 0.1 mM de CaCl,, pH
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ajustado al valor de interés con NaOH). La prueba se realiza al bafio maria a la temperatura de interés. La alfa-amilasa
que debe evaluarse es diluida en x ml de tamp6n Britton-Robinson 50 mM. 1 ml de esta solucién de alfa-amilasa se
afiade a los 5 ml de tampdn Britton-Robinson 50 mM. El almidén es hidrolizado por la alfa-amilasa dando fragmentos
azules solubles. La absorbencia de la solucién azul resultante, medida espectrofotométricamente a 620 nm, es una
funcién de la actividad de la alfa-amilasa.

Es importante que la absorbencia de 620 nm medida después de 10 o 15 minutos de incubacién (tiempo de testado)
esté en la gama de 0.2 a 2.0 unidades de absorbencia a 620 nm. En este rango de absorbencia hay linealidad entre
actividad y absorbencia (ley de Lambert-Beer). La dilucién de la enzima debe en consecuencia ser ajustada para
cumplir este criterio. Bajo un grupo especifico de condiciones (temp., pH, tiempo de reaccién, condiciones del tamp6n)
1 mg de una alfa-amilasa dada hidrolizard una cantidad determinada de sustrato y un color azul serd producido. La
intensidad del color es medida a 620 nm. La absorbencia medida es directamente proporcional a la actividad especifica
(actividad/mg de proteina de la alfa-amilasa pura) de la alfa-amilasa en cuestion segin el grupo de condiciones dado.

Determinacion de la actividad especifica
La actividad especifica se determina usando el ensayo de Phadebas (Pharmacia) como actividad/mg de enzima.
Medicion del perfil de actividad del pH (estabilidad del pH)

La variante es almacenada en 20 mM de Tris pH 7.5, 0.1 mM, CaCl, y evaluada a 30°C; 50 mM de Britton-
Robinson; 0.1 mM de CaCl,. La actividad del pH es medida a pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0, 9.5, 9.5, 10; y 10.5;
usando el ensayo Phadebas anteriormente descrito.

Determinacion de la actividad de AGU y como AGU/mg

Una unidad Novo de amiloglucosidasa (AGU) se define como la cantidad de enzima, que hidroliza 1 micromol de
maltosa por minuto a 37°C y pH 4.3. Una descripcion detallada del método analitico (AEL-SM-0131) estd disponible
bajo peticién por Novo Nordisk.

La actividad estd determinada como AGU/ml por un método modificado después de (AEL-SM-0131) usando el kit
Glucose GOD-Perid de Boehringer Mannheim; 124036. Estdndar: AMG estandar, lote 7-1195, 195 AGU/ml.

375 microL de sustrato (maltosa al 1 % en 50 mM de acetato sédico, pH 4.3) es incubado 5 minutos a 37°C. Se
afiaden 25 microL de enzima diluidos en acetato sédico. La reaccién es detenida después de 10 minutos afadiendo
100 microL. de NaOH 0.25 M. 20 microL son transferidos a una placa de microtitulacién de 96 pocillos y se afiaden
200 microL de solucion GOD-Perid. Después de 30 minutos a la temperatura ambiente, la absorbencia es medida a
650 nm y la actividad calculada en AGU/mi a partir del ANG estandar.

La actividad especifica en AGU/mg es luego calculada a partir de la actividad (AGU/ml) dividida con la concen-
tracion proteinica (mg/ml).

Ejemplos

Ejemplo 1

(Ejemplo referencial)

Construccion de variantes de Termamyl segiin la invencion

Termamyl (alfa-amilasa de B. licheniformis de la SEC ID NO: 4) es expresada en B. subtilis a partir de un plasmido
denominado pDN1528. Este plasmido contiene el gen completo que codifica Termamyl, amyL, cuya expresion es
dirigida por su propio promotor. Ademas, el plasmido contiene el origen de replicacion, ori, del pldsmido pUB110
y el gen cat del pldsmido pC194 lo que confiere resistencia al cloranfenicol. pDN1528 estd mostrado en la Fig. 9
de WO 96/23874. Se prepar6 un vector especifico de la mutagénesis conteniendo una mayor parte de la region de
codificacién de la SEC ID NO: 3. Las caracteristicas mds importantes de este vector, denominado pJeENI1, incluyen
un origen de replicacién derivado de los pldsmidos pUC, el gen cat que confiere resistencia al cloranfenicol, y una
versién conteniendo un desplazamiento del marco de lectura del gen bla, cuyo tipo salvaje normalmente confiere
resistencia a la ampicilina (fenotipo amp®). Esta versién mutada resulta en un fenotipo amp®. El plasmido pJeEN1 esta
mostrado en la Fig. 10 de WO 96/23874, y el origen de replicacion de E. coli, ori, bla, cat, 1a version truncada en 5’
del gen de la amilasa de Termamyl y sitios de restriccion seleccionados estan indicados en el plasmido.

Se introducen mutaciones en amyL por el método descrito por Deng y Nickoloff (1992, Anal. Biochem. 200, pags.
81-88) a excepcidn de que los plasmidos con el “cebador de seleccion” (cebador #6616; ver mds abajo) incorporados
estan seleccionados en base al fenotipo amp® de células transformadas de E. coli que contienen un plasmido con un
gen bla reparado, en vez de utilizar la seleccion por digestion de la enzima de restriccion perfilada por Deng y Nicko-
loff. Los productos quimicos y enzimas usados para la mutagénesis fueron obtenidos a partir del kit de mutagénesis
ChameleonO de Stratagene (nimero de fabricacién 200509).
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Después de la verificacién de la secuencia de ADN en los plasmidos variantes, el gen truncado, conteniendo la
alteracioén deseada, es subclonado en pDN1528 como un fragmento Pstl-EcoRI y transformado en la cepa SHA273
pobre en proteasa y amilasa de Bacillus subtilis (descrita en W092/11357 y W095/10603) para expresar la enzima
variante.

La variante de Termamyl V54W fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’ a 3’, de
izquierda a derecha):

PG GTC GTA GGC ACC GTA GCC CCA ATC CGC TTG (SECID NO:9)
La variante de Termamyl A5S2W + V54W fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’
a 3’, de izquierda a derecha):

PG GTC GTA GGC ACC GTA GCC CCA ATC CCA TTG GCT CG (SECID NO: 10)

Cebador #6616 (escrito 5° a 3°, de izquierda a derecha; P se refiere a un 5° fosfato):

P CTG TGA CTG GTG AGT ACT CAA CCA AGTC (SECID NO: 11)

La variante de Termamyl V54E fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5°-3’, de
izquierda a derecha):

PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC TCA TCC GCT TG (SEC ID NO: 12)

La variante de Termamyl V54M fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5°-3°, de
izquierda a derecha):

PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC ATA TCC GCT TG (SEC ID NO: 13)

La variante de Termamyl V54I fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5°-3°, de
izquierda a derecha):

PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCA ATA TCC GCT TG (SEC ID NO: 14)

Las variantes de Termamyl Y290E y Y290K fueron construidas usando el siguiente cebador de la mutagénesis
(escrito 5°-3’, de izquierda a derecha):

PGC AGC ATG GAA CTG CTY ATG MG AGG CAC GTC AAAC (SEC ID NO:15)

Y representa una mezcla igual de C y T. La presencia de un codén que codifica bien glutamato o lisina en la
posicion 290 fue verificada por la secuenciacién del ADN.

La variante de Termamyl N190F fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’-3’, de
izquierda a derecha):

PCA TAG TTG CCG AAT TCA TTG GAA ACT TCC C (SECID NO: 16)

La variante de Termamyl N188P+N190F fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’-
3’, de izquierda a derecha):

PCA TAG TTG CCG AAT TCA GGG GAA ACT TCC CAA TC (SEC ID NO: 17)

La variante de Termamyl H140K+H142D fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito
5’-3’, de izquierda a derecha):

PCC GCG CCC CGG GAA ATC AAA TTT TGT CCA GGC TTT AAT TAG (SECID NO: 18)
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La variante de Termamyl H156Y fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’-3°, de
izquierda a derecha):

PCA AAA TGG TAC CAA TAC CAC TTA AAA TCG CTG (SECID NO: 19)

La variante de Termamyl A181T fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5°-3°, de
izquierda a derecha):

PCT TCC CAA TCC CAA GTC TTC CCT TGA AAC (SEC ID NO: 20)

La variante de Termamyl A209V fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5°-3°, de
izquierda a derecha):

PCTT AAT TTC TGC TAC GAC GTC AGG ATG GTC ATA ATC (SECID NO: 21)

La variante de Termamyl Q264S fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’-3°, de
izquierda a derecha):

PCG CCC AAG ATC TTC GAC CAG TAC ATC GCT ACC GTA AAC (SEC ID NO: 22)

La variante de Termamyl S187D fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’-3°, de
izquierda a derecha):

PGC CGT TTT CAT TGT CGA CTT CCC AAT CCC (SEC ID NO: 23)

La variante de Termamyl DELTA(K370-G371-D372) (es decir, delecionada de los residuos de aminodcidos nos.
370, 371 y 372) fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5’-3’, de izquierda a derecha):

PGG AAT TTC GCG CTG ACT AGT CCC GTA CAT ATC CCC (SEC ID NO: 24)

La variante de Termamyl DELTA(D372-S373-Q374) fue construida usando el siguiente cebador de la mutagénesis
(escrito 5’-3’, de izquierda a derecha):

PGG CAG GAA TTT CGC GAC CTT TCG TCC CGT ACA TAT C (SEC ID NO: 25)

Las variantes de Termamyl A181T y A209V fueron combinadas a A181T+A209V mediante la digestion del plas-
mido tipo pDN1528 conteniendo A181T (es decir, pPDN1528 conteniendo dentro de amyL la mutacién dando como
resultado la alteracién de A181T) y el plasmido tipo pDN1528 conteniendo A209V (es decir, pDN1528 conteniendo
dentro de amyL la mutacién dando como resultado la alteracién de A209V) con la enzima de restriccién Clal que
corta los plasmidos tipo pDN1528 dos veces dando como resultado un fragmento de 1116 pares de bases y la parte del
vector (es decir que contiene el origen de replicacion del plasmido) de 3850 pares de bases. El fragmento que contiene
la mutacién A209V y la parte del vector conteniendo la mutacién de A181T fueron purificados por el kit de extraccion
en gel QlAquick (adquirido de Qiagen) después de la separacion en un gel de agarosa. El fragmento y el vector fueron
ligados y transformados en la cepa de Bacillus subtilis baja en proteasa y amilasa a la que se ha hecho referencia
mads arriba. El plasmido de amy+ (zonas de aclarado en placas de agar con contenido en almidén) y transformantes
resistentes al cloranfenicol fueron analizados para la presencia de ambas mutaciones en el plasmido.

De forma similar segtn se ha descrito anteriormente, H156Y y A209V fueron combinados utilizando las endonu-
cleasas de restricciéon Acc651 y EcoRI, dando H156Y+A209V.

HI156Y +A209V y A181T+A209V fueron combinados en HI56Y+ A181T+A209V usando las endonucleasas de
restriccion Acc651 y HindIII.

Los 35 residuos N-terminales de la parte madura de la variante de Termamyl H156Y+ A181T+A209V fueron
sustituidos por los 33 residuos N-terminales de alfa-amilasa de B. amyloliquefaciens (SEC ID NO: 4) (que en este
contexto se denomina BAN) por un enfoque de SOE-PCR (Higuchi et al. 1988, Nucleic Acids Research 16:7351)
como sigue:

Cebador 19364 (secuencia 3’ 5’: CCT CAT TCT GCA GCA GCA GCC GTA AAT GGC ACG CTG (SEQ ID NO:
26)
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Cebador 19362: CCA GAC GGC AGT AAT ACC GAT ATC CGA TAA ATGTTC CG (SECID NO: 27)
Cebador 19363: CGG ATA TCG GTA TTA CTG CCG TCT GGA TTC (SEC ID NO: 28)

Cebador 1C: CTC GTC CCA ATC GGT TCC GTC (SEC ID NO: 29)

Una PCR estdndar, reaccién en cadena de la polimerasa, se efectud usando la polimerasa Pwo termoestable de
Boehringer Mannheim segtn las instrucciones del fabricante y el ciclo de temperatura: 5 minutos a 94°C; 25 ciclos de
(94°C durante 30 segundos; 50°C durante 45 segundos; 72°C durante 1 minuto); 72°C durante 10 minutos.

Un fragmento de aproximadamente 130 bp fue amplificado en una primera PCR denominada PCR1 con los cebado-
res 19364 y 19362 en un fragmento de ADN conteniendo el gen codificador de la alfa-amilasa de B. amyloliquefaciens.

Un fragmento de aproximadamente 400 bp fue amplificado en otra PCR denominada PCR2 con los cebadores
19363 y 1C en el molde pDN1528.

PCR1 y PCR2 fueron purificadas a partir de un gel de agarosa y usadas como moldes en PCR3 con los cebadores
19364 y 1C, que dieron como resultado un fragmento de aproximadamente 520 bp. Este fragmento contiene asi una
parte del ADN que codifica el N-término de BAN fusionado a una parte del ADN que codifica el Termamyl a partir
del 35° aminodcido.

El fragmento de 520 bp fue subclonado en un pldsmido tipo pDN1528 (conteniendo la variante de Termamyl del
gen que codifica H156Y+ A181T+A209V) mediante la digestion con las endonucleasas de restriccion Pstl y Sacll, la
ligadura y la transformacién de la cepa de B. subtilis tal y como se ha descrito anteriormente. La secuencia de ADN
entre los sitios de restriccion Pstl y Sacll fue verificada por la secuenciacién del ADN en los plasmidos extraidos de
amy+ y los transformantes resistentes al cloranfenicol.

El constructo final conteniendo el N-término correcto de BAN y HI56Y+ A181T+A209V fue denominado BAN
(1-35)+ H156Y+ A181T+A209V.

N190F fue combinado con BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+A209V dando BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+N190F+
A209V realizando la mutagénesis segtin el modo descrito anteriormente a excepcién de que la secuencia de amyL
en pJeENI1 fue sustituida por la variante de Termamyl de la secuencia de ADN que codificaba BAN(1-35)+ H156Y+
A181T+A209V.

Q264S fue combinado con BAN(1-35)+ H156y+ A181T+A209V dando BAN(1-35)+ H156y+ A181T+A209V+
Q264S realizando la mutagénesis segitin el modo descrito anteriormente a excepcién de que la secuencia de amyL
en pJeEN fue sustituida por la variante de Termamyl de la secuencia de ADN que codificaba BAN(1-35)+ HI156Y+
A181T+A209V.

BAN(1-35)+ HI56Y+ A181T+A209V+Q264S y BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+N190F+A209V fueron combina-
dos en BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+N190F+A209V+Q264S utilizando las endonucleasas de restriccion BsaHI (el
sitio BsaHI fue introducido cerca de la mutacién de A209V) y Pstl. 1201F fue combinado con BAN(1-35)+ H156Y+
A181T+N190F+A209V+Q264S dando BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+N190F+A209V+Q264S+1201F (SEC ID NO:
2) realizando la mutagénesis segiin el modo descrito anteriormente. Se utiliz6 el cebador de la mutagénesis AM 100, se
introdujo la sustitucién 1201F y se elimind simultdneamente un sitio de restriccién Clal, facilitando la identificacién
de los mutantes.

cebador AM100:
5’GATGTATGCCGACTTCGATTATGACC 3’ (SEC ID NO: 30)

Ejemplo 2
(Ejemplo referencial)

Construccion de variantes de la alfa-amilasa tipo Termamyl con un modelo de seccionamiento alterado segin la
invencion

La variante de la alfa-amilasa termoestable de B. licheniformis consistente comprendiendo los 445 residuos de los
aminodcidos C-terminales de la alfa-amilasa de B. licheniformis mostrada en la SEC ID NO: 4 y los 37 residuos de
los aminoécidos N-terminales de la alfa-amilasa derivada de B. amyloliquefaciens mostrada en la SEC ID NO: 6, y
comprendiendo ademads las mutaciones siguientes:

HI156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S+I1201F (la construccion de esta variante estd descrita en el ejemplo 1, y

la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 2) tiene una capacidad reducida de seccionar un sustrato
cerca del punto de ramificacion.
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En un intento de mejorar adicionalmente la capacidad reducida de seccionar un sustrato cerca del punto de ramifi-
cacion de dicha variante de la alfa-amilasa, se efectué una mutagénesis sitio dirigida usando el método Mega-primer
como se describe por Sarkar y Sommer; 1990 (BioTechniques 8: 404-407).

Construccion de LE313: hibrido BAN/Termamyl + HI56Y+AI18IT+NI190F+ A209V+(Q264S+V54N

El cebador especifico del gen 27274 y el cebador mutagénico AM115 se utilizan para amplificar por PCR un
fragmento de ADN de aproximadamente 440 bp a partir de un pldsmido tipo pDN1528 (albergando las mutaciones
BAN(1-35) +H156Y+A181T+N190F+1201 F+A209V+Q264S en el gen que codifica la amilasa de 1a SEC ID NO: 4).
El fragmento de 440 bp es purificado a partir de un gel de agarosa y se usa como Mega-primer junto con el cebador
113711 en una segunda PCR realizada en el mismo molde.

El fragmento resultante de aproximadamente 630 bp es digerido con las enzimas de restricciéon EcoR V' y Acc65 1
y el fragmento de ADN resultante de aproximadamente 370 bp es purificado y ligado con el plasmido tipo pDN1528
digerido con las mismas enzimas. Las células competentes SHA273 de Bacillus subtilis (bajas en amilasa y proteasa)
son transformadas con la ligadura y los transformantes resistentes al cloranfenicol son controlados por la secuenciacién
del ADN para verificar la presencia de las mutaciones correctas en el plasmido.

Cebador 27274

5’ CATAGTTGCCGAATTCATTGGAAACTTCCC 3’ (SECID NO: 31)
Cebador 1B:

5> CCGATTGCTGACGCTGTTATTTGC 3’ (SECID NO: 32)
Cebador AM115:

5> GCCAAGCGGATAACGGCTACGGTGC 3’ (SEC ID NO:33)

Construccion de LE314: hibrido BAN/Termamyl + HIS6Y+A181T+N190F+A209V+Q264S + A52S se realiza en
una via similar, a excepcidn de que se usa el cebador mutagénico AM116.

AML116:
5 GAACGAGCCAATCGGACGTGGGCTACGG 3’ (SEC ID NO: 34)

Construccion de LE315: hibrido BAN/Termamyl + HI56Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S + A52S+V54N se
realiza en una via similar, a excepcion de que se usa el cebador mutagénico AM117.

AM117:
5" GGAACGAGCCAATCGGATAACGGCTACGGTGC 3’ (SEC ID NO: 35)

Construccién de LE316: hibrido BAN/Termamyl + HI5S6Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S + T49L se realiza
en una via similar, a excepcion de que se usa el cebador mutagénico AM118.

A.M118:
5> GCATATAAGGGACTGAGCCAAGCGG 3’ (SEC ID NO: 36)

Construccién LE317: hibrido BAN/Termamyl + H156Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S + T49L+G107A se rea-
liza en una via similar, a excepcién de que se usan el cebador mutagénico AM118 y el cebador mutagénico AN119
simultdneamente.

AM119:
5> CAACCACAAAGCCGGCGCTGATGCG 3’ (SEC ID NO: 37)

Construccién de LE318: hibrido BAN/Termamyl + H156Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S + A52S+V54N+
T49L-G107A se realiza en una via similar, a excepcion de que se usan el cebador mutagénico AM120 y el cebador
mutagénico AM119 simultdneamente.

AM 120:
5’ GCATATAAGGGACTGAGCCAATCGGATAACGGCTACGGTGC 3’ (SEC ID NO: 38)
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Construcciéon de LE319: hibrido BAN/Termamyl + H156Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S +A52S+V54N+
T49L se realiza en una via similar, a excepcion de que se usa el cebador mutagénico AM120.

Construccion de LE320: hibrido BAN/Termamyl + H156Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S + G107A se realiza
en una via similar, a excepcion de que se usa el cebador mutagénico AM119.

Construccion de LE322: hibrido BAN/Termamyl + H156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S + Q51R+A52S se
realiza en una via similar, a excepcién de que se usa el cebador mutagénico AM121.

AMI121:
5 GAACGAGCCGATCGGACGTGGGCTACGG 3’ (SEC ID NO:39)

Construccion de LE323: hibrido BAN/Termamyl + H156Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S + A52N se realiza
en una via similar, a excepcion de que se usa el cebador mutagénico AM122.

AM122:
5’ GAACGAGCCAAAACGACGTGGGCTACGG 3’ (SEC ID NO: 40)

Ejemplo 3
(Ejemplo referencial)
Testado de variantes LE429 (sacarificacion)

Las condiciones de reaccién estandares fueron:

Concentracion del sustrato 30% p/p

Temperatura 60°C

pH Inicial (a 60°C) 5.5

Dosificacién enzimdtica
Glucoamilasa 0.18 AGU/g DS
Pululanasa 0.06 PUN/g DS
alfa-Amilasa 10 micro g enzima/g DS

Dextrozyme™ E fue usada para obtener actividades glucoamilasa y pululanasa

Los sustratos para la sacarificacion fueron preparados disolviendo almidén de maiz comun en agua desionizada y
ajustando la sustancia seca a aproximadamente 30% p/p. El pH fue ajustado a 5.5 (medido a 60°C), y partes alicuotas
de sustrato correspondientes a 10 g por peso en seco fueron transferidas a frascos de vidrio con tapén azul.

Los frascos fueron luego colocados al bafio Marfa con agitacién equilibrado a 60°C, y las enzimas fueron afiadidas.
El pH se reajust6 a 5.5 cuando fue necesario. Las muestras fueron tomadas después de 48 horas de sacarificacion;
el pH fue ajustado a aproximadamente 3.0, y luego se calentaron al bafio Marfa con ebullicién durante 15 minutos
para inactivar las enzimas. Tras el enfriamiento, las muestras fueron tratadas con aproximadamente 0.1 g de resina
de intercambio i6nico de lecho mezclado (BIO-RAD 501 X8 (D) durante 30 minutos en un mezclador giratorio para
eliminar las sales y N soluble. Después de la filtracion, la composicién de carbohidratos fue determinada por HPLC.
Se obtuvieron los siguientes resultados:

La alfa-amilasa progenitora para las variantes es LE429.
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Variantes de alfa-amilasa afadidas DP, | DP, | DP; | SPEC. ACT.
(NU/mg)
V54N 96.1 | 175 | 1.18 8200
A52S 959 |1.80 | 1.11 18800
A52S+V54N 96.3 | 1.84 | 1.08 10000
T49L 96.3 | 1.77 | 1.11 12300
T49L+G107A 96.4 | 1.87 | 0.72 13600
A52S+V54N+T49L+G107A 80.5 | 255 | 0.43 10000
A52S+V54N+T49L 95.8 | 1.76 | 0.84 8400
G107A 944 [ 189 | 1.04 19600
Q51R+A52S 9.9 | 1.77 | 1.27 16500
A52N 95.5 | 1.89 | 1.56 17600
LE174 (CONTROL) 95.9/ [1.87/| 1.17/ 16000
958 | 183 | 1.35

En comparacién con el control, la presencia de una variante de alfa- amilasa activa de la invencién durante la
licuefaccion resulta en niveles de panosa disminuidos (DP3).

Especialmente la variante T49L+G107A de LE429 y la variante A52S+V54N+T49L de LE429, respectivamente,
suponen un nivel de panosa drasticamente disminuido (DP;). Si estas variantes de la alfa-amilasa son usadas para la
licuefaccion del almidén, no sera necesario inactivar la enzima antes del inicio de la sacarificacion.

Ejemplo 4
(Ejemplo referencial)

Licuefaccion y sacarificacion de las variantes de LE429

El experimento del ejemplo 3 fue repetido para otras variantes de LE429 bajo las mismas condiciones. El resultado
estd mostrado a continuacion:

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Perfil variante/azucar DP1 DP2 DP3 DP4+

T49V+G107A 95.9% 1.72% 1.27% 1.11%
T49Y+G107A 95.3% 1.73% 1.29% 1.65%
T49N+G107A 95.7% 1.64% 1.51% 1.18%
T49L+A52S+G107A 95.7% 1.73% 0.95% 1.67%
T49L+A52T+G107A 95.8% 1.66% 1.03% 1.48%
T49L+A52F+G107A 95.7% 1.69% 1.16% 1.42%
T49L+A52L+G107A 95.5% 1.70% 1.40% 1.38%
T49L+A521+G107A 95.9% 1.72% 1.31% 1.07%
T49L+A52V+G107A 94.7% 1.69% 1.16% 2.44%
T49L+A52V+G107A+A111V | 94.5% 1.75% 0.72% 2.99%
LE429 94.9% 1.71% 1.85% 1.51%

Ejemplo 5

(Ejemplo referencial)

El experimento del ejemplo 3 fue repetido para varias variantes de LE429 con la excepcién de que la licuefaccion
se efectud a 95°C, pH 6.0 y la sacarificacién a 60°C, pH 4.5, 40 ppm de CaCl,, seguido de la inactivacion. La variante
a la que se hace referencia mds abajo es la variante de LE429. Los resultados encontrados son los siguientes:
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Perfil variante/azucar DP4+ DP3 DP2 DP1

T49F 1.15 0.92 1.83 96.12
T49D+G107A 0.84 1.03 1.82 96.3

T491+G107A 0.97 0.64 1.84 96.55
T49L+G107A 0.96 0.81 1.82 96.42
T49L+A52S+G107A 1.37 0.75 1.88 96.01
T49L+A52T+G107A 0.87 0.81 1.8 96.52
T49L+A52F+G107A 0.98 0.83 1.87 96.31
T49V+G107A 0.65 0.8 213 96.43
T49Y+G107A 0.83 0.94 1.89 96.35
LE429 1.16 1.21 1.77 95.87
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REIVINDICACIONES
1. Alfa-amilasa
1) con la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 4 o 8 en la presente, o
ii) con la secuencia de aminoédcidos mostrada en la figura 1 o figura 2, o
iii) con la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 3, o
iv) alfa-amilasa que muestra al menos el 90% de homologia con las alfa- amilasas de 1), ii) o iii),

donde la alfa-amilasa comprende la alteracion G107A, y donde la posicién 107 corresponde a la posicién 107 de
la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO: 4.

2. Alfa-amilasa segtin la reivindicacién 1, que comprende una mutacion en una posiciéon correspondiente a una de
las siguientes mutaciones en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID NO: 4:

T49L+G107A, A525+V54N+T49L+G107A; o

T49F+G107A, T49V+G107A, T49D+G107A, T49Y+G107A, T49S+G107A, T49N+G107A, T491+G107A,
T49L+A52S+G107A, T49L+AS52T+G107A, T49L+A52F+G107A, T49L+A52L+G107A, T49L+A521+G107A,
T49L+A52V+G107A.

3. Constructo de ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica una alfa-amilasa segun la reivindicacién
1 o reivindicacién 2.

4. Vector de expresion recombinante que transporta un constructo de ADN segtn la reivindicacion 3.
5. Célula transformada con un constructo de ADN segtn la reivindicacién 3 o un vector segun la reivindicacion 4.

6. Célula segun la reivindicacion 5, que es un microorganismo, en particular una bacteria o un hongo, tal como
una bacteria Gram positiva tal como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Ba-
cillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans,
Bacillus lautus o Bacillus thuringiensis.

7. Composicién que comprende:

(i) una mezcla de la alfa-amilasa de B. licheniformis teniendo la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4 con una
0 mds alfa-amilasas segtin la reivindicacién 1 o reivindicacion 2 derivada de la alfa-amilasa de B. stearothermophilus
teniendo la secuencia mostrada en la SEC ID NO: §; o

(ii) una mezcla de la alfa-amilasa de B. stearothermophilus teniendo la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 8
con una o mds alfa-amilasas segin la reivindicacién 1 o reivindicacién 2 derivada de una o més alfa-amilasas; o

(iii) una mezcla de una o més alfa-amilasas segin la reivindicacién 1 o reivindicacién 2 derivada de la alfa amilasa
de B. stearothermophilus teniendo la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 8 con una o mds alfa-amilasas segtn la
reivindicacién 1 o reivindicacion 2 derivada de una o mds alfa-amilasas.

8. Composicién que comprende:

una mezcla de una o més alfa-amilasas segin la reivindicacién 1 o reivindicacién 2 derivada de la alfa amilasa
de B. stearothermophilus teniendo la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 8 y una alfa-amilasa derivada de la alfa-
amilasa de B. licheniformis teniendo la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4.

9. Uso de una alfa-amilasa segun la reivindicacién 1 o reivindicacién 2 o una composicién segin cualquiera de
la reivindicacién 7 o reivindicacién 8 para la licuefaccién del almidon; en una composicidon de detergente, tal como
composiciones para el lavado de la ropa, para lavavajillas y para la limpieza de superficies duras; para la produccién de
etanol, como la produccién de etanol para combustible, para bebidas e industrial; para el desencolado de telas, tejidos
o prendas.
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<110> Novo Nordisk A/S

<120>

<130>

<160> 40

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1
<211> 1443
<212> ADN

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1443)

<400> 1

gta aat ggc acg
Val Asn Gly Thr

ggc cag cat tgg
Gly Gln His Tgp
0

atc ggc att act
Ile Qly Ile Thr
35

cam gcg gat gt?
Gln Ale Asp Va
50

ttt cat caa aaa

Phe His Gln Lys
68

ctg caa tct gcg

Leu Gln 8S8er Ala

§98 gAt gtg gtc
Gly Asp Val Val
100

gta acc geg gtt
Val Thr Ala Val
1158

gga gaa cac cta
Gly Glu Hie Leu
130
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Glu

cte
Leu

gs9
Gly

att
lle

cat
His
400

gac
Asp

cee
Pro

aca
™y

teg
Ser

tat
Tyr
480

1236

128¢

1332

138¢

1428

1476

1524

1572

1620

1668

1716

1764

1812

1860

1912

1930
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<400> 4

Ala
Asn
Alz
Thr
aly

65
Gly
VYl
Glu
Ile
Qly
145

Asp

Phe

Ala
Leuw
225

Leu

Phe

Asn
Asp
alu
Ser

50

Glu

Glu

ABp
Ser
130
Gly
Gln
Asp
Ala
210
Asp
Arg
Thy
Leu
290
Lys

Thr

Thr

Leu

aly
His

as
Gln
fhe
Leu
Gly
val
115
Gly
aly
Thr
Gly
Tyr
155
Glu
Gly
Aap
val
Asn
278
Gln
Leu

Phe

val

Amn
Gln

20
Gly
Ala
His
dln
ASp
100
Thr
alu
Ber
Asp
Lys
180
Lev
lle
Phe
Trp
Ala
260
Phe
Leu

val

Gln
340

Asp

Gln

8er

Val

Ala

His

ES 2286012 T3

Thr

Trp

val
Lys

70
Ala
val

vVal

Leu

Thr Tyr

Trp
165
Ala
Mat
Lys
Arg
Val
245
Glu
Thr
His
Asn
Asp

3258
Thr

Aty

Leu
230

Tyz
Asn
Ala
Qly
310

Asn

Tcp

Leu
Arg
Ala
aly

S5
GQly
Ile
1le
Gluy
Jla
135
8er
Glu
Asp

Ala

Trp
218
Asp
His
Trp
Phe
Ala
295
Thr

His

Pha

Met

val
40

Tyx
Thr
Lys
Amn
val
120
Lye

Asp

Ser

Asp
200

Gly

val
Gln
Asn
280
Ser
val

Asp

Lys

Gln
Leu

25
Trp
Gly
Val
Ser
Hia
1058
ASp
aAla
Phe
Arg
Glu
185
Ile
Thr
val
Axg
Asn
65
kis
Thr
val

Thr

Pro
348

Tve

10
Gln

Ils
Ala
Axg
Leu

90
Lys
PrO
Trp
lys
%
val
Agp
Trp
Lya
Glu
2590
AsY
Ser
Gln
8er
Gln

330
Leu

Phe

Asn

Pro

TYT

Thr

73

Gly

Ala

Thr

Trp
155
Leu
8er
TYY
TYZ
His

235

Lys

val
Gly
Lys
318

Pro

Ala

AsDp
Pro
Asp

60
Lys
SeT
Gly
Asp
His
140
His
Asn
Asn
AgSp
Ala
420
Ile
Thr
Gly
Phe
Gly
300
Kis

Qly

TYX

Sex
Ala
és

Leu
TYyr
Axrg
Alw
Arg
12%
Phe
Trp
Arg
Qlu
Hig
205
Asn
Lys
aly
Ala
ABD
285
Gly
Pro

Gin

Ala

Ty?
Gly
Asp
Agp
11¢

Asn

His

Ile
Asn
180
Pro
Glu
Phe
Lye
Leu

270
val

Leu

8er

Phe
350

Lys
Asp
Thy
Ile

95
Arg
Phe
His
Tyr
175
Gly
ASp
Leu
Ser
Glu
255
Glu
Pzo
Asp
Ly’
Leu

335
Ile

Prc
Leu
Gly
Leu
Lys

8o
Agn
Thr
val
Pro
Phe
160
Asn
Val
Gln
Phe
240
Met
Asn
Leu
Met
Ser
320

Qlu

Leu
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Thr Arg Glu Ser Gly Tyr

355

Thr Lys Gly Asp Ser

370

Glu Pro lls Leu Lys

3gs

Asp Tyr Phe Asp His
405

gfar Ser Val Ala Asn

420

Gly Gly Ala Lys Arg

435

Trp His Asp lle Thr

450

Glu Gly Trp Gly Glu

465

Vval Gln Arg
<210>5
<211> 2604
<212> ADN
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<220>
<221> -10 seqial
<222> (707)..(712)

<220>
<221> -35 sefial
<222> (729)..(734)

<220>
<221> RBS
<222> (759)..(762)

<220>
<221> sig_péptido
<222> (770)..(862)

<220>
<221> mat_péptido
<222> (863)..(2314)

<220>
<221> terminador
<222> (2321)..(2376)

<220>
<221> CDS
<222> (863)..(2314)

Gln
Alm
390
His
Ser
Met

Gly

Phe
470

ES 2286012 T3

Pro Gin
50

Arg Glu
375

Arg Lya

Azp Ills

CGly Leu

Tyr Val
440

Asn Arg
455

Hip Vval

val Phe
Ile Pro
Gln Tyx
Val Gly

410
Als Ala
425
Gly Arg
Sex Glu

Asn Gly

Tyx
Ala
Ala
kE-13
Trp
Leu
Gln

Pro

Gly

Qly
Leu
360
Thr
Ile
ASn
val

460

Ser

Asp Met
365

Lys His
Gly Ala
Arg Glu
Thr Asp

430

Ala 8ly
445

val Irle

Val Ser

Tyr Qly
Lys Ile

Qln His
400

dly Asp
415

Gly Pro
Glu Thr

Asn Ser

Ile Tyr
480
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<400> 5
aagcttcaag cggtcaateg gaatgtgeat ctegeottcat acttaggttt tecacccegeat 60
attaagcagg cgtttttgaa cogtytgata gmagctgtlic gaaacccegy cgggeggtte 120
gaccttaagy ggggacagta tgetgootet toacattiaat <tcagegges asagaatgat 180
cattgotggc gggegcasty ttgcattasyg aaggcltgaaa ¢gatgtitoe geaaggeget €40
gidtattaccqg tgatcagtct gagococtgect gaaatiiaiaaa sgriggcgga tgaaggacge 300
atcogctgga ttococcocggag aattgaaatyg asagatcica ageacgeottt tttcattatt 3160
goccgegacas atgaccgagg cgtyaatcag gagatagecqg caaacgoeitc tgamacgesg €20
ctggteaact gtgtasgcaa ggotgaacaa ggcagcgtat atatgoccocgaa gatcatecge 4BO
adagggegea ttoaagtate agtatcaacs 2geyggaugcas gocacgoaca tacgaaaaga 540
ctggctgaskia acattgagec tttgatgact gatgatttgg ctgaiagaagt ggategattg 600
tttgagaaas gaagaagacc ataamaatec crttgtotgte atcagacagg gtatttttta 650
tgetgtecag actgtoeget gtgtaamaza taggeatasa ggggggttgt tattathitea 730
Ctgatatgta azatataatt tgtataagss 2atgagsggg agaguamaca tgattcaasa 780
ACGIARGCGY ACagttrcgt tCmgactrgt geoitatgtgs acgetgttat ttgrecagitt B840
gocgattaca aazacatcag ¢c gta aat ggc acg ¢ty atg cag tAt ttt gaa 492
Val Asn Qly Thr Leu Met Gln Tyr Phe Glu
1 5 10
tgg tat acg ccg aac gac gge cag caAt tgg Aka Cga ttg cag aast gatc 9490
Trp Tyr TAr Proc Asn Asp Y Gln His Trp Lys Arg Leu Gln Asn Aap
15 20 25
qcg gaa cat Lta tog gat atc gga atc ack goc gt tgyg att cct ceo 908
Als Glu Ris Lesu Sexr Asp Ile Gly Iles Thr Ala Val Trp Ile Pro Pro
30 as 40
gce tac aza gga tig agec caa tco gat zac gil tac gga cct tat gat 3036
Ala Tyr Ly=m Gly lLau Ser Gln Ser Asp Asn Gly Tyr Gly Pro Tyr Asp
45 50 55
ttg taf gat ttm gg» gaa ttc cag caa aaa 3?9 #Cd gtcC aga BCG ARE 1084
Leu Tyxr Asp Leu Gly Glu Phe Oln Gln Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys
&0 65 70
tac ggc aca asa toam gag ctt caa gat gcg atc ggc tea ctg cat tee 1132
Tyr Gly Thr Lys Ser Glu Lsu Gln Asp Ala Ile Gly Bar Leu His Ber
75 e8¢ -1 s¢
cgg Zac gtc caa gta tac gga gat gtg gtt ttg aat cat sag gct ggt 1180
Arg Asn Val Glin Val Tyr Gly Asp Val val Leu Asn His Lys Ala Gly
35 100 108
QCt gat gCx aca gaa gat gta act gcec gto gsa gtc aak <cg goc aat 1228
Als Asp Als Thr Glu Asp Val Thr Ala Val Giu Val Asn Pro Als Aen
11a 118 120
4ga aat cig gaa act tcy gag gaa tar caa atc aszx gcg tgg acg gut 1296
Arg Asn Gln Glu Thr Ser Glu Glu Tyr Gla Ile Lys Ala Txp Thr RAsp
128 130 135
ttt cgt Tttt ocg ggc cgt ggs %ac acy tiac agt gat ittt a3a tgg cat 1334
Prhe Arg Phe Pro Gly Arg Gly Aen Thr Tyr Ber Asp Phe Lys T¥p His
1a0 145 180
tgg tat Cat tte gac gga gcg gac Lgy gat gam tec cgg azg atc age 1372
Trp Tyr His Phe 2sp Gly Ala Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys lle Ser
185 160 165 17e
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cge

tca
Ser

tac

Tyr

tat
Tyr

cat
RBis
435

gcq
Ala

gce
Ala

gtg
val

gg9a
Gly

agg
Arg

318

ccg
Pro

gca
Ala

tat
Tyr

tea
Seyr

gca
Ala
3es
t9g
Trp

tta
Lay

ate
1le

agt
Ser

gac
Asp

9cg
Ala
320

att
Ile

g99
aly

(334
Phe

ggc
aly
300

cat
His

999
Gly

ctg
Leu
380

tac

Tyr
&C
Thy

ate
Ile

tte
Phe

gas
alu

cac
His
a05s

aat
Asn

a8t
Lys

3y

443
Lys

gat
Asp
285

gga
Gly

ccg
Prc

cag
Gln

gcc
Ala

gat
Asp
36S

aiaa
Lys

999
aly

9 a9g

Arg

acg
™hr

aag
Lys

aac
Asn
190

cct
pre

gaa
Glw

ttt
Phe

ana
Lys

cte
Leu
270

gtt
Val

tat
Tyr

gaa
Glu

tea
Ber

tet
Phe
350

atg
Met

gat
Agp

ecce
Pra

gaa
alu

tee
oha
17%

3ty
gat

ctg
Leu

tca
Ser

gaa
Glu
255

gaa
Glu

ccg
Pro

gat

aag
LYS

ttg
Leu
31§

att
Ile

TRe

Tyr

aat
Asn

cag
Gln

ggt
Qly
418

gac gg

Asp

a
Gly

cgt
Axg

4ac
Asn

gte
val

tce
der

tee
Phe
240

atg
Met

aac
Asn

ctt
Leu

34
Met

gcg
Ala
320

gaa
Glu

tty
Leu

oty

ata
Ile

cac
His
400

gac
Asp

cce
Pxo

ES 2286012 T3

aty

0
Tyr

gt
Va

tta
Leu
a2s

ety
Leu

ttt
Phe

tac
TYT

cat
Hig
agg
308

gtt
vVal

teg
8ex

aca
gy 34

aca
Thr

gag
Glu
385

gat
Asp

age
Ser

(-1
iy

gaz
Gle

gae
Asp

gca
Ala
210

gac
cgt

acg
Thr

teg
Leu

ttc
Fhe
190

cgt

aca
Thr

aca
Thr

aaa
Lys
370

ceg
Pro

tat
Tyr

(1=
ser

gga
Ogy

tat

Tyr
185

9eg
Glu

g9¢
Gly

gat
Aep

gtt
Val

aat

Aen
278

aat
ASn

ttg
Leu

tEe
Phie

gte
val

gaa
alu
38§

8%y

att
Ile

att
Ile

gce
Ala

tes
sey

10

aaa
Lys
180

tea
Lau

aca
Thr

tte
Phe

toe
TP

gcg
Ala
260

aas
Lye

tta
Leu

cty
Leu

gtt
Val

caa
4in
360

tee
ger

aca
Thr

tts
Leu

gac
Asp

gco
Ala
420

aag
Lye

99
Als

atg
Met

223
Lys

ocgt
Arg

gtt
val
245

gag
Olu

aca
Thr

ca
@ln

gac
Asp

gaa
Glu
125

act
Thr

ggt
Qly

teog
Ber

asa
Lys

cac
His
40S

aas
Lys

ca9
Arg

tog
T2p

tat
Ty

ada
Lys

att
Ile
330

cag
oln

tat
Tyzr

agc
Ser

: £

&y
310

aat
Amn

tgg
Trp

tat
Tyr

cea
Pro

99
Ala
390

ccg
Pro

tes
Ser

atg

gat
Asp

gct
Alas

tag
a1s

gat
Asp

gcg
Ala

tgg
Tep

sttt
Phe

gct
Ala
293

acc
™y

cat
His

1444
Pha

cct
Pro

asg
Lys
375

cgt
Arg

gat
Asp

g9t
Qly

tat

tog
Tzp

gat
Asp
200

ggt
Gly

gea
Ala

gte
Val

cag
Gln

hat
Asn
180

144
fer

gte
Val

gac
ASp

aaa
Lys

cag
Gln
360

gas
alu

aag
ys

gt
Va

ttg
Leu

- [~

Met Tyr Ala

gaa
Glu
188

gtt
val

ate
Ile

gee
Alw

aga
Axg

aat
Asn
265

caa
Gla

tca
Sorx

gtg
val

&ca
Thr

ceg
Pro
s

g9
Val

att
Ile

geg
Glu

ate
Ile

ger
Ale
428

ggc
aly

gra
Val

gac
Asp

tg9g9
Trp

aaa
Lys

cag
aln
330

Adt
Asn

tee
Sex

caa
Sln

tce
Ser

cag
Gln
330

ett
Leu

ttc
Phe

cece
Pro

tac

Tyr

gga
410
gct
Ala

ctg
Leu

1420

1468

1316

1564

1§12

1660

1708

1756

1804

1652

1900

1948

1986

2044

2092

2140

4188
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<210> 6
<211>4

aat gec
Ala

Lys Asn

act

gta

Thr Val

999

Gly Ser

475

aagctgagtg cgggratcag cttggaggtg cgtttatttt ttcagecgta tgacaaggtce
ggcatocagat gtgacanata cggtatgotg gotgteatey gtgacaaatc cgggttttge
geegtttgge ttrttcacat gtctgatttt tgrtatadtca 4caggcacgyg agecggaatc
tttegecttg gaasaatang cggcgatcgt agetgettce satatggatt gttcateggy

450

tce

daa
Lys

gtec
val

430

449

ate
Ile

tee
Ser

ggc gag ace
Gly Glu Thr

gge tet
Gly Ser

968

att tat gtt
Ile Tyr val

480

ES 2286012 T3

£gg tat
Trp Tyr

450

gac ggc
Asp Gly

cag
Gln

435

ata acg ggc aac

440

cgt tea gac

Asp Ile Thr Cly Asn Arg Ser Asp
455

tgg
Trp

daa
Lys

atcgetgott ttaatcacaa cgtgggatec

83

<212> PRT
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 6

val
Gly
Ile
Gln
Phe

65
Gly
Val
Glu
Gly
145
Ala

aly

Asn
Gln
aly
Ser

50
Gln
Qin
Asp
Thr
Slu
130
Asn

ABD

Glu

Gly Thr Leu Met

His

Ile
35

Asp
Gln
Asp

val

Ala
115

Tyr

Thy

TCcp

Gly

Trp

20
Thr
Asn
Lys
Ala
Val
100
Val
Gln
Tyr

Asp

Lys
180

5
Lys Arg

Ala val

Gly Tyr

Gly Thr
%0

Ile Gly
85

Leu Asn

Glu val

Ile Lys

Ser Asp
180

Glu Ser
165

Ala Trp

Gln
Leu
Trp
Gly

-1
val
Serxr
Hia
Asn
Ala
138
Phe

Arg

Asp

Tys

Gln

Ile

Pro

Leu

Lys

Pro
120

TR

Lys

Lys

Trp

gga gag ttt cat
Gly Qlu Phe His

470

gta aac gat
Val Asn Aep

taa ggtaataaas aaacacctcc

Phe Glu
10

Aun Asp
Pro Pro
Tyr Asp
Thr Lys
His Ser

90

Ala Gly
105

Ala Asn
Thx Asp
Trp His
Ile Ser

170
Glu val
1858

11

Irp

Ala

Ala

Leu

Tyr

75
Arg
ala
Axrg

Phe

Trp
155

Axg

Ser

Tyr Thy

Glu His

Tyr Lys

45

Tyr Asp
60

Gly Thr

Asn Val

Asp Ala

Asn Qln
128

Arg Phe
140

Tyr His
Ile Phe

ser Glu

Pro
Leu

30
Gly
Leu
Lys
Qaln
Thr
110
Olu

Pro

Phe

Ly

336

2284

2334

2394
2454
2514
2574

2604

Asn

15
Ser
Leu
Gly
Ser
Val

95
Glu
Thr
Cly

Asp

Phe
19%

Asp
Asp
Ser
Glu

Glu
80

Tyr
Aap
Ser
Arg
Cly

160

Arg

Asn Gly Asn

190
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TYr Asp Tyr

val
Leu
425
Leu
Phe
Tyr
His
Arg
aps
val
fer
Thr
Thr
Glu
385
Asp
Ser
Gly
Trp
AsSp

465

Val

<210>17
<211> 1548
<212> ADN

Ala
210
Asp
Axg
Thr
Leu
Phe
2%0
Arg
Thr
Thr
Arg
Lys

370

Pro
Tyr
Ser
Gly
Tyr
450

Gly

Gin

185
Glu

Gly
Asp
val
ABn

a7s

Agn

Phe
val
Glu
3ss
Gly
Ile
Ilae
Ala
fer
435
ASD

Txp

Lys

Leu
Thr
Phe
Trp
Ala
260
Lys
Leu
Leu
val
Gln

340

8sr

Leu
Amp
Ala
420
Lys

Ile

Gly

Met
Lys
Arg
Val

245
Glu

Gin
Asp
Glu
az25
Gly
Ser
Lys
His
405
Lys
Arg
Thr

Glu

<213> Bacillus stearothermophilus

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1548)

Tyr
Lys
Ile

230
Gln

Tyr
Ser
Ala
Gly

310

Agn

Trp

Pro
Ala
390
Pro
Ser
Meat

Gy

rhe
470

ES 2286012 T3

Ala
Trp
215
Asp
Ala
Trp
Phe
Ala
ass
Thr
His
Pha
Pro
Lys
3?5
Axg
Agp
Gly
Tyr
Aen

455
His

Asp
200
Qly
Ala
Val
Gln
Asn
<80
Ser
val
Asp
Lys
Gln
380
Qlu
Lys
val

Leu

Ala
440

Arg

Val

Val
Ile
Ala
Arg
Asn
28és
Gln
Sex
val
Thr
Pro
345
Val
lle
Glu
Ile
Ala
£45
aly

Ser

Aen

12

Asp
Trp
Lys
Gln
250
ASh
Ber
aln
Ser
Gln
330
Leu
Phe

Pro

Gly
410
Ala
Leu

Asp

Asp

Tyz Aep His

Tyr
His
238
Ala
Ala
val
Gly
Arg
315
Pro
Ala
Tyr
Ser
Ala
395
Trp
Leu
Lys

Thr

Aly
475

Ala
220
Ile
Thr
Gly
Phe
Gly
300
His
Gly
Tyr
Gly
Leu
3Bo
™hr
Ile
Asn
val

460

8erx

805

Asn
Lye
Gly
Lys
Axp
285
Gly
Pro
Gln
Ala
Asp
J&S
Lys

Gly

Arg

Ala
é4s

Lys

Val

Pro Asp Val

Glu
Phe
Lys
Leu

270
val

Tyr
Glu
Ser
Phe
3so
Met
Agp
Pro
Qlu
Asp
430
Oly

Ile

ser

Leu
Ser
Glu
255
Glu
Pro
Asp
Lys
Leu

a3s
Ile

Tyr
Asn
Gln
Gly
418
aly
Glu

Gly

Ile

Bex
Phe
49
Met
Asn
Leu
Met
Ala
320
Qlu
Leu
aly
Ile
His
400
Asp
Pro

Thr

Ser

Tyr
480
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<400> 7

gae
Ala
1

ccg
1 2 1

tta
Leu

gga
Gly

cte
Leu
65

aas
Lys

caa
Gla

acg
Thr

gaa
Glu

cce
Pro
145

tet
Phe

aaa
Lys

a&c
Asn

cee
Pro

aca
Thr
225

tte
Phe

aag
Lys

gat
A3p

tee
Ser

aca
Thr
50

gg¢
oly

gtg
val

gaa
Glu

agke
Ile
130

9g9
Gly

gas
ASp

tte
Phe

gge

gaa
6lu
210

atg
Thr

agt
Ser

ccq
ro

cecg
Pro

gat
ABp

age
Ser
s

agc
Ser

gaa
Glu

Caa
Qln

tac
Tyr

tag
115

ceyg
Ser

cgg
Azg

g9c
Oly

Cgc
Arg

[ 7.1
Agn
195

gte
val

anc
Asn

1444
Phe

cta
Leu

tct
Phe

ggc
G?y

20
(J44
Leu

ege
Arg

tte
Phe

tat
Tyr
gece
100

gt
Va

oy

ggc
Gly

gtt
val

ggc
Qly
1890

tat
Tyr

gt
Va

ate
Ile

tte
Pha

tte
Phe

aac
Asn

acg
The

ggc

agce
Sex

aat
Asn

¢ttt
Leu

a5
gat
AsD

gac
ASp

®CC

aac
Ash
gat
163
[ 344
Ile

gac
ABp

ace
Thr

gat
Aap

cet
Pro
245

acc
Thry

ggc

tta
Lew

ate
Ile

gac
ARp

cas
Gln
70

cas
Qln

gte
val

gec
Ala

tat
Tyr

acc
Thr
139

tgg
Trp

agc
Gly

tac
TYyY

gag
Glu

g59
Gly
230

gat
&Ep

gte
val

ES 2286012 T3

ACC

cad
Tzp

ace
Thr

gta
Val
§5

aaa

Lya

geo
ala

gtg
vVal

gtc
Val

caa
Gln
138

tae
Tyr

gac
Asp

aan
Lys

tta
Leau

ctg
Lau
215

tte
Phe

tgg
Trp

&y

atg
Met

ace
Thr

gcet
Ala
40

g99
Gly

899
aly

att
Ile

tte
Phe

gaa
dlu
130

ate
Ile

tee
Ser

gan
alu

gcq
Ala

atg
et
200

apa
Lys

cgg

teg
Leu

gaa
Glu

atg
Met

aaa
Lys
23

ctt
Lau

tac

Tyr

acc
Thr

can
Gln

gac
Asp
105
gte
val

caa
Gln

age
8er

agc
1D 4

tgs
185
tat
Tyr

aac
Asn

(144
Leu

tey
Ber

tat
TYyY

13

cag
Gln
10

gty
val

tag
Tep

gga
CGly

gte
Val

gco
Ala

50
cat
Ris

aat

gea
Ala

tEe
Pha
cga
170
gat
Asp

gee
Ala

tg9g
rp

qat
Asp

tat

TYr
250

t9g
Trp

tat
Tyr

goe
Ala

ctg
Leu

gta
val

cge
75
gece

Ala

add
Lys

ceg
Pro

tgg
Tzp

aag
Lys
165

asa
Lys

tog
Trp

gac
ASp

999
Gly

gee
Ala
238

gt
Va

age
ser

et
Phe

aat
Asn

ccg
Pro

aca
Thr

cac
Hia

gge
Qly

tee
ser

acg
Thr
140

tgg
Trp

ttg
Leu

gad
Glu

ekt
Leu

ass
Lys
220

gte
Val

cgt

‘tat

Tyr

gaa
Glu

gaa
Qlu

ccce
Pro
45

gac
Asp

aaa
Lys

gce
Ala

ggc
Gly
gac
125
aas

Lys

¢gce
Arg

agc
Jer

gta
Val

gat
ASp
205

tgg
Trp

aag
lys

tct
Ser

gac
Asp

tgg
Trp

geo
Ala
30

gt
Ala

ttg
Leu

gce
Ala
110

€ge
Arg

ttt
Phe

tg9
Trp

cgce
Arg

gac
Asp
190

atg
Met

tat

cat
His

cag
Gln

atc
Ile

tac
15

azc
Asn

tac
Tyx

ggs
aly
as

gac
Asp

|aac
Asn

gat
Asp

tac
Tyr

att
Ile
178

acyg
Thr

gat
ABp

gte
val

att
Ile

act
Thr
255

aac
Agn

ttg
Leu

aac
Asn

aas
Lys

gac
Asp

cal
Gln

ttt
Phe

cat
His
160

tac
Tyr

gaa
Qlu

ocat
His

]AC
Axn

aayg
Lys
240

ggc
Qly

adyg
Lys

144

192

240

288

336

384

432

480

529

576

624

€72

739

768

Bl6
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460

ttg cac 2at tac ate
Leu Kis Asn Tyr Ile
278

gce ¢tg tra cac aac
Alea Pro Leu His Asn
290

ttt gat alg ¢gc acg
Pne Agp Met Arg Thr
305

aca ttg gee gte ace
Thr Leu Ala val Thr
2s

gcg ctg cag toa tgg
Ala Leu Gln &er Trp
340

ttt att cta act cgy
Phe Ile Leu Thr Arg
385

tat tat ggc att cca

Tyr Tyz Gly Ila Pre
370

gat ccg cte ctc atc
Axp Pro Leu Lsu Ile
18s

gat tet ctt gat cac
Asp Tyr Leu Asp His
405

act gas asaa cca gga
Thr Glu Lys Pro Gly
420

gga gga agc aae tgg
Gly Gly Ser Lys TYp
43S

ttc tat gac ctt scc
Phe Tyxr Asp Leu Thr
450

gat gga tgg ggg gaa
A;p Oly Trp Gly Glu
485

gtt cct aga maar acg
Val Pro Arg Lys Thr
405

cga ccg tgg ack ggt
Arg Pxo Trp Thr Gly
500

gca tgg tet tga

Ala Trp Pro
515
<210> 8
<211> 515
<212> PRT

<213> Bacillus stearothermophilus

acy
Thr

aaa
Lys

tta
Leu
310

ttc
Phe

gte
val

cag
aln

cak
ecln

gcg
Ala
390

tce
Ser

tee
Ser

arg
Met

g9c

tte
Phe
470

acc
Thr

gaa
Glu

ES 2286012 T3

RE&&
Lys

trt
Phe
295

atg
Mat

gac
ARp

gaa
Glu

tat

Tyr
37§

egc
Arg

gac
Asp

.ggea

Qly

tac
Tyr

aac
Asn
455

ana
Lys

gtt
val

tte
Phe

aca
Thr
280

tat
Tyr

acc
Thy

gat
Asp

cca
Pro

gga
Gly
360

aac
Asn

agyg
Arg

ate
Ile

ctg
Leu

gtt
val
440

c99
Arg

gta
val

tet
Say

gtce
Val

263
gac
ABp

ace
The

! ¥ 34
Asn

sat
AEn

LS9

345

CAac

ace
Ile

gat
Asp

atc
Ile

gee
Ala
425

&y

agt
ger

aat
Asn

ace
Thr

cgt
Axg
508

oy

get
Ala

acet
Tar

cat
His
330

ttc

xp Phe

ccy
Pro

cect
Pro

tat
Tyr

9
Gly
410

gca
Ala

aaa
Lys

gac
Asp

ggc
Gly

ate
Ile
490

tae
Trp

14

azg
Thr

tec
Ser

cee
Leu
315

gac
Aap

ans

Lys

tge
Cys

teg
gex

gee
Als
395

tgg
Trp

ctg
Leu

CRa
Gln

acc
Thr

g
Gly
475

get
Ala

ace
Thr

e
L
uy

aaa
Lys
300

atg
NMat

ace
Thr

ccqg
Pxeo

gte
val

ctg
Leu
380

tae
Tyx

sca
Thz

ate
Ile

cac
Hia

gte
val
460

tcg
Ber

c€gg
Arg

gaa
Glu

tct
ger
285

teca
Ser

aaa
Lys

i3
lu

ety
Leu

tee
Phe
365

&&a
Lya

gga
Gly

agg
Arg

ace
Thr

get
Ala
45

ace
Thr

gtt
Val

ccg
Pro

con
oro

270

ttg st
Leu FPhe

999 99¢
Gly Gly

gat caa
Axp Gla

ccc ggc
Pro Gly
338

ger tac
Ala Tyr
aso

tat ggt
Tyr Gly

age aea
ger Lys

acy caa
Thr Gln

gaa gg9
Glu Qly
415

gat 9?9
Asp QGly
430

gga aaa
Gly Lys

ate aaec
Ile ABn

tcg gtt
Ser Val

atc aca
Ile Thr
495

<g9 Ctg
Arg Leu
510

set
ABD

gea
Als

ceg
Pro
320

caa
Gln

gee
Ala

gac
ASD

ate
lle

cat
His
400

3ty

ceg
Pro

qtg
val

agt
Ser

tag
Trp
430

acec
Thr

g
Fa

8B4

slz

560

10086

1056

110¢

1152

1200

1248

1288

13¢4

1392

1440

1488

1536

1548
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<400> 8

Als
Pro
Leu
Gly
Leu

&5
Lys
Gln
Thr
Glu
Pro
145
Phe
Lys
Asn
Pro
Thy
225
Phe
Lys
Leu
Ala
Phe

308
Thr

Ala

Agp

Ser

S0

Gly

Ala

val

Pro
Asp
Ser

as
serx
Gln

Glin

Tyz

Glu Trp

Ile
130
Gly
ASp
Phe
Gly
Glu
210
Thr
Ser
Pro
Ris
Pro
290

Asp

lLey

Ser
Arg
aly
Arg
AEI

19€
val

Phe
aly

30
Leu
ATg
Fhe
Tyr
Ala
100
val
gly
Gly
val
Gly
180

val

Ile

Fhe
260

His

Axg

val

ABn

Gly
Sar
ASn
Leu

85
ASDp
Asp
Thr
Asn
Agp
168
Ile
Asp
Thr
Asp
1 2 1]
248
Thr
Ile
Asn

Thr

Thr

Gly
Leu
Ile
Agp
Qln

70
Qln
Val
Ala
Tyx

Thy
150

Txp
Gly
YT
Glu
Gly
230
Asp
val
Thr
Lys
Leu

310
Phe

ES 2286012 T3

Thr
rp
Thy
val

88
Lys
Ala
val

val

Qgln
135

Asp
Lys®
Leu
Leu

as
Fhe

Trp
Gly
Lys
Phe
295

Met

val

Met
Thr
Ala

40
Gly
aly
Ile
Phe
alu
120
Ile
Ser
Glu
aAla
Met
300
Lye
Arg
Leu

Glu

Thr
280

Tyr
Thr

Asp

Met
Lye
25

Leu

Thr
Gln
Asp
105
Val
aln
Ser

Ser

Trp
185
Tyx
Aan
Leu
Sar
TYyT
265
Asp
Thy

Agn

Asn

15

Gln Tyr Phe

10
val

Trp
Gly
val
Ala

90
Hie
Asn
Ala
Phe
Axg
170
Asp
Ala
Trp
R8P
Tyr
250
Trp
Gly
Ala

ThY

His

Ala

val
Arg

75
Ala

Ly®

Tzp
Lys
155
Ly®
Trp
Asp
Gly
Ala
238
val
ger
T™hr
Her
Leu

315
Alp

Pro

Tyr

]
Thr
Rils
GQly
Sex
Thr
140
Trp
Leu
Glu
Leu
Ly»
230

val

ATg

Met
Lys
300
Met

Thr

Glu
Glu
Pro
45
Agp
Lys
Ala
Gly
ABp
125
Lys
Arg
Sex
val
ASp
208
Txp
Lys
Ser
Asp
ser
285
Ser

Lys

Glu

Trp
Ala

30
Ala
Ley
Tyr
Ala
Ala
110
Arg
Phe
Txp
Arg
Asp

150

Met

His
Gln
Ile
270
Leu
Gly

Asp

Pro

TYyYX
15

Asn

Tyr

Gly
Gly

95
Asp

Asn

Asp

Ile
178
Thr
Asp
val
Ile
Thr
25%
Asn
Phe
Qly

Cln

aly

Leu
Asn
Lys
AsD
Thr

60
Met
8ly
Gla
Phe
His
160
Glu
His
Asn
Lys
240
Gly
Lys
Asp
Ala
Pro

320
Gln
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Ala
Phe
Tyr
Asp
3a5
Asp
™hr
aly
Phe
Agp
465
vel
Axg
Ala
<210>9

<211> 31
<212> ADN

Ile

Tyr
370
Tyr
Glu
Gly
Tyr
454
Gly
Pro

Pro

™rp

Qln
Leu
3s8¢
aly
Ley
Leu
Lys
Ser
435
Asp
Trp
Arg

Trp

Preo
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
J40
Thy
Ile
Leu
ASD
Pro
420

Lys

Gly

Lya

Thr
£00

3as
Trp

Arg
Pro
1le
His
405
Gly
Trp
Thr
Glu
Thr

485
Gly

val
Qln
Gln
Ala
A%
8er
Sar
Met
Qly
Phe
470

Thr

Glu

ES 2286012 T3

Agp

Glu

Tyr
37§
Arg
ASp

Gly

Asn
4585
Lys
val

Pha

Pro
Gly
360
Asn
Axg
Ile
Lezu
val
440
Arg
val

Ser

val

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 9

ggtegtagge accgtageec caatcegett g

<210> 10
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

Trp
243
Tyr
Ile
Asp
Ile
Ala
425
Gly
Ser

Asn

Thr

505

16

330

Phe
Pro
Pro
Tyr
Gly

410
Ala

Lysa

Asp

Gly

Ile
490

TXp

Ly

Ser
Ala
395
Txrp
Leu
aln
Thy
Gly
475

Ala

Thy

Pro

val

Leu
390

Tyx
Thr
Ile
His
val
460
Ser

Axg

Glu

Leu
Phe
a6s
Lys
Gly
Arg
The
Ala
445
Thr
Val

Pro

pPro

Ala
350

Tyr
Ser
Thr
Glu
Asp
430
aly
Ile
sexr

Ile

Arg
510

iis
Tyr

Gly
Lys
Gln
Gly
415
Gly
Lye
Asn
val
Thr

495

lLeu

Asp
Tle
Mig
400
Gly
Pro
Val
Ser
€80

Thr

val

31
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<400> 10
ggtegtagge accgtagecc caatcccatt ggeteg

<210> 11

<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 11
ctgtgactgg tgagtactca accaagtc

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 12
ggtegtagge accgtagecc tecatcegett g

<210> 13

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 13
ggtcgtagge accgtagecc atatcegett g

<210> 14

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 14
ggtcgtaggce accgtageca atatecgett g

<210> 15
<211> 36

17
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31
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 15
gcagcatgga actgctiatg aagaggcacg tcaaac

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 16
catagttgcc gaattcattg gaaacttcce

<210> 17
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 17
catagttgce gaattcaggg gaaacttcce aatc

<210> 18

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 18
ccgegeeccg ggaaatcaaa ttttgtccag getttaatta g

<210> 19
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

18

36

30
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<400> 19
caaaatggta ccaataccac ttaaaatcgc Tg

<210> 20

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 20
cttcccaatc ccaagtcttc ccttgaaac

<210> 21

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 21
cttaatttct gctacgacgt caggatggtc ataatc

<210> 22

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 22
cgcccaagtc attcgaccag tactcagcta ccgtaaac

<210> 23

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 23
geegttttea ttgtegactt cccaateee

<210> 24
<211> 35

19

32

29

36

38

29
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 24
ggaatttcge getgactagt cccgtacata tceee

<210> 25

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 25
ggcaggaatt tcgcgacctt tcgtcecgta catatc

<210> 26
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 26
ccteattctg cagcageage cgtaaatgge acgetg

<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 27
tatccgataa de la gtaataccga de la ccagacggca atgttccg

<210> 28
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

20

35

36

36
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<400> 28
cggatatcgg tattactgce gtctggattc

<210> 29

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 29
ctcgteccaa tcggtteegt ¢

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 30
gatgtatgce gacttcgatt atgacc

<210> 31

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 31
catagttgcc gaattcattg gaaacttcce

<210> 32

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 32
ccgattgetg acgetgttat ttge

<210> 33
<211> 25

21

30

21

26

30
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 33
gccaagegga taacggetac ggtge

<210> 34

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 34

gaacgagcca atcggacgtg ggctacgg

<210> 35
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 35
ggaacgagcec aatcggataa cggetacggt gc

<210> 36

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 36
gcatataagg gactgagcca agcgg

<210> 37
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

22

25
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<400> 37
caaccacaaa gceggegcetg atgeg

<210> 38

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 38
gcatataagg gactgagcca atcggataac ggctacggtg ¢

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 39

gaacgagcceg atcggacgtg ggetacgg

<210> 40

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400> 40

gaacgagcca aaacgacgtg ggctacgg

23

25

41

28

28
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