OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 529 815
@Eint. cl.

C12N 9/54 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  12.10.2006  E 11165353 (1)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 26.11.2014  EP 2390321

Tl'tulo: Uso y producciéon de metaloproteasa neutra estable en el almacenamiento

Prioridad: @ Titular/es:

12.10.2005 US 726448 P THE PROCTER & GAMBLE COMPANY (50.0%)
IP Department One Procter & Gamble Plaza

L . Cincinnati, OH 45202, US y
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la DANISCO US INC. (50.0%)
traduccion de la patente:

25.02.2015 (™ Inventor/es:

SHAW, ANDREW,

WALLACE, LOUISE;

ESTELL, DAVID A,;

LEE, SANG-KYU;

SADLOWSKI, EUGENE STEVEN;
OH, HIROSHI y

HOMMES, RONALD

Agente/Representante:
RIZZO, Sergio

ES 2529815 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2529815713

DESCRIPCION
Uso y produccién de metaloproteasa neutra estable en el almacenamiento
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién proporciona una enzima de metaloproteasa neutra que presenta una actividad o
estabilidad mejorada. En algunas formas de realizacion, la metaloproteasa neutra se utiliza en aplicaciones que
incluyen, sin cardacter limitativo, limpieza, blanqueo y desinfeccién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Normalmente, los detergentes y otras composiciones limpiadoras incluyen una combinacién compleja de
ingredientes activos. Por ejemplo, la mayoria de productos de limpieza incluyen un sistema tensioactivo, enzimas
para limpiar, agentes de blanqueo, adyuvantes, supresores de jabonaduras, agentes de suspensién de la
suciedad, agentes de liberacion de la suciedad, blanqueadores 6pticos, suavizantes, dispersantes, compuestos
inhibidores de la transferencia de tinte, abrasivos, bactericidas y perfumes. A pesar de la complejidad de los
detergentes actuales, hay muchas manchas que son dificiles de eliminar por completo. Asimismo, a menudo se
acumulan residuos, lo que da lugar a decoloracion (por ejemplo, amarilleamiento) y a una reduccién de la
estética debido a una limpieza incompleta. Estos problemas se ven agravados por el aumento del uso de
temperaturas de lavado bajas (por ejemplo, agua fria) y ciclos de lavado mas cortos. Asimismo, muchas
manchas estan compuestas por mezclas complejas de material fibroso, que fundamentalmente incorporan
carbohidratos y derivados de carbohidratos, fibra y componentes de la pared celular (por ejemplo, material
vegetal, madera, suciedad a base de lodo/arcilla y fruta). Dichas manchas plantean retos dificiles a la formulacién
y uso de composiciones limpiadoras.

[0003] Ademas, las prendas coloreadas tienden a desgastarse y a mostrar empeoramientos del aspecto. Parte
de esta pérdida de color se debe a la abrasién en el proceso de colada, sobre todo en lavadoras y secadoras
automaticas. Asimismo, la pérdida de fuerza tensil de la tela parece ser un resultado inevitable de la accién
mecanica y quimica debido al uso, desgaste y/o lavado y secado. Por consiguiente, es necesario un medio para
lavar de manera eficaz y efectiva prendas coloreadas de modo que se minimicen dichos empeoramientos del
aspecto.

[0004] En resumen, a pesar de las mejoras de las capacidades de las composiciones limpiadoras, persiste la
necesidad en la técnica de detergentes que eliminen manchas, mantengan el color y aspecto de la tela y eviten
la transferencia de tinte. Asimismo, persiste la necesidad de composiciones detergentes y/o de cuidado de la
tela que proporcionen y/o devuelvan la fuerza tensil, que proporcionen también a la tela propiedades antiarrugas,
antiapelotonamiento y/o antiencogimiento, que ademas proporcionen un control de la estatica, suavidad a la tela,
que mantengan el aspecto de color deseado y las propiedades y ventajas antidesgaste de la tela. En concreto,
persiste la necesidad de incluir composiciones que sean capaces de eliminar los componentes coloreados de las
manchas, que a menudo se quedan unidos a la tela que se lava. Asimismo, persiste la necesidad de métodos y
composiciones mejorados adecuados para el blanqueo textil.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0005] La invencién proporciona una variante de metaloproteasa neutra aislada que presenta al menos un 70 %
de identidad de aminodcidos con la metaloproteasa neutra, comprendiendo la SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:18 y
presentando una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una mutacién equivalente a una mutacién
de una metaloproteasa neutra que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:18,
donde dichas mutaciones se seleccionan entre T004C, TO04E, TO04H, T004l, TO04K, TO04L, TO04M, TOO4N,
TO04P, TO04R, T004S, T004V, TO04W, T004Y, G012D, GO12E, G012l, G012K, G012L, G012M, G012Q, G012T,
Go12v, G012W, K013C, K013D, K013E, KO13F, K013G, K013H, K013l, KO13L, K013M, KO13N, K013Q, K013S,
K013T, K013V, K013Y, TO14F, T014G, TO14H, TO14l, TO14K, TO14L, TO14M, TO14P, T014Q, TO14R, T014S,
T014V, T0O14W, T0O14Y, S023A, S023D, S023F, S023I, S023K, S023L, S023M, S023N, S023P, S023Q, S023R,
S023T, S023V, S023W, S023Y, G024A, G024D, G024F, G024G, G024H, G024l, G024K, G024L, G024M,
GO024N, G024P, G024R, G024S, G024T, G024V, G024W, G024Y, K033H, Q045C, Q045D, QO45E, QO45F,
QO045H, QO045I, Q045K, Q045L, Q045M, QO045N, Q045P, Q045R, Q045T, Q045W, N046A, N046C, NO46E,
NO046F, N046G, N046H, N046l1, NO46K, N046L, N046M, N046P, N046Q, N046R, N046S, N046T, N0O46V,
NO046W, N046Y, R047E, R047K, R047L, R047M, R47Q, R047S, R047T, YO49A, Y049C, Y049D, Y049E, Y049F,
Y049H, Y049I, Y049K, Y049L, YO49N, Y049R, Y049T, Y049V, Y049W, N050D, NO50F, NO50G, NO50H, N050I,
NO50K, NO50L, NO50M, NO50P, N050Q, NO50W, NO50Y, T054C, T054D, TO54E, T0O54F, T054G, T054H, T054I
T054K, T054L, T0O54M, TO54N, T0O54P, T054Q, T0O54R, T054S, T054V, T054W, T054Y, S058D, S058H, S058l,
S058L, S058N, S058P, S058Q, T059A, T059C, TO59E, T059G, T059H, T059I, TO59K, TO59L T059M, TO59N,
TO59P, T059Q, TO59R, T059S, T059V,T059W, T060D, TO60F, T060I, TO60K, TO60L, TOBON, T060Q, TO60R,
TO60V, TOB0W, T060Y, TO65C, TO65E,TO65F, TO65H, T065I, TO65K, TO65L, TO65M, TO65P, T065Q, TO65R,
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TO65V, T065Y, S066C, S066D, S066E, S066F, S066H, S0661, S066K, S066L, S066N, S066P, S066Q, S066R,
S066T, S066V, S066W, S066Y, Q087A, Q087D, QO087E, Q087H, Q087I1, Q087K, Q087L, Q087M, QO87N,
Q087R, Q087T, Q087V, Q087W, N090C, N090D, NO90OE, NO9OF, N090G, NO90H, NO90L, NO9OR, NO09OT,
N096G, N096H, N096K, N096R, K097H, K097Q, K097W, K100A, K100D, K100E, K100F, K100H, K100N,
K100P, K100Q, K100R, K100S, K100V, K100Y, R110A, R110C, R110E, R110H, R110K, R110L, R110M, R110N,
R110S, R110Y, D119E, D119H, D119l, D119L, D119Q, D119R, D119S, D119T, D119V, D119W, G128C, G128F,
G128H, G128K, G128L, G128M, G128N, G128Q, G128R, G128W, G128Y, S129A, S129C, S129D, S129F,
S129G, S129H, S1291, S129K, S129L, S129M, S129Q, S129R, S129T, S129V, S129W, S129Y, F130I, F130K,
F130L, F130M, F130Q, F130R, F130T, F130V, F130Y, S135P, G136l, G136L, G136P, G136V, G136W, G136Y,
S137A, M138I, M138K, M138Q, M138V, D139A, D139C, D139E, D139G, D139H, D139I, D139K, D139L, D139M,
D139P, D139R, D139S, D139V, D139W, D139Y, V140C, Q1511, E152A, E152C, E152D, E152F, E152G, E152H,
E152L, E152M, E152N, E152R, E152S, E152W, N155D, N155K, N155Q, N155R, D178A, D178C, D178G,
D178H, D178K, D178L, D178M, D178N, D178P, D178Q, D178R, D178S, D178T, D178V, D178W, D178Y,
T179A, T179F, T179H, T179l, T179K, T179L, T179M, T179N, T179P, T179Q, T179R, T179S, T179V, T179W,
T179Y, E186A, E186C, E186D, E186G, E186H, E186K, E186L, E186M, E186N, E186P, E186Q, E186R, E186S,
E186T, E186V, E186W, E186Y, V190H, V190Il, V190K, V190L, V190Q, V190R, S191F, S191G, S191H, S191l,
S191K, S191L, S191N, S191Q, S191R, S191W, L198M, L198V, S199C, S199D, S199E, S199F, S199I, S 199K,
S 199L, S 199N, S199Q, S 199R, S199V, Y204H, Y204T, G205F, G205H, G205L, G205M, G205R, G205S,
G205Y, K211C, K211D, K211G, K211M, K211N, K211Q, K211R, K211S, K211T, K211V, K214A, K214C, K214E,
K214l, K214L, K214M, K214N, K214Q, K214S, K214V, L216A, L216C, L216F, L216H, L216Q, L216R, L216S,
L216Y, N218K, N218P, T219D, D220A,D220E, D220H, D220K, D220N, D220P, A221D, A221F, A2211, A221K,
A221L, A221M, A221N, A221S, A221V, A221Y, G222C, G222H, G222N, G222R, Y224F, Y224H, Y224N,
Y224R, T243C, T243G, T243H, T243l, T243K, T243L, T243Q, T243R, T243W, T243Y, K244A, K244C, K244D,
K244E, K244F, K244G, K244L, K244M, K244N, K244Q, K244S, K244T, K244V, K244W, K244Y, V260A, V260D,
V260E, V260G, V260H, V260I, V260K, V260L, V260M, V260P, V260Q, V260R V260S, V260T, V260W, V260Y,
Y261C, Y261F, Y2611, Y261L, T263E, T263F, T263H, T263I, T263L, T263M, T263Q, T263V, T263W, T263Y,
S265A, S265C, S265D, S265E, S265K, S265N, S265P, S265Q, S265R, S265T, S265V, S265W, K269E, K269F,
K269G, K269H, K269I, K269L, K269M, K269N, K269P, K269Q, K269S, K269T, K269V, K269W, K269Y, A273C,
A273D, A273H, A273I, A273K, A273L, A273N, A273Q, A273R, A273Y, R280A, R280C, R280D, R280E, R280F,
R280G, R280H, R280K, R280L, R280M, R280S, R280T, R280V, R280W, R280Y, L282F, L282G, L282H, L282I,
L282K, L282M, L282N, L282Q, L282R, L282V, L282Y, S285A, S285C, S285D, S285E, S285K, S285P, S285Q,
S285R, S285W, Q286A, Q286D, Q286E, Q286K, Q286P, Q286R, A289C, A289D, A289E, A289K, A289L,
A289R, A293C, A293R, N296C, N296D, N296E, N296K, N296R, N296V, A297C, A297K, A297N, A297Q, A297R
y G299N;

donde dicha identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 18 se determina por
medio de un BLAST con parametros predeterminados;

donde dicha variante de metaloproteasa neutra presenta una termoestabilidad mejorada en comparacion con la
metaloproteasa neutra natural de B. amyloliquefaciens que presenta la secuencia de la SEQ ID NO: 18;

rendimiento mejorado en condiciones de pH inferior o superior, en comparaciéon con la metaloproteasa neutra
natural de B. amyloliquefaciens que presenta la secuencia de la SEQ ID NO: 18; o estabilidad autolitica
mejorada, en comparacion con la metaloproteasa neutra natural de B. amyloliquefaciens que presenta la
secuencia de la SEQ ID NO: 18.

[0006] La metaloproteasa neutra aislada variante puede que comprenda miultiples mutaciones seleccionadas
entre S023W/G024M, T004V/S023W/G024W, S023W/G024Y/A288V, T004L/S023W/G024Y,
N046Q/NO50F/T054L, NO50Y/T059R/S129Q, S023W/G024W, A273H/S285P/E292G,  S023Y/G024Y,
S023Y/G024W, T004S/S023Y/G024W, NO046Q/T054K, S023W/G024Y, TO004V/S023W, T059K/S066N,
NO046Q/NO50W/T054H/T153A, TO004V/S023W/G024Y, L282M/Q286P/A289R, N046Q/R047K/N0O50Y/T054K,
L044Q/T263W/S285R, T004L/S023W/G024W, R047K/NO50F/T054K, A273H/S285R, NO50Y/T059K/S066Q,
T054K/Q192K, N046Q/NO50W, L282M/Q286K, T059K/S066Q, T004S/S023W, L282M/Q286R/A289R/K011N,

L282M/A289R, N046Q/NO50W/T054H, T059K/S129Q, T004S/S023N/G024Y/F210L,
T004V/S023W/G024M/A289V, L282M/Q286K/A289R/S132T, NO50W/T054H, L282M/Q286R,
L282F/Q286K/A289R, TO059R/S066Q, R047K/NO50W/T054H, S265P/L282M/Q286K/A289R,

L282M/Q286R/T229S,  L282F/Q286K,  T263W/S285R,  S265P/L282M/Q286K,  T263H/A273H/S285R,
TO59R/S129V, S032T/T263H/A273H/S285R, T059R/S066Q/S129Q, T004S/G024W, T004V/S023W/G024M,
T059K/S066Q/S129Q, L282M/Q286K/A289R/I1253V, T004V/S023Y/G024W, TO059R/S066N/S129Q,
NO50F/T054L, T004S/S023N/G024W, TO59R/S066N, TO59R/S066N/S129V, Q286R/A289R,
N046Q/R047K/NO50F/T054K, S265P/L282M/Q286P/A289R, S265P/L282M/Q286R/A289R Q062K/S066Q/S129I,
S023N/G024W,  N046Q/R047K/NO50W/T054H, R047K/T054K, TO004L/G024W, TO014M/TO59R/S129V,
T059R/S066Q/N092S/S129], R047K/NOS0W/T054K, T004V/G024W, N047K/NO50F/T054K,
S265P/L282F/Q286K/N061Y,  L282F/Q286K/E159V,  T004V/S023Y/G024M, S265P/L282F/A289R/T065S,
TO59K/F063L/S066N/S129V, T004L/S023W, NO50F/T054H, T059R/S066Q/S129V, V190I/D220E/S265W/L282F,
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T004S/S023Y/G024M, T004L/S023N/G024Y, TO59K/S066N/S129I, TO59R/S066N/S129I,
L282M/Q286R/A289R/P162S, N046Q/NO50F/T179N, TO059K/Y082C/S 129V, TO059K/S 1291, NO50Y/T054K,
T059K/S066Q/V102A/S5129Q, TO59R/S066Q/S129I, TO59W/S066N/S129V/S290R, TO59R/S129I,
T059K/S066Q/S129I, TO59K/S066Q/S129V, S265P/L282M/Q286R/A289R/T202S/K203N,

TO04V/S023N/G024W,  S265P/Q286K,  S265P/L282F/A289R,  D220P/S265W,  LO55F/T059W/S129V,
TO59R/S129Q/S191R, NO50W/T054K, T004S/S023W/G024M, RO047K/NO50F/T054H, T059K/S066N/K0O88E,
TO59K/S066Q/S1291/V291L,  L282M/Q286R/A289R,  T059R/S066N/F085S/S1291,  L282F/Q286P/A289R,
L282F/Q286R/A289R, G099D/S265P/L282F/Q286K/A289R, N046Q/NO50F, NO50Y/T0O59W/S066N/S129V,
T0091/D220P/S265N, V190F/D220P/S265W, N157Y/T263W/A273H/S285R, T263W/A273H/S285R,
T263W/S285W, T004V/S023Y, N046Q/R047K/NO50W, NO50W/T054L, N200Y/S265P/L282F/Q286P/A289R,
T059R/S066Q/P264Q, T004V/G024Y, T004L/G024Y, NO50Y/S1911, NO50Y/T054L,
T004L/S023W/G024Y/N155K, F1691/L282F/Q286R/A289R, L282M/Q286K/A289R,
F130L/M138L/E152W/D183N, N046Q/R047K/NO50Y/T054H, T004V/G024M, NO50Y/T059W/5066Q/S129V,
S023N/G024Y,  T054H/P162Q, T004S/S023W/G024Y, NO50Y/T054H, L282F/Q286R/A289R/F169I,
RO47K/NO50W, V190F/D220P, L282M/F173Y, T004L/S023Y, NO50W/A288D, V1901/D220P/S265Q,
S265P/L282F/Q286P/A289R, S265P/L282F/Q286R/A289R, N046Q/N050Y/T054K, T059W/S066Q,
T263W/A273H/S285W  T263W/A273H/S285P, S023Y/G024M, T004L/S023N/G024W, T004V/S023N/G024Y,
TO59W/S066N/S129Q, T004S/S023Y, T004S/S023N/G024M, TO059W/S066N/A070T, TO59W/S066Q/S129Q,
T263W/A273H, A273H/285P, N046Q/R047K/NO50Y/T054L, N046Q/R047K/N050QY, R047K/NO50Y,
T263H/S285W, R047K/NOSOF, N046Q/R047K/NO50F/T054H, S023N/G024M, T004S/G024Y,
R0O47K/NO50Y/T054H, TO59W/S066N/S129i, R047K/T054L, T004S/S023W/G024W, M138L/E152F/T1468S,
D220P/S265N, T004S/G024M, T004V/S023N, N046Q/NO50F/T054K, N046Q/N0O50Y/T054H,
Q062H/S066Q/S129Q, TO59W/S129Q, TO59W/S129V, NO50F/T054K, R047K/NO50F/T054L,
V1901/D220P/S265W, N1121/T263H/A273H/S285R, TO59W/S066N/S129V, T059W/S066Q/S1291, TO59W/S129I,
T263W/S285P, V1901/D220P, A289V/T263H/A273H, T263H/A273H/S285P, N90S/A273H/S285P,
R0O47K/NO50Y/T054L,  T004S/S023N,  T059R/S129Q, N046Q/R047K/T054H,  T059W/S066Q/S129V,
E152W/T179P, NO050Y/S066Q/S129V, T202S/T263W/A273H, T263W/A273H/S285P, M138L/E152W/T179P,
N046Q/R047K, N046Q/T054H/F176L, T004L/G024M, T004S/L282M, T263H/A273H, T263H/A273H/S285W,

T004L/S023Y/G024M, L282F/Q286P, T004V/S023Y/G024Y, V190F/S265W, M138L/E152F,
V190F/D220E/S265W, N046Q/NO50F/T054H, N157Y/S285W, T004F/S023Y/G024M, T004V/S023N/G024M,
L1981/D220E/S265Q, N046Q/NO50Y/T054K/A154T, S016L/D220E/S265W, D220E/S265W,

D220E/A237S/S265W, S066Q/S129Q, V190F/D220E/S265Q/T2671, L282M/F173Y/T219S, E152F/T179P,
V1901/S265W, M138L/S066Q, M138L/E152W, T059W/S066Q/A070T/S1291, V  190F/D220E/S265N,
V190F/S265N, N046Q/N050Y y M138L/E152F/T179P.

[0007] La metaloproteasa neutra aislada variante puede que comprenda multiples mutaciones seleccionadas
entre V1901/D220P, V1901/D220P/S265Q, V190L/D220E, V1901/D220E/S265Q, V1901/D220E/5265W/L282F,
V190L/D220E/S265Q, V1901/D220E/S265W, V190L/D220E/S265N, T059R/S066Q/S1291, V1901/D220E/S265N,
V190L/D220E/S265W, V1901/D220E, TO059W/S066N/S129V, T059K/S066Q/S129V, TO059K/Y082C/S129V,
TO59R/S066N/S1291, S066Q/S129V, TO059R/S066Q/S129V, T059R/S1291, NO50Y/T059W/S066N/S129V,
D220P/S265N, S066Q/S129I, T059W/S066Q/S129V, TO059K/S066Q/S129I, TO59R/S129V,
N050Y/S066Q/S129V, T059W/S066Q/S1291, NO50Y/T059W/S066Q/S129V, T059K/S1291, D220P/5265W,
F130L/M138L/T179P, S066N/S1291, TO59R/S066N/S129V, F130I/M138L/T179P, T059R/S066Q/N092S/S1291,
S066N/S129V, D220E/S265Q, F130L/M138L/E152W/T179P, TO059W/S129V, S265P/L282M/Q286R/A289R,
S265P/L282F/Q286R/A289R, TO59W/S066N/S129I, V190T/D220P/S265W, F130L/E152W/T179P,
F130L/M138L/E152F/T179P, Q062K/S066Q/S129I, TO59K/S066N/S129I, E152H/T179P,
S265P/L282M/Q286K/A289R, F130L/M138L/E152H/T179P, T263W/A273H/S285R, D220E/S265N,
F130I/M138L/E152H/T179P,  F130V/M138L/E152W/T179P,  F1301/M138L/E152W/T179P,  TO59W/S129I,
D220E/S265W, F130V/M138L/T179P, F130L/E152V/T179P, TO59R/S129Q, T263W/S285P,
F1301/M138L/E152F/T179P, E152W/TI79P, V190L/S265Q, F130L/E152F/T179P, L282M/Q286R/A289R/P162S,
D220P/S265Q, M138L/E152F/T179P, F130I/E152H/T179P, M138L/E152W/T179P, F130L/T179P,
F130L/M138L/EI5S2W/TI79P/Q286H, F130L/M138L/E152H, T263W/A273H/S285W, S265P/Q286K,
TO59W/S066Q/S129Q, T263W/S285R, TO059W/S066N/S129Q, T263W/S285W, T059R/S066N/S129Q,
S265P/L282M/Q286R/A289R/T202S/K203N, T059W/S129Q, QO062H/S066Q/S129Q, L282M/Q286R/A289R,
V190L/D220E/S265NN2911, V 190L/S265N, F 130L/M138L/E152W, NO50Y/T059R/S129Q, F130I/T179P,
T059K/S066Q/S129Q, T059K/S129Q, S265P/L282M/Q286P/A289R, S265P/L282F/Q286P/A289R,
T263W/A273H/S285P, S265P/L282NVQ286K, S016L/D220E/S265W, S066Q/S129Q, S265P/L282M/Q286P,
L282F/Q286R/A289R, F130V/E152W/T179P, L044Q/T263W/S285R LO55F/TO59W/S129V, V190L/5265W,
Q286R/A289R, G99D/S265P/L282F/Q286K/A289R, F130L/M138L/E152F, TO59R/S066Q/S129Q, F130L/E152H,
S066N/S129Q, TO004S/S023N/G024M/K269N, S265P/L282M, E152F/T179P, TO059W/S066N/S129V/S290R,
L282F/Q286K/A289R, F130L/M138L, F1301/M138L/E152W, S265P/L282F, F1301/M138L/E152H,
F130V/M138L/E152H, V1901/5265Q, M138L/E152M, S265P/L282F/Q286P, M138L/E152H,
TO59K/S066N/KO88E, V1901/S265W, F130L/E152W, L282M/Q286K/A289R, L282M/Q286K/A289R/I1253V,
T263W/A273H, V1901/S265N, M138L/E152W, A273H/S285R, F1301/M138L, F130L/E152F,
F130V/M138L/E152W, T059K/S066Q/V102A/S129Q, F130V/E152H/T179P, F1301/M138L/E152F,
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F130V/M138L/E152F, M138L/E152F, L282M/Q286R, F130I/E152H, S265P/L282F/A289R/T065S,
T263H/A273H/S285R, F130V/M138L, TO014M/T059R/S129V, L282M/Q286R/A289R/K11N, A273H/S285P,
L282M/Q286K/A289R/S132T, T263H/A273H/S285W, F130V/E152W, S265P/L282F/Q286K/N061Y,
F130/E152W, L1981/D220E/S265Q, V190l/S265L, T263H/S285W, S265P/L282F/A289R, M138L/S066Q,
F130I/E152F, N90S/A273H/S285P, S032T/T263H/A273H/S285R, L282F/Q286P/A289R,
N157Y/T263W/A273H/S285R,  V105A/S129V,  T263H/A273H/S285P,  S129Q/L282H, TO059W/S066Q,
F130V/E152H, S023W/G024Y, TO004V/S023N, TO059R/S066Q, NO50W/T054L, L282M/Q286P/A289R,
A115V/V190L/S265W, L282M/Q286K, TO59R/S066N, L282F/Q286P, T004V/S023W/G024M,
S265P/L282F/Q286R/L78H, L282F/Q286K,  T004V/S023W/G024Y, S023W/G024M,  T059R/R256S,
F130V/E152F, T004V/G024W, NO50W/T054K, S023Y/G024M, T004V/S023Y, T004V/S023Y/G024M,
NO50Y/T054H, S023W/G024W, T004V/S023Y/G024Y, T004V/S023N/G024W,
F130L/M138L/E152F/T179P/V291l, NO50Y/T059K/S066Q, T004V/S023Y/G024W, TO59K/S066N,
TO04V/S023N/G024Y, S023Y/G024W, NO50F/T054L, RO047K/T054K, S023N/G024W, L282M/A289R,
S023Y/G024Y, T004V/G024M, RO047K/NO50F/T054K, NO50F/T054K, TO059K/S066Q, S023N/G024M,
S023N/G024Y, TO04L/S023N, R047K/NO50W/T054H, T004L/S023W/G024Y, T004S/S023W,
N046Q/NO50W/T054H/AI42T, TO004L/S023Y, T004V/S023W, NO50W/T054H, T004S/S023N, T004S/L282M,
T004L/S023W, NO50F/T054H, NO50Y/T054L y R047K/NO50W/T054K.

[0008] La metaloproteasa neutra aislada variante puede que comprenda multiples mutaciones seleccionadas
entre S066Q/S129V, S066Q/S1291, N0O50Y/S066Q/S129V, S066N/S1291; TO59K/S066Q/SI29V, S066N/S129V,
F130L/E152W/T179P, S265P/L282M/Q286R/A289R, F130L/E152V/T179P, T059K/S066Q/S129I, T263W/S285P,

TO59K/S066N/S129, T263W/A273H/S285P, S265P/L282F/Q286R/A289R, F130V/E152W/T179P,
T263W/A273H/S285R, V1901/D220P/S265W, F130L/E152H, S066N/S129Q, S265P/L282M/Q286K/A289R, V
1901/D220E, TO59R/S066N/S129I, V1901/D220E/S265W, TO59K/S129], TO59R/S066Q/SI291,

F130/M138L/E152H/T179P, F130l/T179P, T263W/A273H/S285W, SO016L/D220E/S265W, S066Q/S129Q,
V1901/D220E/S265Q, T059R/S066Q/S129V, D220E/S265N, V190L/D220E, D220E/S265W, V1901/D220P,
V190L/D220E/S265N, L044Q/T263W/S285R, S265P/L282M/Q286P/A289R, F130L/M138L/E152H/T179P,
T263W/S285R, L282M/Q286R/A289R,  T263W/S285W, F130I/E152H/T179P,  V190I/D220E/S265N,
V190L/D220E/S265W, V1901/D220P/S265Q, T059R/S066N/S129V, V190L/D220E/S265Q, E152H/T179P,
F130L/M138L/E152F/T179P, Q062H/S066Q/S129Q, T059R/S129V, V190I/D220E/S265W/L282F, V1901/5265Q,
F130L/E152F/T179P, D220E/S265Q, E152W/T179P, T059K/S066Q/S129Q, F130L/M138L/T179P,
F1301/M138L/E152F/TI79P, F130L/M138L/E152W/T179P, N0O50Y/T059W/S066Q/SI29V, S265P/L282M/Q286K,
TO59R/S129I, F130V/E152H/T179P, D220P/S265N, S265P/L282M/Q286P, F1301/E152H,
T059R/S066Q/N092S/S1291, F130L/T179P, G99D/S265P/L282F/Q286K/A289R, T263W/A273H, V1901/S265N,
D220P/S265W, F130L/E152W, F130L/M138L/E152H, S265P/L282M, V1901/S265Q, F130L/E152F,
TO59K/S129Q, Q286R/A289R, M138L/E152W/T179P, F130I/M138L/E152H, D220P/S265Q, V190L/S265N,
F130I/M138L/E152W, S265P/Q286K, V190L/S265Q, V1901/S265W, F130L/M138L/E152F, F130V/E152H,
E152F/T179P, NO50Y/T059W/S066N/SI29V, T059R/SO66N/SI29Q, F130l/E152W, F130V/E152W,
TO059R/S066Q/S129Q, T263H/A273H/S285P, N90S/A273H/S285P, V190L/D220E/S265N/V2911, T0O59R/S129Q,
A273H/S285P, F1301/M138L/E152W/T179P, F130V/M138L/E152F, N0O50Y/T059R/S129Q, TO59W/S066Q/S129I,
F130V/M138L/T179P, F130V/M138L/E152W/T179P, V190L/S265W, F130V/M138L/E152W,
TO59W/S066Q/S129V, V1901/S265Q, F130V/M138L/E152H, F130l/E152F, N157Y/T263W/A273H/S285R,
T263H/S285W,  M138L/E152F/T179P,  A115V/V190L/S265W,  M138L/E152M,  T263H/A273H/S285W,
F130L/M138L/E152W, TO059K/S066N/K088E, F130I/M138L/E152F, F1301/M138L/T179P, TO004V/S023N,
T059K/S066QN102A/5129Q, F130L/M138L, N047K/NO50F/T054K, T263H/A273H/S285R,
F130L/M138L/E152W/T179P/Q286H, M138L/E152H, M138L/S066Q, L282M/Q286R/A289R/P162S,
L282F/Q286R/A289R, Q062K/S066Q/S1291, A273H/S285R, S265P/L282F/Q286P, S265P/L282F/Q286P/A289R,
S265P/L282M/Q286R/A289R/T202S/K203N,  TO59W/S066N/SI291,  V1901/S265L, T059W/S066N/S129V,
F1301/M138L, L282M/Q286K/A289R/I1253V, R047K/NO50F/T054K, M138L/E152F, NO50W/T054K,
L1981/D220E/S265Q, L282F/Q286K/A289R, NO50F/T054K, L282M/Q286R, M138L/E152W, S265P/L282F,

F130V/E152F, TO59W/S066N/S129Q, F130V/M138L, T263H/A273H, L282M/Q286K/A289R,
N046Q/NO50W/T054H/A142T, T059W/S066Q/S129Q, S265P/L282F/A289R/T065S, NO50F/TO54H,
S$129Q/L282H, L282M/Q286K/A289R/S132T, L282M/Q286R/A289R/K11N, TO59K/S066N,

R047K/NO50W/T054K, T059K/S066Q, T004V/S023Y, T059W/S066N/S129V/S290R, NO50Y/T059K/S066Q y
R047K/NOS0Y.

[0009] La invencion proporciona ademas un polinucleétido que codifica la metaloproteasa neutra de la invencion,
un vector de expresion que comprende un polinucleétido de dichas caracteristicas y una célula hospedadora que
comprende un vector de expresion de dichas caracteristicas.

[0010] También se proporciona un método para producir una enzima que presenta actividad de metaloproteasa
neutra, que comprende el cultivo de la célula hospedadora de la invencién en condiciones adecuadas para la
produccion de dicha variante de metaloproteasa neutra.
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[0011] El método puede que comprenda ademas la etapa de recolectar dicha variante de metaloproteasa neutra
producida.

[0012] La célula hospedadora puede que sea una especie Bacillus.

[0013] La invencion proporciona asimismo composiciones que comprenden la variante de metaloproteasa neutra
de la invencién, que incluyen composiciones limpiadoras, composiciones de pienso, composiciones de
elaboracioén de tejidos y composiciones de tratamiento del cuero.

[0014] La presente invencién proporciona composiciones limpiadoras que comprenden (por ejemplo) al menos
un 0.0001 por ciento en peso de la metaloproteasa neutra de la presente invencién y, de manera opcional, un
ingrediente auxiliar. En algunas formas de realizacién, la composicién comprende un ingrediente auxiliar. En
algunas formas de realizacion preferentes, la composicion comprende una cantidad suficiente de un modificador
del pH para dotar a la composicion de un pH puro de entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5, estando la
composicién fundamentalmente libre de materiales que hidrolizan a un pH de entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 5. En algunas formas de realizaciéon preferentes en concreto, los materiales que hidrolizan
comprenden un material tensioactivo. En formas de realizacién adicionales, la composicion limpiadora es una
composicion liquida, mientras que en otras formas de realizacién la composicion limpiadora es una composicion
sélida y, en otras formas de realizacién mas, la composicion limpiadora es un gel. De hecho, no se pretende que
la presente invencion esté limitada a una formulaciéon y/o composicion en concreto, puesto que se utilizan
diversas formulaciones y/o composiciones en la presente invencion. En otras formas de realizacion, el material
tensioactivo comprende un tensioactivo de alquilsulfato de sodio que comprende una fraccion de éxido de
etileno.

[0015] La presente invencién proporciona de manera adicional composiciones limpiadoras que, ademas de al
menos una metaloproteasa neutra de la presente invencién, comprenden también al menos una enzima estable
en acido, comprendiendo la composicion limpiadora una cantidad suficiente de un modificador del pH para dotar
a la composicion de un pH puro de entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5, estando la composicién
fundamentalmente libre de materiales que hidrolizan a un pH de entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5.
En otras formas de realizacion, los materiales que hidrolizan comprenden un material tensioactivo. En algunas
formas de realizacién preferentes, la composiciéon limpiadora es una composicién liquida. En otras formas de
realizacién adicionales, el material tensioactivo comprende un tensioactivo de alquilsulfato de sodio que
comprende una fraccion de 6xido de etileno. En algunas formas de realizacion, la composicién limpiadora
comprende un ingrediente auxiliar adecuado. En algunas formas de realizacion adicionales, la composicién
comprende un ingrediente auxiliar adecuado. En algunas formas de realizaciéon preferentes, la composicién
comprende entre aproximadamente 0.001 y aproximadamente 0.5 % en peso de metaloproteasa neutra.

[0016] En algunas formas de realizacién preferentes alternativas, la composicion comprende entre
aproximadamente 0.01 y aproximadamente 0.1 por ciento en peso de metaloproteasa neutra.

[0017] La presente invencion proporciona también métodos de limpieza, comprendiendo las etapas de:

a) poner en contacto una superficie y/o un articulo que comprende una tela con una concentracion
apropiada de la composicion limpiadora que comprende la metaloproteasa neutra de la presente invencion;
y b) opcionalmente, lavar y/o aclarar la superficie o material. En las formas de realizacién alternativas, toda
composicidn adecuada que se proporcione en la presente memoria se utiliza en dichos métodos. En
algunas formas de realizacion, la tela comprende al menos una mancha de hierba. En algunas formas de
realizacién preferentes en concreto, las composiciones limpiadoras de la presente invencion se utilizan para
eliminar la hierba y otras manchas de las telas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0018]

La Figura 1 proporciona un grafico que muestra los resultados de la determinacién de las constantes de
afnidad de una proteina de unién a MULTIFECT® Neutral purificada para cationes de cinc y calcio por
medio de los tintes fluorescentes Fluo-Zn3 y Fluo-3, respectivamente.

La Figura 2 proporciona un grafico que muestra la inhibicién de actividad de proteasa de 0.36 mg/ml de
nprE de B. amyloliquefaciens recombinante formulada mediante sulfonato de alquilbenceno lineal (LAS)
analizada mediante el ensayo de proteasas QuantiCleave™.

La Figura 3 proporciona un alineamiento de secuencias de diversos homoélogos de metaloproteasa (SEQ ID
NOS:173-181) que se utilizan en la presente invencion.
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La Figura 4 proporciona un alineamiento de secuencias de diversos homdlogos de metaloproteasa (SEQ ID
NOS:182-191) que se utilizan en la presente invencion. En este Figura, la numeracién corresponde a la
termolisina (B. thermoproteolyticus). Al igual que en la Figura 3, el «*» indica residuos conservados, «:»
indica residuos reemplazados de manera conservadora y «.» indica residuos similares.

La Figura 5 proporciona un alineamiento de secuencias de diversos homdélogos de metaloproteasa (SEQ
ID NOS:192-195) identificados a través de modelado por homologia.

La Figura 6 proporciona un mapa del plasmido pJ4:GO1905.
La Figura 7 proporciona un mapa del plasmido pJ4: G01906.
La Figura 8 proporciona un mapa del plasmido pJ4:G01907.
La Figura 9 proporciona un mapa del plasmido pJ4:G01908.
La Figura 10 proporciona un mapa del plasmido pJ4:G01909.
La Figura 11 proporciona un mapa del plasmido pJ4:G01938.
La Figura 12 proporciona un mapa del plasmido pJHT.

La Figura 13 proporciona un mapa del plasmido pAC.

La Figura 14 proporciona un mapa de pUBnprE.

La Figura 15 proporciona un esquema que muestra la amplificacion del promotor de aprE y de los
fragmentos de gen de nprE de B. subtilis.

La Figura 16 proporciona un mapa del plasmido pEL501.

La Figura 17 proporciona un esquema que muestra la amplificacion del promotor de aprE y de los
fragmentos de gen de nprB de B. subtilis.

La Figura 18 proporciona un mapa del plasmido pEL508.

La Figura 19 proporciona un esquema que muestra la amplificacion del promotor de aprE y de los
fragmentos de gen de nprT de B. stearothermophilus, utilizados en la produccion de la cepa EL560.

La Figura 20 proporciona un diagrama que muestra la construccién de la cepa EL560.

La Figura 21 proporciona un esquema que muestra la amplificacion del promotor de aprE y de los
fragmentos de gen de npr de B. caldolyticus, utilizados en la produccion de la cepa EL561.

La Figura 22 proporciona un diagrama que muestra la construccion de la cepa EL561.

La Figura 23 proporciona un esquema que muestra la amplificacion del promotor de aprE y de los
fragmentos de gen de nprB de B. thuringiensis.

La Figura 24 proporciona un mapa del plasmido pEL568.

La Figura 25 proporciona un grafico que muestra los resultados de experimentos pensados para determinar
el almacenamiento a largo plazo de 0,36 mg/ml de concentrado ultrafiltrado de metaloproteasa neutra
(nprE) en una base de TIDE® 2005 en presencia de iones de cinc y calcio a 32 °C. A efectos comparativos,
se proporcionan los resultados obtenidos de prueba sin sal y con un exceso de calcio.

La Figura 26 proporciona datos de una prueba de rendimiento de lavado por medio de un Terg-O-Tometer
(TOM) y sustratos de distinta suciedad. El grafico A proporciona resultados que muestran la eliminaciéon de
suciedad delta (en %) de la subtilisina (BPN' Y217L) y MULTIFECT® Neutral purificada en EMPA 116
(fijada y sin fijar sobre algodén) tras un lavado a 15 °C en detergente liquido TIDE®-2005. El grafico B
proporciona resultados que muestran la eliminacion de suciedad delta (en %) de la subtilisina (BPN' Y217L)
y MULTIFECT® Neutral purificada en una mancha de hierba de suciedad media Equest® sobre algodén
tras un lavado a 15 °C en detergente liquido TIDE®-2005. El grafico C proporciona resultados que muestran
la eliminacién de suciedad delta (en %) de la subtilisina (BPN' Y217L) y MULTIFECT® Neutral purificada en
CFT C-10 (pigmento, aceite, leche sobre algodén) tras un lavado a 15 °C en detergente liquido TIDE®-
2005.
7
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La Figura 27 proporciona un grafico que muestra los resultados de barridos de DSC para 440 ppm de NprE
y variantes obtenidas por medio de la DSC VP-Cap (MicroCal™).

La Figura 28 proporciona un grafico que muestra los resultados de barridos de DSC para 440 ppm de NprE
y variantes en presencia de 130 mM de citrato obtenidos por medio de la DSC VP-Cap (MicroCal™).

La Figura 29 proporciona un grafico que muestra los puntos de fusién térmica para 440 ppm de NprE en
presencia de diversos aditivos y obtenidos por medio de la DSC VP-Cap (MicroCal™). En esta Figura, la
linea horizontal representa el Tm para la NprE natural sin aditivos.

La Figura 30 proporciona un grafico que muestra la actividad restante de nprE y homoélogos de nprE en
25 % de TIDE@ a 25 °C tras 90 minutos.

La Figura 31 proporciona un grafico que muestra el rendimiento de lavado de BMI de nprE y homélogos de
nprE.

La Figura 32 proporciona un grafico que muestra los resultados de medidas de estabilidad de NprE en
diversas mezclas de formulaciones.

La Figura 33 proporciona graficos (Graficos A, B y C) que muestran la tasa de inactivacion de NprE con
distintas concentraciones en % de DTPA con una concentracion fija de formiato calcico.

La Figura 34 proporciona graficos (Graficos A, B y C) que muestran los perfiles de prediccién generados por
un software de andlisis de DOE de una composicién de DTPA y formiato célcico en funcién del objetivo de
respuesta (tasa de decrecimiento).

La Figura 35 proporciona las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NOS:222-226) para los fragmentos
autoliticos de NprE inducidos por citrato y destaca los sitios de autolisis. Los Fragmentos 1y 2 son el primer
corte, mientras que los Fragmentos 3-5 representan el segundo corte. Las letras en cursiva representan los
extremos N-terminales secuenciados y las letras en negrita destacan los péptidos que se identificaron a
partir de la digestion en gel de los respectivos fragmentos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0019] La presente invencién proporciona métodos y composiciones que comprenden al menos una enzima de
metaloproteasa neutra que presenta una estabilidad en el almacenamiento mejorada. En algunas formas de
realizacién, la metaloproteasa neutra se utiliza en aplicaciones de limpieza y en otras aplicaciones. En algunas
formas de realizacién preferentes en concreto, la presente invencién proporciona métodos y composiciones que
comprenden metaloproteasa(s) neutra(s) obtenidas a partir de Bacillus sp. En algunas formas de realizacion mas
preferentes en concreto, la metaloproteasa neutra se obtiene a partir de B. amyloliquefaciens. En formas de
realizacién todavia mas preferentes, la metaloproteasa neutra es una variante de la metaloproteasa neutra de B.
amyloliquefaciens. En otras formas de realizacién adicionales, la metaloproteasa neutra es homoéloga de la
metaloproteasa neutra de B. amyloliquefaciens. La presente invencion se utiliza en concreto en aplicaciones que
incluyen, sin cardacter limitativo, limpieza, blanqueo y desinfeccién.

[0020] Salvo que se indique de otro modo, la puesta en practica de la presente invencion implica técnicas
convencionales comunmente utilizadas en biologia molecular, microbiologia, purificacion de proteinas, ingenieria
de proteinas, secuenciacion de proteinas y de ADN, y campos del ADN recombinante, que se encuentran dentro
de la pericia del experto en la materia. Dichas técnicas son conocidas por los expertos en la materia y estan
descritas en multitud de textos y obras de referencia (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicion (Cold Spring Harbor), [1989]); y Ausubel et al, Current Protocols in
Molecular Biology [1987]).

[0021] Asimismo, los encabezados proporcionados en la presente memoria no constituyen limitaciones a los
diversos aspectos o formas de realizacion de la invencién, que pueden tomarse por referencia a la memoria en
su conjunto. En consecuencia, los términos que se definen justo a continuacién se encuentran definidos de
manera mas completa en referencia a la memoria en su conjunto. No obstante, con el objetivo de facilitar la
compresién de la invencién, a continuacion se definen una serie de términos.

Definiciones

[0022] Salvo que se defina de otro modo en el presente texto, todos los términos técnicos y cientificos tienen en
el presente texto el mismo significado que el que entienden cominmente los expertos en la materia a la que
pertenece esta invencion. Por ejemplo, Singleton y Sainsbury, Dictionary of Microbiology and Molecular Biology,
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22 Ed., John Wiley and Sons, NY (1994); y Hale y Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology, Harper
Perennial, NY (1991) dotan a los expertos en la materia de diccionarios generales de muchos de los términos
utilizados en el presente documento. Aunque cualquiera de los métodos y materiales similares o equivalentes a
los descritos en el presente texto se utilizan en la practica de la presente invencién, los métodos y materiales
preferentes estan descritos en la presente memoria. En consecuencia, los términos que se definen justo a
continuacion se encuentran definidos de manera mas completa en referencia a la Memoria en su conjunto.
Asimismo, en el sentido en que se usan en la presente memoria, los términos singulares «un», «una», «el» y
«la» incluyen la referencia al plural salvo que el contexto indique claramente lo contrario. Salvo que se indique de
otro modo, los acidos nucleicos estan escritos de izquierda a derecha en una orientacién de 5 a 3’; las
secuencias de aminodcidos estan escritas de izquierda a derecha en una orientacion de amino a carboxi,
respectivamente. Se entiende que esta invencién no se encuentra limitada a la metodologia, protocolos y
reactivos descritos en concreto, puesto que estos puede que varien, en funcion del contexto en que sean
utilizados por los expertos en la materia.

[0023] Se pretende que todo limite numérico maximo dado a lo largo de esta memoria incluya todo limite
numérico inferior, como si dichos limites numéricos inferiores estuvieran escritos expresamente en el presente
texto. Todo limite numérico minimo dado a lo largo de esta memoria incluira todo limite numérico superior, como
si dichos limites numéricos superiores estuvieran escritos expresamente en el presente texto. Todo intervalo
numérico dado a lo largo de esta memoria incluird todo intervalo numérico mas reducido que se encuentre dentro
de dicho intervalo numérico mas amplio, como si dichos intervalos numéricos mas reducidos estuvieran escritos
expresamente en el presente texto.

[0024] EI hecho de citar un documento no ha de interpretarse como el reconocimiento de que se trata de la
técnica anterior con respecto a la presente invencion.

[0025] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «blanqueo» designa el tratamiento de un
material (por ejemplo, tela, ropa, pulpa, etc.) o superficie durante un periodo suficiente de tiempo y en unas
condiciones de pH y temperatura apropiadas para producir un abrillantamiento (es decir, un blanqueamiento) y/o
una limpieza del material. Los ejemplos de sustancias quimicas adecuadas para el blanqueo incluyen, sin
caracter limitativo, CIOz, H205, peracidos, NO, etc.

[0026] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «desinfeccion» designa la eliminacién de
contaminantes de las superficies, asi como la inhibiciéon o destruccién de microbios sobre las superficies de los
articulos. No se pretende que la presente invencion esté limitada a ninguna superficie ni articulo en concreto ni a
contaminante(s) o microbios que van a eliminarse.

[0027] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «multimero» designa dos o mas proteinas
0 péptidos que estan asociados por union covalente o no covalente y que existen en forma de complejo en
solucion. Un «dimero» es un multimero que contiene dos proteinas o péptidos; un «trimero» contiene tres
proteinas o péptidos, etc. En el sentido en que se usa en la presente memoria, «octdmero» designa un multimero
de ocho proteinas o péptidos.

[0028] En el sentido en que se usa en la presente memoria, se entiende por «productos para el cuidado
personal» productos utilizados en la limpieza, blanqueo y/o desinfeccion del cabello, piel, cuero cabelludo y
dientes, lo que incluye, sin caracter limitativo, champus, lociones corporales, geles de ducha, hidratantes tépicos,
pasta de dientes y/u otros limpiadores topicos. En algunas formas de realizacién preferentes en concreto, estos
productos se aplican en humanos, mientras en otras formas de realizacién, estos productos se utilizan en
animales no humanos (por ejemplo, en aplicaciones veterinarias).

[0029] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «composiciones limpiadoras» y «formulaciones
limpiadoras», salvo que se indique de otro modo, designan composiciones que se utilizan en la eliminacion de
compuestos indeseados de articulos que van a ser limpiados, como tela, vajillas, lentes de contacto, otros
sustratos sélidos, cabello (champus), piel (jabones y cremas), dientes (colutorios, pastas de dientes), etc. El
término abarca cualquier material/compuesto seleccionado para el tipo concreto de composicion limpiadora
deseada y para la forma del producto (por ejemplo, composicion liquida, en gel, granulada o en pulverizador),
siempre que la composicién sea compatible con la metaloproteasa neutra y el resto de enzimas utilizadas en la
composicion. La seleccion especifica de los materiales de la composicion limpiadora se realiza con facilidad al
tener en cuenta la superficie, el articulo o la tela que va a ser limpiado, y la forma deseada de la composicion
para las condiciones de limpieza en el uso.

[0030] Los términos designan ademas cualquier composicién que sea adecuada para la limpieza, blanqueo,
desinfeccion y/o esterilizacién de cualquier objeto y/o superficie. Se pretende que los términos incluyan, sin
caracter limitativo, composiciones detergentes (por ejemplo, detergentes para ropa y detergentes para telas
delicadas liquidos y/o soélidos; formulaciones limpiadoras de superficies duras, como encimeras y ventanas de
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vidrio, madera, cerdmica y metal; limpiadores de alfombras; limpiahornos; ambientadores para la ropa;
suavizantes de telas; y pretratadores textiles y para la ropa, asi como lavavajillas).

[0031] De hecho, el término «composicién limpiadora» en el sentido en que se usa en la presente memoria
incluye, salvo que se indique de otro modo, agentes de lavado en forma granulada o en polvo multiusos o de alto
rendimiento, sobre todo detergentes de limpieza; agentes de lavado multiusos en forma liquida, en gel o pasta,
sobre todo los tipos denominados liquidos de alto rendimiento (HDL); detergentes liquidos para telas delicadas;
agentes de lavavajillas a mano o agentes de lavavajillas de bajo rendimiento, sobre todo los del tipo muy
espumoso; agentes de lavavajillas a maquina, que incluyen los diversos tipos en pastillas, granulados, liquidos y
agentes de aclarado para uso doméstico e institucional; agentes de limpieza y desinfeccién liquidos, lo que
incluye los tipos de jabon de manos antibacterianos, pastillas de jabon, colutorios, productos de limpieza de
dentaduras postizas, limpiadores jabonosos para automéviles o alfombras, productos de limpieza para el bario,
champus para el cabello y productos para el aclarado capilar; geles de ducha y geles de bafo y limpiadores de
metales, asi como auxiliares de limpieza como aditivos de blanqueo y los tipos «quitamanchas en barra» o de
pretratamiento.

[0032] En el sentido en que se usa en la presente memoria, los términos «composicion detergente» y
«formulacion de detergente» se utilizan en referencia a mezclas que estan pensadas para ser usadas en un
medio de lavado para la limpieza de objetos sucios. En algunas formas de realizacién preferentes, el término se
utiliza en referencia al lavado de telas y/o prendas (por ejemplo, «detergentes para ropa»). En formas de
realizacién alternativas, el término designa otros detergentes, como los utilizados para limpiar vajilla, cuberteria,
etc. (por ejemplo, «detergentes lavavajillas»). No se pretende que la presente invencién esté limitada a ninguna
formulacion o composicién detergente en concreto. De hecho, se pretende que, ademas de metaloproteasa
neutra, el término abarque detergentes que contienen tensioactivos, transferasa(s), enzimas hidroliticas,
oxidorreductasas, adyuvantes, agentes de blanqueo, activadores del blanqueo, agentes de azulado y tintes
fluorescentes, inhibidores de la aglomeracién, agentes secuestrantes, activadores enzimaticos, antioxidantes y
solubilizantes.

[0033] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «Enzima del solicitante» designa las
metaloproteasas neutras de la presente invencion.

[0034] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «rendimiento potenciado» en un detergente se
define como el aumento de la limpieza de manchas sensibles al blanqueo (por ejemplo, de hierba, té, vino,
sangre, suciedad, etc.), tal y como se determina por medio de una evaluacién habitual tras un ciclo de lavado
estandar. En formas de realizacion concretas, la metaloproteasa neutra de la presente invencién proporciona un
rendimiento potenciado en la eliminacién de manchas y suciedad de color. En otras formas de realizacion, la
enzima de la presente invencién proporciona un rendimiento potenciado a la hora de eliminar y/o descolorar
manchas.

[0035] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «composicién limpiadora de superficies
duras» designha composiciones detergentes para limpiar superficies duras como suelos, paredes, azulejos,
mobiliario de bafio y la cocina, y similares. Dichas composiciones se proporcionan en cualquier forma, lo que
incluye, sin caracter limitativo, sélidos, liquidos, emulsiones, etc.

[0036] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «<composicién de lavavajillas» designa todas las
formas de las composiciones para lavar vajilla, o que incluye, sin caracter limitativo, formas granuladas y
liquidas.

[0037] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «composicién limpiadora de telas» designa todas
las formas de composiciones detergentes para limpiar telas, lo que incluye, sin caracter limitativo, formas
granuladas, liquidas y en pastilla.

[0038] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «producto textil» designa telas tejidas, asi como
fibras y filamentos cortados adecuados para su conversién o uso como hilos, tejidos, géneros de punto y telas no
tejidas. El término abarca hilos hechos de fibras naturales, asi como sintéticas (por ejemplo, fabricadas).

[0039] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «materiales textiles» es un término general para
fibras, intermedios de hilo, hilos, telas y productos elaborados de tela (por ejemplo, prendas y otros articulos).

[0040] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «tela» abarca cualquier material textil. Por

consiguiente, se pretende que el término abarque prendas asi como telas, hilos, fibras, materiales no tejidos,
materiales naturales, materiales sintéticos y cualquier otro material textil.
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[0041] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «compatible» significa que los materiales
de la composicién limpiadora no reducen la actividad enzimatica de la metaloproteasa neutra hasta tal punto que
la metaloproteasa neutra no tiene la eficacia deseada en situaciones de uso normales. Mas adelante se
ejemplificaran con detalle los materiales de composicion limpiadora especificos.

[0042] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «cantidad eficaz de enzima» designa la cantidad de
enzima necesaria para lograr la actividad enzimatica requerida en la aplicacion especifica (por ejemplo, producto
para el cuidado personal, composicion limpiadora, etc.). Dichas cantidades eficaces se determinan con facilidad
por un experto en la materia y dependen de muchos factores, como la variante de enzima concreta utilizada, la
aplicacién de limpieza, la composicion especifica de la composicién limpiadora, y si se necesita una composicién
liquida o seca (por ejemplo, granulada, en pastilla), y similares.

[0043] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «composiciones limpiadoras no de telas» abarca
composiciones limpiadoras de superficies duras, composiciones de lavavajillas, composiciones limpiadoras de
cuidado personal (por ejemplo, composiciones limpiadoras orales, composiciones limpiadoras de dentaduras
postizas, composiciones de aseo personal, etc.) y composiciones adecuadas para su uso en la industria de la

pulpa y el papel.

[0044] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «composiciones limpiadoras orales» designa
dentifricos, pastas de dientes, geles dentifricos, polvos dentifricos, colutorios, sprays bucales, geles bucales,
chicles, pastillas para chupar, sobres, comprimidos, biogeles, pastas de profilaxis, soluciones de tratamiento
odontoloégico y similares.

[0045] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «transferasa» designa una enzima que
cataliza la transferencia de compuestos funcionales a una serie de sustratos.

[0046] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «grupo saliente» designa el nucledfilo que se corta
del dador de acilo tras la sustitucion por otro nucledfilo.

[0047] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «conversién enzimatica» designa la
modificacién de un sustrato a un producto intermedio o la modificacién de un producto intermedio a un producto
final por medio de la puesta en contacto del sustrato o producto intermedio con una enzima. En algunas formas
de realizacién, la puesta en contacto se realiza por medio de la exposicion directa del sustrato o producto
intermedio a la enzima apropiada. En otras formas de realizacién, la puesta en contacto comprende la exposicion
del sustrato o producto intermedio a un organismo que expresa y/o excreta la enzima, y/o metaboliza el sustrato
y/o producto intermedio deseado hasta obtener el producto intermedio y/o producto final deseado,
respectivamente.

[0048] En el sentido en que se usa en la presente memoria, la frase «estabilidad del detergente» designa la
estabilidad de una composicién detergente. En algunas formas de realizacion, la estabilidad se valora en el uso
del detergente, mientras que en otras formas de realizacién el término designa la estabilidad de una composicién
detergente en el almacenamiento.

[0049] En el sentido en que se usa en la presente memoria, la frase «estabilidad frente a la protedlisis» designa
la capacidad de una proteina (por ejemplo, una enzima) de resistir a la protedlisis. No se pretende que el término
esté limitado al uso de una proteasa en concreto para valorar la estabilidad de una proteina.

[0050] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «estabilidad frente a la oxidacién» designa la
capacidad de una proteina de funcionar en condiciones oxidantes. En concreto, el término designa la capacidad
de una proteina de funcionar en presencia de diversas concentraciones de H>O- y/o perécido. La estabilidad en
diversas condiciones oxidantes puede medirse por medio de procedimientos estandar conocidos por los expertos
en la materia y/o por medio de los métodos descritos en el presente documento. Se manifiesta un cambio
sustancial en la estabilidad frente a la oxidacién por un aumento o reduccion de al menos un 5%
aproximadamente o méas (en la mayoria de formas de realizaciéon, un aumento es preferible) de la vida media de
la actividad enzimatica, en comparaciéon con la actividad enzimatica presente en ausencia de compuestos
oxidantes.

[0051] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «estabilidad al pH» designa la capacidad de una
proteina de funcionar a un pH concreto. En general, la mayoria de las enzimas presentan un intervalo de pH
finito en el cual funcionaran. Ademas de las enzimas que funcionan en pH de intervalo medio (es decir, alrededor
del pH 7), existen enzimas capaces de funcionar en condiciones con un pH muy alto o muy bajo. La estabilidad
en diversos pH puede medirse o por medio de procedimientos estandar conocidos por los expertos en la materia
y/o por medio de los métodos descritos en el presente documento. Se manifiesta un cambio sustancial en la
estabilidad al pH por un aumento o reduccién de al menos un 5 % aproximadamente o mas (en la mayoria de
formas de realizacion, un aumento es preferible) de la vida media de la actividad enzimatica en comparacion con
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la actividad enzimatica al pH éptimo de la enzima. No obstante, no se pretende que la presente invencion esté
limitada a ningun nivel de estabilidad al pH ni intervalo de pH.

[0052] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «estabilidad térmica» designa la capacidad de una
proteina de funcionar a una temperatura concreta. En general, la mayoria de las enzimas presentan un intervalo
de temperaturas finito a las cuales funcionaran. Ademas de las enzimas que funcionan a temperaturas en el
intervalo medio (por ejemplo, temperatura ambiente), existen enzimas capaces de funcionar a temperaturas muy
altas o muy bajas. La estabilidad térmica puede medirse por medio de procedimientos conocidos o por medio de
los métodos descritos en el presente documento. Se manifiesta un cambio sustancial en la estabilidad térmica
por un aumento o reduccion de al menos un 5 % aproximadamente o mas (en la mayoria de formas de
realizacién, un aumento es preferible) de la vida media de la actividad catalitica de un mutante cuando se expone
a una temperatura distinta (es decir, mayor o menor) que la temperatura 6ptima para la actividad enzimatica. No
obstante, no se pretende que la presente invencién esté limitada a ningun nivel de estabilidad a la temperatura ni
intervalo de temperatura.

[0053] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «estabilidad quimica» designa la
estabilidad de una proteina (por ejemplo, una enzima) frente a sustancias quimicas que tienen un efecto adverso
en su actividad. En algunas formas de realizacion, dichas sustancias quimicas incluyen, sin caracter limitativo,
peroxido de hidrégeno, peracidos, detergentes anidnicos, detergentes catidnicos, detergentes no idnicos,
quelantes, etc. No obstante, no se pretende que la presente invencion esté limitada a ningun nivel de estabilidad
quimica ni intervalo de estabilidad quimica en concreto.

[0054] En el sentido en que se usa en la presente memoria, la frase «mejora de la actividad de la metaloproteasa
neutra» designa la mejora relativa de la actividad de la metaloproteasa neutra en comparacioén con una enzima
estandar. En algunas formas de realizacién, el término designa una tasa mejorada de formacion del producto,
mientras que en otras formas de realizacion el término abarca composiciones que producen menos producto de
hidrélisis. En formas de realizacion adicionales, el término designa composiciones de metaloproteasa neutra con
una especificidad de sustrato alterada.

[0055] En el sentido en que se usa en la presente memoria, la frase «alteracién de la especificidad de sustrato»
designa cambios de la especificidad de sustrato de una enzima. En algunas formas de realizacion, se define un
cambio de la especificidad de sustrato como una diferencia entre la relacion Kea/Km observada con una enzima
en comparacion con variantes de la enzima u otras composiciones enzimaticas. Las especificidades de sustrato
enzimatico varian en funcion del sustrato que se somete a prueba. La especificidad de sustrato de una enzima se
determina por medio de la comparacion de las eficacias cataliticas que esta muestra con distintos sustratos.
Estas determinaciones se utilizan en concreto a la hora de valorar la eficacia de las enzimas mutantes, puesto
que por lo general se desea producir variantes de enzimas que presenten unas relaciones mayores para unos
sustratos de interés en concreto. No obstante, no se pretende que la presente invencién esté limitada a ninguna
composicién de sustrato concreta ni especificidad de sustrato especifica.

[0056] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «propiedad de superficie» se usa en referencia a
una carga electrostatica, asi como a propiedades como la hidrofobicidad y/o hidrofilia que presenta la superficie
de una proteina.

[0057] En el sentido en que se usa en la presente memoria, la frase «se selecciona independientemente entre el
grupo que consiste en...» significa que las fracciones o elementos que se seleccionan a partir del grupo de
Markush referido pueden ser iguales, pueden ser diferentes o cualquier mezcla de elementos segun se indica en
el siguiente ejemplo:

[0058] Una molécula que presenta 3 grupos R, donde cada grupo R se selecciona independientemente entre el
grupo que consiste en A, B y C. Aqui, los tres grupos R puede que sean: AAA, BBB, CCC, AAB, AAC, BBA,
BBC, CCA, CCB o ABC.

[0059] En referencia a composiciones quimicas, el término «sustituido» en el sentido en que se usa en la
presente memoria significa que la composicién o radical organico al que se aplica el término:

(a) se hace insaturado por medio de la eliminacién de al menos un elemento o radical; o
(b) se reemplaza al menos un hidrégeno del compuesto o radical por una fraccién que contiene uno o mas
de un atomo de (i) carbono, (ii), oxigeno, (iii) azufre, (iv) nitrégeno o (v) halégeno; o

© (@y D).

[0060] Las fracciones que puede que reemplacen al hidrégeno como se describe en el apartado (b)
inmediatamente anterior, que Unicamente contienen atomos de carbono e hidrégeno, son fracciones de
hidrocarburo que incluyen, sin caracter limitativo, grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, alquildienilo, cicloalquilo,
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fenilo, alquilfenilo, naftilo, antrilo, fenantrilo, fluorilo y esteroide, y combinaciones de estos grupos entre si y con
grupos hidrocarburos polivalentes tales como grupos alquileno, alquilideno y alquilidino. Las fracciones que
contienen atomos de oxigeno que puede que reemplacen al hidrégeno como se describe en el apartado (b)
inmediatamente anterior incluyen, sin caracter limitativo, grupos que contienen hidroxilo, acilo o ceto, éter,
epodxido, carboxilo y éster. Las fracciones que contienen atomos de azufre que puede que reemplacen al
hidrégeno como se describe en el apartado (b) inmediatamente anterior incluyen, sin caracter limitativo, los
grupos acido y éster de acido que contienen azufre, grupos tioéter, grupos mercapto y grupos tioceto. Las
fracciones que contienen atomos de nitrégeno que puede que reemplacen al hidrégeno como se describe en el
apartado (b) inmediatamente anterior incluyen, sin caracter limitativo, grupos amino, el grupo nitro, grupos
azoicos, grupos amonio, grupos amida, grupos azido, grupos isocianato, grupos ciano y grupos nitrilo. Las
fracciones que contienen atomos de halégeno que puede que reemplacen al hidrégeno como se describen en el
apartado (b) inmediatamente anterior incluyen grupos cloro, bromo, fluoro, yodo, y cualquiera de las fracciones
descritas anteriormente en que un hidrégeno o un grupo alquilo pendiente se sustituye por un grupo halo para
formar una fraccién sustituida estable.

[0061] Se entiende que cualquiera de las fracciones (b)(i) a (b)(v) anteriores pueden sustituirse entre si en una
sustitucion monovalente o mediante la pérdida de hidrégeno en una sustitucion polivalente para formar otra
fraccion monovalente que puede reemplazar al hidrégeno en el compuesto o radical organico.

[0062] En el sentido en que se usa en la presente memoria, los términos «purificado» y «aislado» designan la
eliminacion de contaminantes de una muestra. Por ejemplo, las metaloproteasas neutras se purifican por medio
de la eliminacién de proteinas contaminantes y otros compuestos en una solucién o preparacién que no son
metaloproteasas neutras. En algunas formas de realizacién, las metaloproteasas neutras recombinantes se
expresan en células hospedadoras bacterianas o flngicas, y estas metaloproteasas neutras recombinantes se
purifican por medio de la eliminacién de los demas constituyentes de la célula hospedadora; el porcentaje de
polipéptidos de metaloproteasa neutra recombinante aumenta de este modo en la muestra. En formas de
realizacién particularmente preferentes, la metaloproteasa de la presente invencion se purifica sustancialmente
hasta un nivel de al menos un 99 % aproximadamente del componente proteico, tal y como determina
SDS-PAGE u otros métodos estandar conocidos en la técnica. En formas de realizacion preferentes alternativas,
la metaloproteasa de la presente invencion comprende al menos un 99 % aproximadamente del componente de
proteasa de las composiciones. En otras formas de realizacién alternativas, la metaloproteasa esta presente en
un intervalo de aproximadamente al menos un 90-95 % de la proteina y/o proteasa total.

[0063] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «proteina de interés» designa una proteina (por
ejemplo, una enzima o «enzima de interés») que se esta analizando, identificando y/o modificando. Las proteinas
de origen natural, asi como recombinantes, se utilizan en la presente invencion.

[0064] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «proteina» designa cualquier composicién que
comprende aminoacidos y que esta reconocida como una proteina por los expertos en la materia. Los términos
«proteina», «péptido» y «polipéptido» se usan indistintamente en la presente memoria. En los casos en que un
péptido sea una porcion de una proteina, los expertos en la materia entenderan el uso del término en contexto.

[0065] En el sentido en que se usa en la presente memoria, las proteinas funcional y/o estructuralmente
similares se considera que son «proteinas relacionadas». En algunas formas de realizacién, estas proteinas
derivan de un género y/o especie diferente, lo que incluye diferencias entre clases de organismos (por ejemplo,
una proteina bacteriana y una proteina fungica). En algunas formas de realizacion, estas proteinas derivan de un
género y/o especie diferente, lo que incluye diferencias entre clases de organismos (por ejemplo, una enzima
bacteriana y una enzima fangica). En formas de realizacion adicionales, se proporcionan proteinas relacionadas
de la misma especie. De hecho, no se pretende que la presente invencion esté limitada a proteinas relacionadas
de ninguna fuente o fuentes en concreto. Ademas, el término «proteinas relacionadas» abarca homoélogos de
estructura terciaria y homologos de estructura primaria (por ejemplo, la metaloproteasa neutra de la presente
invencion). Por ejemplo, la presente invencién abarca dichos homélogos como los que se proporcionan en las
Figuras 3-5. Se contemplan homdlogos adicionales que incluyen, sin caracter limitativo, enzimas de
metaloproteasa obtenidas a partir de B. cereus, B. cereus E33L, B. caldolyticus, B.pumulis, B. megaterium, B
subtilis  amylosacchariticus, Brevibacillus brevis, Paenibacillus polymyxa (Bacillus polymyxa), B.
stearothermophilus, B. thuringiensis, B. subtilis y S. aureus, asi como aureolisina, elastasa extracelular y
proteasa neutra B. En formas de realizacion adicionales, el término abarca proteinas que reaccionan
inmunitariamente de forma cruzada.

[0066] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «derivado» designa una proteina que
deriva de otra proteina por medio de la adicion de uno o mas amino&cidos a cualquiera o ambos de los extremos
C- y N-terminales, la sustitucién de uno o mas aminoacidos en uno o en una serie de sitios diferentes en la
secuencia de aminoacidos, y/o la delecion de uno o mas aminodacidos en cualquiera o0 ambos extremos de la
proteina o0 en uno o mas sitios en la secuencia de aminoacidos, y/o la insercion de uno o mas aminoacidos en
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uno 0 mas sitios en la secuencia de aminodcidos. La preparacion de un derivado de proteina se logra
preferentemente al modificar una secuencia de ADN que codifica la proteina nativa, transformar esa secuencia
de ADN en un hospedador adecuado y expresar la secuencia de ADN modificada para formar la proteina
derivada.

[0067] Las proteinas relacionadas (y derivadas) comprenden «variantes de proteina». En algunas formas de
realizacién preferentes, las variantes de proteina difieren de una proteina original y entre si por un pequefo
namero de residuos de aminoacido. El nimero de residuos de aminoacido diferentes puede que sea uno o0 mas,
preferentemente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o mas residuos de aminodcido. En algunas formas de
realizacién preferentes, el nimero de aminoacidos diferentes entre variantes es de entre 1 y 10. En algunas
formas de realizacién preferentes en concreto, las proteinas relacionadas y las variantes de proteina en concreto
comprenden al menos un 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos. De manera adicional, una proteina relacionada o
variante de proteina en el sentido en que se usa en la presente memoria, designa una proteina que difiere de
otra proteina relacionada o de una proteina original en el nimero de regiones prominentes. Por ejemplo, en
algunas formas de realizacion, las variantes de proteina presentan 1, 2, 3, 4, 5 o 10 regiones prominentes
correspondientes que difieren de la proteina original.

[0068] Son conocidos varios métodos en la técnica que son adecuados para generar variantes de las enzimas de
la presente invencion, lo que incluye, sin caracter limitativo, mutagénesis por saturacién de sitio, mutagénesis de
barrido, mutagénesis insercional, mutagénesis aleatoria, mutagénesis dirigida y evolucién dirigida, asi como otros
diversos enfoques recombinatorios.

[0069] La caracterizacion de las proteinas naturales y mutantes se consigue mediante cualquier medio adecuado
y esta basada preferentemente en la valoracion de las propiedades de interés. Por ejemplo, se determina(n) el
pH y/o la temperatura, asi como la estabilidad del detergente y/o frente a la oxidacion en algunas formas de
realizacién de la presente invencion. De hecho, se contempla que se utilizardn enzimas que presenten diversos
grados de estabilidad en una o varias de estas caracteristicas (pH, temperatura, estabilidad proteolitica,
estabilidad del detergente y/o estabilidad frente a la oxidacion).

[0070] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «vector de expresién» designa una construccién de
ADN que contiene una secuencia de ADN que estd enlazada operativamente a una secuencia de control
adecuada capaz de efectuar la expresion del ADN en un hospedador adecuado. Dichas secuencias de control
incluyen un promotor para efectuar la transcripcién, una secuencia operadora opcional para controlar dicha
transcripcion, una secuencia que codifica sitios de union a ribosoma de ARNm adecuados y secuencias que
controlan la terminacion de la transcripcion y la traduccion. El vector puede que sea un plasmido, una particula
de fago o simplemente un inserto genémico potencial. Una vez transformado en un hospedador adecuado, el
vector puede que se replique y funcione independientemente del genoma del hospedador o, en algunos casos,
puede que se integre en el genoma mismo. En la presente memoria, «plasmido», «plasmido de expresion» y
«vector» se usan a menudo indistintamente, ya que el pladsmido es la forma mas comiunmente usada de vector
en la actualidad. Sin embargo, se pretende que la invencion incluya dichas otras formas de vectores de
expresion que sirven para funciones equivalentes y que son, o se han vuelto, conocidas en la técnica.

[0071] En algunas formas de realizacion preferentes, el gen de metaloproteasa neutra esta ligado en un
plasmido de expresion apropiado. El gen de metaloproteasa neutra clonado se usa entonces para transformar o
transfectar una célula hospedadora para expresar el gen de metaloproteasa neutra. Este plasmido puede que se
replique en hospedadores en el sentido de que contiene los elementos bien conocidos necesarios para la
replicacién del plasmido, o el plasmido puede que se disefie para integrarse en el cromosoma del hospedador.
Se proporcionan los elementos necesarios para una expresion génica eficaz (por ejemplo, un promotor enlazado
operativamente al gen de interés). En algunas formas de realizacion, se suministran estos elementos necesarios
en forma del promotor homdlogo del propio gen si es reconocido (es decir, transcrito), por el hospedador, y un
terminador de la transcripcion (una regién de poliadenilacién para células hospedadoras eucaritticas) que es
exdgeno o se suministra por la region terminadora endégena del gen de metaloproteasa neutra. En algunas
formas de realizacién, también se incluye un gen de seleccion como un gen de resistencia a los antibidticos que
posibilita el mantenimiento en cultivo continuo de células hospedadoras infectadas por plasmidos por medio del
cultivo en un medio que contiene antimicrobianos.

[0072] Puede que se utilice el siguiente método de mutagénesis por insercion de un casete para facilitar la
construccion de las variantes de metaloproteasa neutra de la presente invencion, aunque puede que se utilicen
otros métodos. En primer lugar, como se describe en la presente memoria, se obtiene y se secuencia total o
parcialmente un gen de origen natural que codifica la metaloproteasa neutra. Se examina entonces la secuencia
en busca de un punto en que se desea hacer una mutacién (delecién, inserciéon o sustituciéon) de uno o varios
aminoacidos en la metaloproteasa neutra codificada. Las secuencias que flanquean este punto se evallan en
busca de la presencia de sitios de restriccion para reemplazar un segmento corto del gen por un conjunto de
oligonucledtidos que, cuando se expresa, codificard diversos mutantes. Dichos sitios de restriccion son
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preferentemente sitios Unicos en el gen de la proteina, para facilitar el reemplazo del segmento génico. No
obstante, puede que se utilice cualquier sitio de restriccion conveniente que no sea excesivamente redundante
en el gen de metaloproteasa neutra, siempre que los fragmentos génicos generados por la digestion de
restriccion puedan ensamblarse de nuevo en la secuencia apropiada. Si los sitios de restriccion no estan
presentes en localizaciones a una distancia conveniente del punto seleccionado (de 10 a 15 nucledtidos), se
generan dichos sitios por medio de la sustitucion de nucleétidos en el gen de tal modo que ni el marco de lectura
ni los aminoacidos codificados cambien en la construccion final. La mutaciéon del gen para cambiar su secuencia
para conformar la secuencia deseada se consigue mediante una extension con el cebador M13 de acuerdo con
procedimientos conocidos en general. La tarea de localizar las regiones flanqueantes adecuadas y de evaluar los
cambios necesarios para llegar a dos secuencias de sitio de restriccién convenientes se convierte en rutinaria por
medio de la redundancia del cédigo genético, un mapa de enzimas de restriccion del gen y el gran nimero de
enzimas de restriccion diferentes. Cabe observar que si esta disponible un sitio de restriccion flanqueante
conveniente, el método anterior tiene que usarse Unicamente con respecto a la regién flanqueante que no
contiene un sitio.

[0073] Una vez que se clona el ADN de origen natural y/o ADN sintético, se digieren los sitios de restriccion que
flanquean las posiciones que van a mutarse con las enzimas de restriccion asociadas y se liga en el gen una
pluralidad de casetes de oligonucledtidos complementarios de los extremos. La mutagénesis se simplifica
mediante este método porque todos los oligonucle6tidos pueden sintetizarse para que tengan los mismos sitios
de restriccion, y no son necesarios enlazadores sintéticos para crear los sitios de restriccién.

[0074] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «correspondiente a» designa un residuo en la
posicion enumerada en una proteina o péptido, o un residuo que es analogo, homdlogo o equivalente a un
residuo enumerado en una proteina o péptido.

[0075] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «region correspondiente» designa en general una
posicion analoga en proteinas relacionadas o en una proteina original.

[0076] Los términos «molécula de &cido nucleico que codifica», «secuencia de acido nucleico que codifica»,
«secuencia de ADN que codifica» y «ADN que codifica» designan el orden o secuencia de
desoxirribonucledtidos en una hebra de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucleétidos
determina el orden de los amino&cidos en la cadena polipeptidica (proteina). Por tanto, la secuencia de ADN
codifica la secuencia de aminoécidos.

[0077] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «secuencia andloga» designa una
secuencia en una proteina que proporciona una funcién, estructura terciaria y/o residuos conservados similares a
la proteina de interés (es decir, normalmente la proteina de interés original). Por ejemplo, en regiones epitdpicas
que contienen una estructura de hélice alfa o lamina beta, los aminodcidos de reemplazo en la secuencia
analoga mantienen preferentemente la misma estructura especifica. El término también designa las secuencias
de nucleétidos, asi como las secuencias de aminoacidos. En algunas formas de realizacion, se desarrollan
secuencias analogas de modo que los aminodcidos de reemplazo dan lugar a una variante enzimatica que
muestra una funcién similar o mejorada. En algunas formas de realizacién preferentes, la estructura terciaria y/o
residuos conservados de los aminoacidos de la proteina de interés estan localizados en o cerca del segmento o
fragmento de interés. Por tanto, cuando el segmento o fragmento de interés contiene, por ejemplo, una
estructura de hélice alfa o lamina beta, los aminoacidos de reemplazo mantienen preferentemente dicha
estructura especifica.

[0078] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «proteina homologa» designa una proteina (por
ejemplo, metaloproteasa neutra) que tiene una accién y/o estructura similares a una proteina de interés (por
ejemplo, una metaloproteasa neutra de otra fuente). No se pretende necesariamente que los homoélogos estén
relacionados evolutivamente. Por tanto, se pretende que el término abarque la misma enzima o enzimas o similar
o similares (es decir, en términos de estructura y funcion) obtenidas de distintas especies. En algunas formas de
realizacién preferentes, es deseable identificar un homélogo que tenga una estructura cuaternaria, terciaria y/o
primaria similar a la proteina de interés, ya que el reemplazo del segmento o fragmento en la proteina de interés
por un segmento analogo del homélogo reducira la inestabilidad del cambio.

[0079] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «genes homélogos» designa al menos un par de
genes de distintas especies, siendo correspondientes dichos genes entre si y siendo idénticos o muy similares
entre si. El término abarca genes que estan separados por especiacion (es decir, el desarrollo de nuevas
especies) (por ejemplo, genes ort6logos), asi como genes que se han separado por duplicacion genética (por
ejemplo, genes paralogos). Estos genes codifican «proteinas homdélogas».

[0080] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «ortélogo» y «genes ortélogos» designan genes de
distintas especies que han evolucionado a partir de un gen ancestral comun (es decir, un gen homélogo) por
especiacion. Normalmente, los ort6logos retienen la misma funcién en el transcurso de la evolucidon. La
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identificacion de los ort6logos se utiliza en la prediccién fiable de la funcion génica en genomas recién
secuenciados.

[0081] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «paralogo» y «genes paralogos» designan genes
que estan relacionados por duplicacion en un genoma. Mientras que los ortélogos retienen la misma funcién a lo
largo del transcurso de la evolucion, los paralogos desarrollan nuevas funciones, aunque algunas funciones
estan a menudo relacionadas con la original. Ejemplos de genes paralogos incluyen, sin caracter limitativo, los
genes que codifican tripsina, quimotripsina, elastasa y trombina, que son todas proteasas serinicas y aparecen
conjuntamente en la misma especie.

[0082] En el sentido en que se usa en la presente memoria, las proteinas «naturales» y «nativas» son aquellas
que se encuentran en la naturaleza. Los términos «secuencia natural» y «gen natural» se usan indistintamente
en la presente memoria para designar una secuencia que es nativa o de origen natural en una célula
hospedadora. En algunas formas de realizacion, la secuencia natural designa una secuencia de interés que es el
punto de partida de un proyecto de ingenieria de proteinas. Los genes que codifican la proteina de origen natural
puede que se obtengan de acuerdo con los métodos generales conocidos por los expertos en la materia. En
general, los métodos comprenden la sintesis de sondas marcadas que presentan secuencias que codifican
presuntamente regiones de la proteina de interés, la preparacion de genotecas genémicas a partir de organismos
que expresan la proteina y el cribado de las genotecas en busca del gen de interés mediante hibridacién con las
sondas. A continuacién, se cartografian y secuencian los clones de hibridacion positiva.

[0083] El término «molécula de ADN recombinante», en el sentido en que se usa en la presente memoria,
designa una molécula de ADN que estd comprendida de segmentos de ADN unidos conjuntamente mediante
técnicas de biologia molecular.

[0084] El término «oligonucledtido recombinante» designa un oligonucleétido creado por medio de
manipulaciones de biologia molecular que incluyen, sin caracter limitativo, el ligamiento de dos 0 mas secuencias
de oligonucleétidos generadas por digestion con enzimas de restriccion de una secuencia de polinucleétidos, la
sintesis de oligonucleétidos (por ejemplo, la sintesis de cebadores u oligonucleétidos) y similares.

[0085] El grado de identidad entre secuencias de aminoacidos se determina por medio del algoritmo BLAST,
descrito por Altschul et al., (Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403-410, [1990]; y Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:5873-5787 [1993]). Un programa BLAST que resulta especialmente util es el programa WU-BLAST-2
(véase Altschul et al., Meth. Enzymol." 266:460-480 [1996]). Los parametros «W», «T» y «X» determinan la
sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLAST usa de manera predeterminada una longitud de
palabra (W) de 11, la matriz de puntuacién BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915 [1989]), alineamientos (B) de 50, una expectativa (E) de 10, M'5, N'-4, y una comparacién de ambas
hebras.

[0086] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «identidad porcentual (%) de secuencia de acido
nucleico» se define como el porcentaje de residuos nucleotidicos en una secuencia candidata que son idénticos
a los residuos nucleotidicos de la secuencia.

[0087] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término <«hibridacion» designa el proceso
mediante el cual una hebra de acido nucleico se une con una hebra complementaria mediante apareamiento de
bases, como se conoce en la técnica.

[0088] En el sentido en que se usa en la presente memoria, la frase «condiciones de hibridacién» designa las
condiciones en que se realizan las reacciones de hibridacién. Estas condiciones se clasifican normalmente por el
grado de «rigor» de las condiciones en que se mide la hibridacion. El grado de rigor puede estar basado, por
ejemplo, en la temperatura de fusion (Tm) del complejo o sonda de unién a acido nucleico. Por ejemplo, el «rigor
maximo» aparece normalmente a aproximadamente Tm-5 °C (5 °C por debajo de la Tm de la sonda); el «rigor
alto» a aproximadamente 5-10 C° por debajo de la Tm; el «rigor intermedio» a aproximadamente 10-20 °C por
debajo de la Tm de la sonda; y el «rigor bajo» a aproximadamente 20-25 °C por debajo de la Tm. De manera
alternativa, o adicionalmente, las condiciones de hibridacién pueden estar basadas en las condiciones de sal o
fuerza iénica de la hibridacion y/o uno o varios lavados de rigor. Por ejemplo, 6xSSC = rigor muy bajo; 3xSSC =
rigor bajo a medio; 1xSSC = rigor medio; y 0.5xSSC-= rigor alto. Funcionalmente, las condiciones de rigor maximo
puede que se usen para identificar secuencias de &cido nucleico que presentan una identidad estricta o casi
estricta con la sonda de hibridacién, mientras que las condiciones de rigor alto se usan para identificar
secuencias de acido nucleico que presentan aproximadamente un 80 % o mas de identidad de secuencia con la
sonda.
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[0089] Para aplicaciones que requieran una alta selectividad, es normalmente deseable usar unas condiciones
relativamente rigurosas para formar los hibridos (por ejemplo, se usan condiciones de contenido relativamente
bajo de sal y/o alta temperatura).

[0090] Las frases «sustancialmente similar» y «sustancialmente idéntico» en el contexto de al menos dos acidos
nucleicos o polipéptidos significan normalmente que un polinucleétido o polipéptido comprende una secuencia
que presenta al menos aproximadamente un 40 % de identidad, mas preferentemente al menos
aproximadamente un 50 % de identidad, ain mas preferentemente al menos aproximadamente un 60 % de
identidad, preferentemente al menos aproximadamente un 75 % de identidad, mas preferentemente al menos
aproximadamente un 80 % de identidad, aun mas preferentemente al menos aproximadamente un 90 %, todavia
mas preferentemente aproximadamente un 95 %, siendo lo mas preferente aproximadamente un 97 % de
identidad, a veces del orden de aproximadamente un 98 % y de aproximadamente un 99 % de identidad de
secuencia, en comparacion con la secuencia de referencia (es decir, natural). El software para llevar a cabo los
analisis BLAST esta disponible publicamente en el National Center for Biotechnology Information. También
puede que se busque en bases de datos por medio de FASTA (Pearson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:
2444-2448 [1988]). Un indicativo de que dos polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el primer
polipéptido reacciona inmunitariamente de forma cruzada con el segundo polipéptido. Normalmente, los
polipéptidos que difieren en sustituciones de amino&cidos conservadoras reaccionan inmunitariamente de forma
cruzada. Por tanto, un polipéptido es sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los
dos péptidos difieren Unicamente en una sustitucion conservadora. Otro indicativo de que dos secuencias de
acido nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones rigurosas
(por ejemplo, en un intervalo de rigor medio a alto).

[0091] En el sentido en que se usa en la presente memoria, «residuos equivalentes» designa proteinas que
comparten unos residuos de aminoacido concretos. Por ejemplo, puede que los residuos equivalentes se
identifiquen al determinar la homologia a nivel de estructura terciaria para una proteina (por ejemplo,
metaloproteasa neutra) cuya estructura terciaria se haya determinado por cristalografia de rayos X. Los residuos
equivalentes se definen como aquellos para los que las coordenadas atdmicas de dos 0 més de los atomos de la
cadena principal de un residuo de aminoacido concreto de la proteina que tiene presuntamente restos
equivalentes y la proteina de interés (N en N, CAen CA,Cen Cy O en O) estdn a 0.13 nm y preferiblemente 0.1
nm después del alineamiento. El alineamiento se logra después de orientar y colocar el mejor modelo para dar la
superposicion maxima de las coordenadas atdmicas de los atomos de proteina no de hidréogeno de las proteinas
analizadas. El modelo preferente es el modelo cristalografico, que da el menor factor R para los datos de
difraccion experimental a la mayor resolucién disponible, determinados por medio de métodos conocidos por los
expertos en la materia de la cristalografia y la caracterizacion/andlisis de las proteinas.

[0092] En el sentido en que se usa en la presente memoria, los términos «metaloproteasas neutras hibridas» y
«metaloproteasas neutras de fusion» designan proteinas que se modifican por ingenieria genética a partir de al
menos dos proteinas diferentes u «originales». En formas de realizacién preferentes, estas proteinas originales
son homologas entre si. Por ejemplo, en algunas formas de realizaciéon, una metaloproteasa neutra hibrida o
proteina de fusién preferente contiene el extremo N-terminal de una proteina y el extremo C-terminal de un
homoélogo de la proteina. En algunas formas de realizacion preferentes, los dos extremos terminales se
combinan para corresponder a la proteina activa completa.

[0093] El término «elemento regulador», en el sentido en que se usa en la presente memoria, designa un
elemento genético que controla algunos aspectos de la expresion de secuencias de acido nucleico. Por ejemplo,
un promotor es un elemento regulador que facilita la iniciacién de la transcripcién de una regién de codificacion
enlazada operativamente. Los elementos reguladores adicionales incluyen sefales de corte y empalme, sefales
de poliadenilacion y sefales de terminacion.

[0094] En el sentido en que se usa en la presente memoria, las «células hospedadoras» son generalmente
hospedadores procariéticos o eucariéticos que se transforman o transfectan con vectores construidos por medio
de técnicas de ADN recombinante conocidas en la técnica. Las células hospedadoras transformadas son
capaces de replicar vectores que codifican las variantes de proteina o de expresar la variante de proteina
deseada. En el caso de vectores que codifican la forma pre o prepro de la variante de proteina, dichas variantes,
cuando se expresan, se secretan normalmente de la célula hospedadora al medio de la célula hospedadora.

[0095] EI término «introducido», en el contexto de insertar una secuencia de acido nucleico en una célula,
significa transformacion, transduccion o transfeccion. Los medios de transformacién incluyen transformacion de
protoplastos, precipitacién con cloruro de calcio, electroporacion, ADN desnudo y similares segun se conoce en
la técnica (véanse Chang y Cohen, Mol. Gen. Genet., 168: 111-115 [1979]; Smith et al., Appl. Env. Microbiol., 51:
634 [1986] y el articulo de revision de Ferrari et al., en Harwood, Bacillus, Plenum Publishing Corporation, pags.
57-72 [1989]).
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[0096] EIl término «promotor/potenciador» denota un segmento de ADN que contiene secuencias capaces de
proporcionar funciones tanto promotoras como potenciadoras (por ejemplo, las repeticiones terminales largas de
retrovirus contienen tanto funciones promotoras como potenciadoras). El potenciador/promotor puede que sea
«endégeno» o «exdgeno» o «heter6logo». Un potenciador/promotor endégeno es aquel que estad enlazado
naturalmente a un gen determinado en el genoma. Un potenciador/promotor exégeno (heterélogo) es aquel que
se dispone adyacente a un gen mediante manipulacion genética (es decir, técnicas de biologia molecular).

[0097] La presencia de «sefales de corte y empalme» en un vector de expresién a menudo da lugar a mayores
niveles de expresién del transcrito recombinante. Las sefales de corte y empalme median la retirada de intrones
del transcrito de ARN primario y consisten en un sitio donador y aceptor de corte y empalme (Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York [1989], pags.
16.7-16.8). Un sitio donador y aceptor de corte y empalme usado cominmente es la zona de unién del ARN 16S
de SV40.

[0098] El término «transfeccion estable» o «transfectado establemente» designa la introduccion e integracién de
ADN extrafio en el genoma de la célula transfectada. El término «transfectante estable» designa una célula que
ha integrado de manera estable ADN extrafio o exdégeno en el ADN gendmico de la célula transfectada.

[0099] Los términos «marcador seleccionable» o «producto génico seleccionable», en el sentido en que se usan
en la presente memoria, designan el uso de un gen que codifica una actividad enzimatica que confiere
resistencia a un antibidtico o farmaco en la célula en que se expresa el marcador seleccionable.

[0100] En el sentido en que se usan en la presente memoria, los términos «amplificacion» y «amplificacion
génica» designan un proceso mediante el cual se replican desproporcionadamente secuencias de ADN
especificas de modo que el gen amplificado se hace presente en un nimero mayor de copias que el que estaba
presente al principio en el genoma. En algunas formas de realizacion, la seleccién de células mediante cultivo en
presencia de un farmaco (por ejemplo, un inhibidor de una enzima que se puede inhibir) da lugar a la
amplificacion del gen endégeno que codifica el producto génico necesario para el cultivo en presencia del
farmaco o a la amplificacion de secuencias exdgenas (es decir, de entrada) que codifican este producto génico, o
a ambas. La seleccién de células mediante cultivo en presencia de un farmaco (por ejemplo, un inhibidor de una
enzima que se puede inhibir) puede que dé lugar a la amplificacion del gen enddgeno que codifica el producto
génico necesario para el cultivo en presencia del farmaco o a la amplificacién de secuencias exdgenas (es decir,
de entrada) que codifican este producto génico, o a ambas.

[0101] «Amplificacion» es un caso especial de replicacion de acido nucleico que implica la especificidad de
molde. Ha de contrastarse con la replicacion de molde no especifica (es decir, replicacion que es dependiente de
molde pero que no depende de un molde especifico). La especificidad de molde se distingue aqui de la fidelidad
de replicacion (es decir, la sintesis de la secuencia de polinucleétidos apropiada) y de la especificidad de
nucleétido (ribo o desoxirribo). La especificidad de molde se describe frecuentemente en términos de
especificidad de «diana». Las secuencias diana son «dianas» en el sentido de que se busca diferenciarlas de
otros acidos nucleicos. Las técnicas de amplificacion se han disefiado principalmente para esta diferenciacion.

[0102] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «amplificacion simultanea» designa la
introduccion en una sola célula de un marcador amplificable junto con otras secuencias de genes (es decir, que
comprenden uno 0 mas genes no seleccionables como los contenidos en un vector de expresiéon) y a la
aplicaciéon de una presion selectiva apropiada de modo que la célula amplifique tanto el marcador amplificable
como las otras secuencias de genes no seleccionables. El marcador amplificable puede que esté enlazado
fisicamente a las otras secuencias de genes o, de manera alternativa, puede que se introduzcan en la misma
célula dos trozos separados de ADN, uno que contenga el marcador amplificable y el otro que contenga el
marcador no seleccionable.

[0103] En el sentido en que se usan en la presente memoria, los términos «marcador amplificable», «gen
amplificable» y «vector de amplificacién» designan un marcador, gen o vector que codifica un gen que permite la
amplificacion de dicho gen en condiciones de cultivo apropiadas.

[0104] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «acido nucleico amplificable» designa
acidos nucleicos que puede que se amplifiquen por medio de cualquier método de amplificaciéon. Se contempla
que el «acido nucleico amplificable» comprendera habitualmente el «molde de muestra».

[0105] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «molde de muestra» designa el acido
nucleico que se origina de una muestra que se analiza en busca de la presencia de «diana» (definida mas
adelante). En contraposicion, «molde de fondo» se usa en referencia a un acido nucleico distinto del molde de
muestra que puede que esté presente 0 no en una muestra. Lo mas habitual es que el molde de fondo pase
inadvertido. Puede que sea el resultado del arrastre, o puede que se deba a la presencia de contaminantes de
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acido nucleico que se busca purificar de la muestra. Por ejemplo, los &cidos nucleicos de organismos distintos de
los que se quieren detectar puede que estén presentes como fondo en una muestra de prueba.

[0106] La «especificidad de molde» se logra en la mayoria de técnicas de amplificacion mediante la eleccion de
enzima. Las enzimas de amplificacién son enzimas que, en las condiciones en que se usan, procesaran solo
secuencias especificas de acido nucleico en una mezcla heterogénea de acido nucleico. Por ejemplo, en el caso
de la replicasa Q, el ARN de MDV-1 es el molde especifico para la replicasa (véase, por ejemplo, Kacian et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69: 3038 [1972]). El resto de acidos nucleicos no se replican por medio de esta
enzima de amplificacion. De forma similar, en el caso del ARN polimerasa de T7, esta enzima de amplificacién
presenta una especificidad rigurosa para sus propios promotores (véase Chamberlin et al., Nature 228: 227
[1970]). En el caso del ADN ligasa de T4, la enzima no ligara los dos oligonucleétidos o polinucleétidos cuando
haya una falta de correspondencia entre el sustrato de oligonucleétidos o polinucleétidos y el molde en la zona
de ligamiento (véase Wu y Wallace, Genomics 4: 560 [1989]). Finalmente, las polimerasas Taqy Pfu, en virtud
de su capacidad de funcionar a alta temperatura, se encuentra que exhiben una alta especificidad por las
secuencias unidas y por tanto definidas por los cebadores; la alta temperatura da lugar a condiciones
termodinamicas que favorecen la hibridacion del cebador con las secuencias diana y no la hibridacion con las
secuencias no diana.

[0107] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «cebador» designa un oligonucleétido, ya
sea de origen natural como en una digestion de restriccion purificada o que esté producido de forma sintética,
que es capaz de actuar como punto de iniciacion de la sintesis cuando se pone en condiciones en que se induce
la sintesis de un producto de extension de cebador que es complementario de una hebra de acido nucleico (es
decir, en presencia de nucleétidos y de un agente de induccién como por ejemplo ADN polimerasa y a una
temperatura y pH adecuados). El cebador es preferentemente monocatenario para una eficacia maxima en la
amplificacion, pero de manera alternativa puede que sea bicatenario. Si es bicatenario, en primer lugar se trata el
cebador para separar sus hebras antes de utilizarse para preparar productos de extensién. Preferentemente, el
cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis de
productos de extension en presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los cebadores dependeran
de muchos factores, entre los que se incluye la temperatura, fuente de cebador y el uso del método.

[0108] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «sonda» designa un oligonucleétido (es
decir, una secuencia de nucleétidos), ya sea de origen natural como en una digestion de restriccion purificada o
que esté producido de forma sintética, recombinante o mediante amplificacion por PCR, que es capaz de hibridar
con otro oligonucledtido de interés. Una sonda puede que sea monocatenaria o bicatenaria. Las sondas resultan
de utilidad en la deteccion, identificaciéon y aislamiento de secuencias de genes concretas. Se contempla que
cualquier sonda usada en la presente invencion estara marcada con cualquier «molécula informadora» de modo
que sea detectable en cualquier sistema de deteccién, entre los que se incluyen, sin caracter limitativo, sistemas
enzimaticos (por ejemplo, ELISA, asi como ensayos histoquimicos basados en enzimas), fluorescentes,
radiactivos y luminiscentes. No se pretende que la presente invencion esté limitada a ningin sistema de
deteccion ni marca en concreto.

[0109] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «diana», cuando se usa en referencia a
métodos de amplificacion (por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa), designa la region del acido
nucleico unida por los cebadores y utilizada para la reaccién en cadena de la polimerasa. Por tanto, se busca
diferenciar la «diana» de otras secuencias de acido nucleico. Un «segmento» se define como una regién de
acido nucleico en la secuencia diana.

[0110] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «reaccion en cadena de la polimerasa»
(«PCR») designa los métodos de las patentes de los Estados Unidos n. °® 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188, que
incluyen métodos para aumentar la concentracion de un segmento de una secuencia diana en una mezcla de
ADN genoémico sin clonacion ni purificacién. Este proceso para amplificar la secuencia diana consiste en la
introduccion de un gran exceso de dos cebadores de oligonucleétidos en la mezcla de ADN que contiene la
secuencia diana deseada, seguido de una secuencia precisa de ciclaciéon térmica en presencia de una ADN
polimerasa. Los dos cebadores son complementarios de sus respectivas hebras de la secuencia diana
bicatenaria. Para efectuar la amplificacion, se desnaturaliza la mezcla y los cebadores se aparean entonces con
sus secuencias complementarias en la molécula diana. Después del apareamiento, los cebadores se extienden
con una polimerasa para formar un nuevo par de hebras complementarias. Las etapas de desnaturalizacion,
apareamiento de cebador y extensién con polimerasa pueden repetirse muchas veces (es decir,
desnaturalizacién, apareamiento y extensién constituyen un «ciclo»; puede haber numerosos «ciclos») para
obtener una alta concentracion de un segmento amplificado de la secuencia diana deseada. La longitud del
segmento amplificado de la secuencia diana deseada se determina por medio de las posiciones relativas de los
cebadores entre si y, por lo tanto, esta longitud es un parametro controlable. En virtud del aspecto repetitivo del
proceso, el método se denomina «reaccion en cadena de la polimerasa» (en lo sucesivo, «<PCR»). Debido a que
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los segmentos amplificados deseados de la secuencia diana se vuelven las secuencias predominantes (en
términos de concentracion) en la mezcla, se dice que estan «amplificados por PCR».

[0111] En el sentido en que se usa en la presente memoria, el término «reactivos de amplificacién» designa
aquellos reactivos (trifosfatos de desoxirribonucleétido, tampén, etc.) necesarios para la amplificacién salvo los
cebadores, el molde de &cido nucleico y la enzima de amplificacion. Normalmente, los reactivos de amplificacion
junto con los demas componentes de reaccion estan dispuestos y contenidos en un recipiente de reaccion (tubo
de ensayo, micropocillo, etc.).

[0112] Con la PCR, es posible amplificar una sola copia de una secuencia diana especifica en ADN genémico a
un nivel detectable mediante varias metodologias diferentes (por ejemplo, hibridacién con una sonda marcada;
incorporacion de cebadores biotinilados seguida de deteccién con conjugado de avidina-enzima; incorporacion
de trifosfatos de desoxinucledtidos marcados con %P, tales como dCTP o dATP, al segmento amplificado).
Ademas del ADN genémico, puede amplificarse cualquier secuencia de oligonucleétidos o polinucleétidos con el
conjunto apropiado de moléculas cebadoras. En concreto, los segmentos amplificados creados por el proceso
mismo de PCR son, a su vez, moldes eficaces para posteriores amplificaciones por PCR.

[0113] En el sentido en que se usa en la presente memoria, los términos «producto de PCR», «fragmento de
PCR» y «producto de amplificacion» designan la mezcla de compuestos resultante después de completar dos o
mas ciclos de las etapas de PCR de desnaturalizacion, apareamiento y extension. Estos términos abarcan el
caso en que ha habido amplificacién de uno o0 mas segmentos de una 0 mas secuencias diana.

[0114] En el sentido en que se usa en la presente memoria, los términos «endonucleasas de restricciéon» y
«enzimas de restriccidn» designan enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta ADN bicatenario en o
cerca de una secuencia de nucleétidos especifica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

[0115] La presente invencidn proporciona una enzima de metaloproteasa neutra que presenta una actividad o
estabilidad mejorada. En algunas formas de realizacion, la metaloproteasa neutra se utiliza en aplicaciones que
incluyen, sin cardcter limitativo, limpieza, blanqueo y desinfeccién.

[0116] Asimismo, tal y como se describe con mas detalle en los Ejemplos mas adelante, la presente invencion
proporciona muchas ventajas para la limpieza de una amplia variedad de objetos, entre los que se incluyen, sin
caracter limitativo, ropa, telas, productos sanitarios, etc. Ademads, la presente invencién proporciona
composiciones que son eficaces en la limpieza, blanqueo y desinfeccién, en un intervalo de temperaturas y pH
de lavado.

[0117] En general, las proteasas hidrolizan ligamientos amidas de proteinas mediante la adicién de una molécula
de agua al enlace o enlaces peptidicos. El corte sucede en el grupo carbonilo del enlace peptidico. En especies
bacterianas como Bacillus, existen dos clases principales de proteasas extracelulares, concretamente proteasas
alcalinas o serinicas y metaloproteasas neutras.

[0118] Las metaloendopeptidasas neutras (es decir, metaloproteasas neutras) (EC 3.4.24.4) pertenecen a una
clase de proteasas que necesita de manera imprescindible iones de cinc para su actividad catalitica. Estas
enzimas estan 6ptimamente activas a un pH neutro y se encuentran en el intervalo de tamano de 30 a 40 kDa.
Las metaloproteasas neutras se unen a entre dos y cuatro iones de calcio que contribuyen a la estabilidad
estructural de la proteina. El ion metalico unido en el centro activo de las metaloproteasas es una caracteristica
fundamental que permite la activacién de una molécula de agua. La molécula de agua actia entonces como el
nucledfilo y corta el grupo carbonilo del enlace peptidico.

[0119] La familia de metaloproteasas neutras de unién a cinc incluye la enzima bacteriana termolisina, y
proteasas similares a la termolisina («TLP»), asi como carboxipeptidasa A (una enzima digestiva) y las
metaloproteasas de matriz que catalizan las reacciones en la remodelacion y degradacion tisulares. De estas
proteasas, la Unica bien caracterizada en cuanto a estabilidad y funcién es la termolisina y sus variantes (TLP).
De hecho, gran parte de las investigaciones se han centrado en la modificacion por ingenieria genética de las
proteasas neutras de Bacillus subtilis para aumentar la estabilidad térmica de la enzima (véase, por ejemplo,
Vriend et al., In, Tweel et al. (eds), Stability and Stabilization of enzymes, Elsevier, pags. 93-99 [1993]).

[0120] La mayor parte de los esfuerzos se han centrado en aumentar la estabilidad de la proteasa al alterar los
determinantes estructurales que se identifican en el uso de modelizacién molecular que se sugiere que evita los
procesos de despliegue locales que darian lugar a la autolisis de la proteina y provocarian la desnaturalizacion
de la proteasa neutra a altas temperaturas (véase, por ejemplo, van den Burg et al., en Hopsu-Havu et al., (eds),
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«Proteolysis in Cell Functions Manipulating the Autolytic Pathway of a Bacillus Protease». Biomedical and Health
Research Vol. 13, 10S Press [1997] pag. 576).

[0121] En la presente memoria se proporcionan composiciones y métodos para modificar por ingenieria genética
metaloproteasas neutras con caracteristicas mejoradas. Como se indica en el presente texto, se ha observado
que, para otras proteasas como la termolisina, los iones de calcio evitan la autolisis. La proteasa neutra de B.
stearothermophilus se ha estabilizado frente a la autolisis y la degradacién proteolitica por medio de la adicién de
calcio (véase Durrschmidt et al., FEBS J., 272:1523-1534 [2005]).

[0122] De hecho, la presente invencion proporciona composiciones y métodos adecuados para la modificacion
por ingenieria genética de metaloproteasas neutras que no dependen del calcio para mantener su estabilidad
estructural. En algunas formas de realizacion, la modificacion por ingenieria genética evita el despliegue local de
un elemento estructural secundario en concreto que puede que evite la protedlisis.

[0123] Las proteasas naturales y las modificadas por ingenieria genética, como la subtilisina, a menudo se
expresan en Bacillus subtilis y varias de ellas se han aplicado en formulaciones de detergente para eliminar
manchas proteicas. Otras se han aplicado, por ejemplo, en la industria panadera (por ejemplo, termolisina de
Bacillus thermoproteolyticus; véase, por ejemplo, Galante y Formantici, Curr. Organic Chem., 7, 1399-1422
[2003]). En general, las proteasas serinicas se han utilizado mas ampliamente en detergentes, al menos
parcialmente debido a la relativa facilidad con que dichas proteasas pueden estabilizarse.

[0124] De hecho, las metaloproteasas se usan con menor frecuencia en la industria, y en concreto en la industria
de los detergentes, por una serie de razones. Dichas enzimas implican unos sistemas proteicos mas complejos,
puesto que las enzimas necesitan de manera imprescindible iones de calcio y de cinc para su estabilidad y
funcién, respectivamente. Asimismo, la solucion de detergente asi como el agua usada en el proceso de colada a
menudo contiene componentes que a menudo interfieren en la union de los iones por parte de la enzima o que
quelatan dichos iones, lo que da lugar a una disminucién o pérdida de la funcién proteolitica y a la
desestabilizacién de la proteasa.

[0125] En contraposicion a los sistemas enzimaticos de metaloproteasa usados en la actualidad, la presente
invencion proporciona metaloproteasas neutras que estan lo bastante estabilizadas como para facilitar el
almacenamiento a largo plazo en estanterias en composiciones detergentes para ropa liquidas. En formas de
realizacién preferentes en concreto, la estabilidad y actividad de la metaloproteasa se mantienen mediante la
complejacién de la enzima con su molécula de cinc en el centro activo obligatoria. Lo més importante es que la
combinacion de iones de calcio y cinc no ocasiona un efecto perjudicial en la funcién de la enzima. En algunas
formas de realizacion, la metaloproteasa neutra estabilizada es la metaloproteasa natural de Bacillus
amyloliquefaciens (por ejemplo, MULTIFECT® Neutral purificada; «PMN»). En formas de realizacién alternativas
preferentes, metaloproteasa neutra recombinante (por ejemplo, metaloproteasa neutra de Bacillus
amyloliquefaciens clonada en Bacillus subtilis («nprE»)). En formas de realizacion adicionales, las
metaloproteasas con estabilidad mejorada abarcan enzimas con un aumento de afinidad por uno o varios de los
sitios de unién a calcio de la enzima. En formas de realizacién preferentes, las metaloproteasas neutras de la
presente invencion se utilizan en aplicaciones de detergente en general, lo que incluye, sin caracter limitativo,
temperaturas de agua fria, manchas de hierba y/o condiciones de pH bajo.

[0126] La presente exposicion proporciona condiciones que estabilizan la metaloproteasa neutra de unién a cinc
para aumentar la estabilidad en el almacenamiento en bases y/o composiciones de detergente. Las
composiciones detergentes puede que comprendan al menos una metaloproteasa (por ejemplo, cualquier
metaloproteasa neutra de Bacillus) que se estabiliza frente a la autolisis y el despliegue, por medio de la inclusion
en la formulacién de detergente de los iones de cinc y/o calcio esenciales.

[0127] A pesar de que algunos resultados experimentales indicaron que la nprE pierde parte de su actividad
proteolitica (~ 20 %) una hora después de afnadir la base de detergente, la nprE incubada a 32 °C en presencia
de iones de cinc mostrd una estabilizacion significativa en las condiciones de prueba, sin afadir sales o iones de
calcio. La presencia tanto de iones de calcio como de cinc no mostré6 un efecto acumulativo. Con
concentraciones de iones de cinc inferiores a 15 mM, la metaloproteasa neutra es lo bastante estable a lo largo
de 4 semanas aproximadamente. Por tanto, la adicién de cinc puede que aumente la vida Util de almacenamiento
de la metaloproteasa neutra en presencia de componentes de detergente.

[0128] Ademas, puede que el catién de cinc se reemplace por Co®*, Mn®* o Fe**, ya que todos estos iones han
demostrado su capacidad de unirse y restablecer la actividad de proteasa de las metaloproteasas neutras. No
obstante, se determin6 que Mn?* y Fe?* no restablecen toda la actividad original. A pesar de que Co?* restablece
el mayor porcentaje de la actividad, parece ser que se une con menos firmeza que Zn**. El cation de cinc es una
caracteristica fundamental del centro activo de todas las metaloproteasas neutras, puesto que se conoce que
desempefia una funcién en la unidon de sustrato y en la catalisis enzimatica (véase, por ejemplo, Holmquist y
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Vallee, J. Biol. Chem., 249:4601-4607 [1974]). La afinidad relativamente estrecha de la metaloproteasa neutra
por el cation de cinc (intervalo ~ uM) y la afinidad aproximadamente 10 veces mayor por este i6n respecto al
calcio sugiere que el cinc funciona a modo de estabilizador, lo que evita de este modo la autolisis, la protedlisis y
el despliegue. No obstante, no se pretende que la presente invencion esté limitada por ningn mecanismo en
concreto.

[0129] La presente invencién proporciona unas oportunidades extremadamente beneficiosas para su aplicacion
en la produccién y desarrollo de detergentes industriales. Existen muchos detergentes con una alta especificidad
hacia la eliminacion de manchas proteicas, de almidon y de grasa. En concreto, el mejor rendimiento de lavado
de la PMN o de la metaloproteasa neutra de B. amyloliquefaciens en Equest Grass (Warwick) indica que las
metaloproteasas neutras de la presente invencion en una base de detergente que también contenga cinc se
utilizan en composiciones detergentes mejoradas.

Descripcion detallada de las formulaciones limpiadoras y de detergente de la presente invencion

[0130] Salvo que se sefale de otro modo, todos los niveles de componente o composicién que se proporcionan
en la presente memoria se realizan en referencia al nivel activo de dicho componente o composicién y no
incluyen impurezas, como por ejemplo residuos de disolventes o subproductos, que puede que estén presentes
en fuentes comercializadas.

[0131] Los pesos de los componentes enzimaticos estan basados en la proteina activa total.

[0132] Todos los porcentajes y relaciones se calculan en peso salvo que se indique de otro modo. Todos los
porcentajes y relaciones se calculan en funcién de la composicion total salvo que se indique de otro modo.

[0133] En las composiciones detergentes de ejemplo, los niveles enzimaticos se expresan en enzima pura en
peso de la composicién total y, salvo que se especifique de otro modo, los ingredientes del detergente se
expresan en peso de las composiciones totales.

Composiciones limpiadoras que comprenden metaloproteasa neutra

[0134] Las metaloproteasas neutras estabilizadas de la presente invencion resultan de utilidad en la formulacion
de diversas composiciones detergentes. La composicion limpiadora de la presente invencién puede que se
emplee de manera ventajosa, por ejemplo, en aplicaciones de lavado de ropa, limpieza de superficies duras,
aplicaciones de lavavajillas automatico, asi como en aplicaciones cosméticas como dentaduras postizas, dientes,
cabello y piel. No obstante, debido a las ventajas singulares del aumento de eficacia en las soluciones a
temperaturas inferiores y al perfil superior de conservacion del color, las enzimas de la presente invenciéon son
adecuadas idealmente para aplicaciones de lavado de ropa como el blanqueo de telas. Ademas, las enzimas de
la presente invencion se utilizan tanto en composiciones granuladas como liquidas.

[0135] Las enzimas de la presente invencién también se utilizan en productos aditivos de limpieza. Un producto
aditivo de limpieza que incluya al menos una enzima de la presente invencién es adecuado idealmente para su
inclusién en un proceso de lavado cuando se desee una eficacia de blanqueo adicional. Dichos casos incluyen,
sin caracter limitativo, aplicaciones de limpieza de solucidon a baja temperatura. El producto aditivo puede que
sea, en su forma mas sencilla, una o varias enzimas de metaloproteasa neutra segun la presente invencién. En
algunas formas de realizacion, el aditivo se encuentra empaquetado en forma de dosis para ser afadido a un
proceso de limpieza en el que se emplee una fuente de peroxigeno y se desee un aumento de la eficacia de
blanqueo. En algunas formas de realizacion, la forma de dosis individual comprende una capsula, pastilla,
capsula de gel u otra unidad de dosificacién individual que incluye polvos y/o liquidos previamente medidos. En
algunas formas de realizacion, se incluye un material o materiales de relleno y/o de vehiculo para aumentar el
volumen de dicha composicion. Los materiales de relleno o de vehiculo adecuados incluyen, sin caracter
limitativo, diversas sales de sulfato, carbonato y silicato, asi como talco, arcilla y similares. En algunas formas de
realizacién, los materiales de relleno y/o de vehiculo para composiciones liquidas incluyen agua y/o alcoholes
primarios y secundarios de bajo peso molecular, incluyendo polioles y dioles. Ejemplos de dichos alcoholes
incluyen, sin caracter limitativo, metanol, etanol, propanol e isopropanol. En algunas formas de realizacion, las
composiciones comprenden de aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 90 % de dichos materiales. En
formas de realizacion adicionales, los rellenos acidos se utilizan para reducir el pH de la composicion. En algunas
formas de realizacién adicionales, el aditivo de limpieza incluye al menos una fuente de peroxigeno activada
como se describe mas adelante y/o ingredientes auxiliares como se describe con mayor profundidad mas
adelante.

[0136] Las composiciones limpiadoras y aditivos de limpieza de la presente invencién necesitan una cantidad
eficaz de enzima de metaloproteasa neutra segun la presente invencién. En algunas formas de realizacion, el
nivel necesitado de enzima se logra por medio de la adicién de una o varias especies de metaloproteasa neutra
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que proporciona la presente invencion. Normalmente, las composiciones limpiadoras de la presente invencién
comprenden al menos un 0.0001 por ciento en peso, de aproximadamente 0.0001 a aproximadamente 1, de
aproximadamente 0.001 a aproximadamente 0.5 o incluso de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 0.1 por
ciento en peso de al menos una metaloproteasa neutra que proporciona la presente invencion.

[0137] En algunas formas de realizacién preferentes, las composiciones limpiadoras que se proporcionan en la
presente memoria se formulan normalmente de modo que, durante su uso en operaciones de limpieza acuosas,
el agua de lavado presenta un pH de 5.0 aproximadamente a 11.5 aproximadamente o, en formas de realizacion
alternativas, incluso de 6.0 aproximadamente a 10.5 aproximadamente. En algunas formas de realizacién
preferentes, las formulaciones de producto liquidas se formulan normalmente para que tengan un pH puro de 3.0
aproximadamente a 9.0 aproximadamente, mientras que en algunas formas de realizacion alternativas la
formulacion presenta un pH puro de 3 aproximadamente a 5 aproximadamente. En algunas formas de realizacion
preferentes, los productos para el lavado de ropa granulados se formulan normalmente para que presenten un
pH de 8 aproximadamente a 11 aproximadamente. Las técnicas para controlar el pH en los niveles de uso
recomendados incluyen el uso de tampones, alcalis, acidos, etc., y son bien conocidas por los expertos en la
materia.

[0138] En algunas formas de realizacion preferentes en concreto, cuando se emplea al menos una
metaloproteasa neutra en una composicion granulada o liquido, la metaloproteasa neutra se encuentra en forma
de particula encapsulada para proteger a la enzima de otros componentes de la composicién granulada durante
el almacenamiento. Ademas, el encapsulado es también un medio de controlar la disponibilidad de la(s)
metaloproteasa(s) neutra(s) durante el proceso de limpieza y puede que potencie el rendimiento de la(s)
metaloproteasa(s) neutra(s). Se contempla que las metaloproteasas neutras encapsuladas de la presente
invencion se utilizaran en diversas situaciones. También se pretende que la metaloproteasa neutra se encapsule
mediante cualquier material(es) de encapsulado adecuado(s) y método(s) conocido(s) en la técnica.

[0139] En algunas formas de realizacion preferentes, el material de encapsulado normalmente encapsula al
menos parte del catalizador de metaloproteasa neutra. En algunas formas de realizacion, el material de
encapsulado es hidrosoluble y/o dispersable en agua. En algunas formas de realizacion adicionales, el material
de encapsulado presenta una temperatura de transicién vitrea (Tg) de 0 °C o mayor (véase, por ejemplo, el
documento WO 97/11151, en concreto de la pagina 6, linea 25 a la pagina 7, linea 2, para saber mas sobre las
temperaturas de transicion vitrea).

[0140] En algunas formas de realizacion, el material de encapsulado se selecciona entre el grupo que consiste
en carbohidratos, gomas naturales o sintéticas, quitina y chitosan, celulosa y derivados de celulosa, silicatos,
fosfatos, boratos, alcohol de polivinilo, polietilenglicol, ceras de parafina y combinaciones de estos. En algunas
formas de realizaciéon en que el material de encapsulado es un carbohidrato, este se selecciona entre el grupo
que consiste en monosacaridos, oligosacaridos, polisacaridos y combinaciones de estos. En algunas formas de
realizacién preferidas, el material de encapsulado es un almidon (véanse, por ejemplo, los documentos
EP 0 922 499; US 4.977.252; US 5.354.559 y US 5.935.826 para las descripciones de algunos almidones
adecuados de ejemplo).

[0141] En formas de realizacién adicionales, el material de encapsulado comprende una microesfera hecha de
plastico (por ejemplo, termopléastico, acrilonitrilo, metacrilonitrilo, poliacrilonitrilo, polimetacrilonitrilo y mezclas de
estos; las microesferas comercializadas que se utilizan incluyen, sin caracter limitativo, EXPANCEL® [Casco
Products, Estocolmo, Suecia], PM 6545, PM 6550, PM 7220, PM 7228, EXTENDOSPHERES® y Q-CEL® [PQ
Corp., Valley Forge, Pensilvania, EE. UU.], LUXSIL® y SPHERICEL1® [Potters Industries, Inc., Carlstadt, Nueva
Jersey y Valley Forge, Pensilvania, EE. UU.]).

Procesos de elaboracion y uso de la composicion limpiadora de los solicitantes

[0142] En algunas formas de realizacion preferentes, las composiciones limpiadoras de la presente invencion se
formulan de cualquier forma adecuada y se preparan por medio de cualquier proceso elegido por el formulador
(véanse, por ejemplo, los documentos U.S. 5.879.584, U.S. 5.691.297, U.S. 5.574.005, U.S. 5.569.645, U.S.
5.565.422, U.S. 5.516.448, U.S. 5.489.392 y U.S. 5.486.303 para algunos ejemplos no limitativos). En algunas
formas de realizaciéon en que se desee una composicion limpiadora con un pH bajo, el pH de dicha composicién
se ajusta mediante la adicién de un material acido como HCI.

Materiales auxiliares

[0143] Aunque no son esenciales para los fines de la presente invencién, en algunas formas de realizacion la
lista no limitativa de auxiliares aqui descrita es adecuada para su uso en las composiciones limpiadoras de la
presente invencion. De hecho, en algunas formas de realizacion los auxiliares se incorporan a las composiciones
limpiadoras de la presente invencion. En algunas formas de realizacién, los materiales auxiliares ayudan y/o

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2529815713

potencian el rendimiento de limpieza, tratan el sustrato que va a ser limpiado y/o modifican la estética de la
composicion limpiadora (por ejemplo, perfumes, colorantes, tintes, etc.). Se entiende que dichos auxiliares son
un afnadido a las metaloproteasas neutras de la presente invenciéon. La naturaleza precisa de dichos
componentes adicionales, y sus niveles de incorporacién, depende de la forma fisica de la composicion y de la
naturaleza de la operacién de limpieza para la que se vaya a usar. Los materiales auxiliares adecuados incluyen,
sin caracter limitativo, tensioactivos, adyuvantes, quelantes, inhibidores de la transferencia de tinte, auxiliares de
deposicion, dispersantes, enzimas adicionales y estabilizadores enzimaticos, materiales cataliticos, activadores
del blanqueo, potenciadores del blanqueo, peréxido de hidrégeno, fuentes de perdxido de hidrégeno, peracidos
preformados, agentes dispersantes poliméricos, agentes de eliminacion de la suciedad de
arcilla/antirredeposicion, blanqueadores, supresores de jabonaduras, tintes, perfumes, agentes elastificantes de
la estructura, suavizantes de telas, vehiculos, hidrétropos, auxiliares de procesamiento y/o pigmentos. Ademas
de los proporcionados de forma expresa en el presente texto, en la técnica se conocen ejemplos adicionales
(véanse, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos n. ®° 5.576.282, 6.306.812 B1 y 6.326.348 B1). En
algunas formas de realizacion, los ingredientes auxiliares anteriormente mencionados constituyen el resto de las
composiciones limpiadoras de la presente invencion.

[0144] Tensioactivos. En algunas formas de realizaciéon, las composiciones limpiadoras de la presente
invencion comprenden al menos un tensioactivo o sistema tensioactivo, donde el tensioactivo se selecciona entre
tensioactivos no iénicos, tensioactivos aniénicos, tensioactivos catidnicos, tensioactivos anfoliticos, tensioactivos
dipolares, tensioactivos no idénicos semipolares y mezclas de estos. En algunas formas de realizacion de
composiciones limpiadoras con un pH bajo (por ejemplo, composiciones que presenten un pH puro de 3
aproximadamente a 5 aproximadamente), la composicién no contiene normalmente sulfato de alquilo etoxilado,
puesto que se cree que dicho tensioactivo puede que hidrolice por medio de dichas composiciones los
contenidos &cidos.

[0145] En algunas formas de realizacién, el tensioactivo esta presente a un nivel de un 0.1 % aproximadamente
a un 60 % aproximadamente, mientras que en formas de realizacion alternativas, el nivel va de un 1%
aproximadamente a un 50 % aproximadamente, mientras que en otras formas de realizacion mas, el nivel va de
un 5 % aproximadamente a un 40 % aproximadamente en peso de la composicion limpiadora.

[0146] Adyuvantes. En algunas formas de realizacién, las composiciones limpiadoras de la presente invencion
comprenden uno o varios adyuvantes de detergente o sistemas de adyuvante. En algunas formas de realizacién
que incorporan al menos un adyuvante, las composiciones limpiadoras comprenden al menos un 1%
aproximadamente, de un 3 % aproximadamente a un 60 % aproximadamente o incluso de un 5%
aproximadamente a un 40 % aproximadamente de adyuvante en peso de la composicién limpiadora.

[0147] Los adyuvantes incluyen, sin caracter limitativo, las sales de metal alcalino, amonio y alcanolamonio de
polifosfatos, silicatos de metal alcalino, carbonatos de metal alcalinotérreo y alcalino, adyuvantes de
aluminosilicato, compuestos de policarboxilato, hidroxipolicarboxilatos de éter, copolimeros de anhidrido maleico
con etileno o vinilmetiléter, acido 1, 3, 5-trihidroxi benceno-2, 4, 6-trisulfénico y acido carboximetiloxisuccinico, las
diversas sales de metal alcalino, de amonio y de amonio sustituido de acidos poliacéticos como el acido
tetraacético de etilendiamina y el &cido nitrilotriacético, asi como policarboxilatos como acido melitico, acido
succinico, acido citrico, acido oxidisuccinico, acido polimaleico, acido de benceno 1,3,5-tricarboxilico, acido
carboximetiloxisuccinico y sales solubles de estos. De hecho, se contempla que cualquier adyuvante adecuado
se utilizard en diversas formas de realizacién de la presente invencion.

[0148] Quelantes. En algunas formas de realizacion, las composiciones limpiadoras de la presente invencion
contienen al menos un quelante. Los quelantes adecuados incluyen, sin caracter limitativo, quelantes de cobre,
hierro y/o manganeso y mezclas de estos. En formas de realizaciéon en que se utiliza al menos un quelante, las
composiciones limpiadoras de la presente invencion comprenden de 0.1 % aproximadamente a 15 %
aproximadamente o incluso de 3.0 % aproximadamente a 10 % aproximadamente de quelante en peso de la
composiciéon limpiadora en cuestién.

[0149] Auxiliar de deposicion. En algunas formas de realizacién, las composiciones limpiadoras de la presente
invencion incluyen al menos un auxiliar de deposicion. Los auxiliares de deposicién adecuados incluyen, sin
caracter limitativo, polietilenglicol, polipropilenglicol, policarboxilato, polimeros de liberacion de la suciedad como
el acido politereftalico, arcillas como caolin, montmorillonita, atapulgita, illita, bentonita, halloysita y mezclas de
estas.

[0150] Inhibidores de la transferencia de tinte. En algunas formas de realizacion, las composiciones
limpiadoras de la presente invencion incluyen uno o varios inhibidores de la transferencia de tinte. Los inhibidores
de la transferencia de tinte poliméricos adecuados incluyen, sin caracter limitativo, polimeros de
polivinilpirrolidona, polimeros de N-6xido de poliamina, copolimeros de N-vinilpirrolidona y N-vinilimidazol,
poliviniloxazolidonas y polivinilimidazoles o mezclas de estos.
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[0151] En formas de realizacion en que se usa al menos un inhibidor de la transferencia de tinte, las
composiciones limpiadoras de la presente invencién comprenden de 0.0001 % aproximadamente a 10 %
aproximadamente, de 0.01 % aproximadamente a 5 % aproximadamente, o incluso de 0.1 % aproximadamente a
3 % aproximadamente en peso de la composicién limpiadora. Dispersantes. En algunas formas de realizacién,
las composiciones limpiadoras de la presente invenciéon contiene al menos un dispersante. Los materiales
organicos hidrosolubles adecuados incluyen, sin caracter limitativo, los acidos homopoliméricos o copoliméricos
0 sus sales, en los que el acido policarboxilico comprende al menos dos radicales carboxilo separados entre si
por no mas de dos atomos de carbono.

[0152] Enzimas. En algunas formas de realizacién, las composiciones limpiadoras de la presente invencién
comprenden una o varias enzimas de detergente que proporcionan beneficios en cuanto al rendimiento de
limpieza y/o cuidado de las telas. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen, sin caracter limitativo,
hemicelulasas, peroxidasas, proteasas, celulasas, xilanasas, lipasas, fosfolipasas, esterasas, cutinasas,
pectinasas, queratinasas, reductasas, oxidasas, fenoloxidasas, lipoxigenasas, ligninasas, pululanasas, tanasas,
pentosanasas, malanasas, B-glucanasas, arabinosidasas, hialuronidasa, condroitinasa, lacasa y amilasas o
mezclas de estas. En algunas formas de realizacién, se usa una combinacién de enzimas (es decir, un «céctel»)
que comprende enzimas aplicables convencionales como proteasa, lipasa, cutinasa y/o celulasa junto con
amilasa.

[0153] Estabilizadores enzimaticos. En algunas formas de realizacion de la presente invencion, se estabilizan
las enzimas usadas en las formulaciones de detergente de la presente invencién. Se contempla que se utilizaran
diversas técnicas para la estabilizacion enzimatica en la presente invencién. Por ejemplo, en algunas formas de
realizacién, las enzimas empleadas en la presente memoria se estabilizan por medio de la presencia de fuentes
hidrosolubles de iones de cinc (ll), calcio (Il) y/o magnesio (Il) en las composiciones acabadas que proporcionan
dichos iones a las enzimas, asi como otros iones metdlicos (por ejemplo, bario (ll), escandio (ll), hierro (Il),
manganeso (), aluminio (ll1), estafo (Il), cobalto (1), cobre (Il), niquel (Il) y oxovanadio (IV)).

[0154] Complejos metalicos cataliticos. En algunas formas de realizacion, las composiciones limpiadoras de
la presente invencion contienen uno o varios complejos metalicos cataliticos. En algunas formas de realizacion,
se utiliza un catalizador blanqueante que contiene metal. En algunas formas de realizacion preferentes, el
catalizador blanqueante metélico comprende un sistema de catalizacién que comprende un catién de metal de
transicion de una actividad catalitica blanqueante definida (por ejemplo, cationes de cobre, hierro, titanio, rutenio,
wolframio, molibdeno o manganeso), un catibn metélico auxiliar que presenta una actividad catalitica
blanqueante minima o nula (por ejemplo, cationes de cinc o aluminio) y un secuestrante que presenta unas
constantes de estabilidad definidas para los cationes metélicos cataliticos y auxiliares, utilizandose en concreto
acido etilendiaminotetracético, acido etilendiaminotetra (metilenfosfénico) y sus sales hidrosolubles (véase, por
ejemplo, el documento U.S. 4.430.243).

[0155] En algunas formas de realizacion, las composiciones limpiadoras de la presente invencion se catalizan
por medio de un compuesto de manganeso. Dichos compuestos y los niveles de uso son bien conocidos en la
técnica (véase, por ejemplo, el documento U.S. 5.576.282).

[0156] En formas de realizacion adicionales, los catalizadores blanqueantes de cobalto se utilizan en las
composiciones limpiadoras de la presente invencion. Los diversos catalizadores blanqueantes de cobalto son
conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, los documentos U.S. 5.597.936 y U.S. 5.595.967). Dichos
catalizadores de cobalto se preparan con facilidad mediante procedimientos conocidos (véanse, por ejemplo, los
documentos U.S. 5.597.936 y U.S. 5.595.967).

[0157] En formas de realizacion adicionales, las composiciones limpiadoras de la presente invencion incluyen un
complejo de metal de transicion de un ligando macropoliciclico rigido («MRL»). A modo practico, y no a modo
limitativo, en algunas formas de realizacion las composiciones y los procesos de limpieza que proporcionan la
presente invencion se ajustan para proporcionar del orden de al menos una parte por cien millones de la especie
de MRL activa en el medio de lavado acuoso y, en algunas formas de realizacién, para proporcionar de 0.005
ppm aproximadamente a 25 ppm aproximadamente, mas preferentemente de 0.05 ppm aproximadamente a 10
ppm aproximadamente y siendo lo mas preferente de 0.1 ppm aproximadamente a 5 ppm aproximadamente del
MRL en el agua de lavado.

[0158] Los metales de transicién preferentes en el presente catalizador blanqueante de metal de transicion
incluyen, sin caracter limitativo, manganeso, hierro y cromo. Los MRL preferentes también incluyen, sin caracter
limitativo, ligandos ultrarigidos especiales que son de puente cruzado (por ejemplo, 5,12-dietil-1,5,8,12-
tetraazabiciclo[6.6.2]hexadecano). Los MRL de metal de transicion adecuados se preparan con facilidad
mediante procedimientos conocidos (véanse, por ejemplo, los documentos WO 00/32601 y U.S. 6.225.464).
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Procesos de elaboracion y uso de las composiciones limpiadoras

[0159] Las composiciones limpiadoras de la presente invencion se formulan de cualquier forma adecuada y se
preparan por medio de cualquier proceso adecuado elegido por el formulador (véanse, por ejemplo, los
documentos U.S. 5.879.584, U.S. 5.691.297, U.S. 5.574.005, U.S. 5.569.645, U.S. 5.565.422, U.S. 5.516.448,
U.S. 5.489.392, U.S. 5.486.303, U.S. 4.515.705, U.S. 4.537.706, U.S. 4.515.707, U.S. 4.550.862, U.S. 4.561.998,
U.S. 4.597.898, U.S. 4.968.451, U.S. 5.565.145, U.S. 5.929.022, U.S. 6.294.514 y U.S. 6.376.445 para algunos
ejemplos no limitativos).

Método de uso

[0160] En formas de realizacion preferentes, las composiciones limpiadoras de la presente invencion se utilizan
en la limpieza de superficies y/o telas. En algunas formas de realizacién, al menos una parte de la superficie y/o
tela se pone en contacto con al menos una forma de realizaciéon de las composiciones limpiadoras de la presente
invencion, en su forma pura o diluida en un agua de lavado, y a continuacién la superficie y/o tela se lava y/o
aclara de manera opcional. A efectos de la presente invencion, el «<lavado» incluye, sin caracter limitativo, frotado
y agitacion mecanica. En algunas formas de realizacion, la tela comprende cualquier tela susceptible de ser
lavada en condiciones de uso de consumidor normal. En formas de realizacion preferentes, las composiciones
limpiadoras de la presente invencion se usan en concentraciones de 500 ppm aproximadamente a 15 000 ppm
aproximadamente en solucion. En algunas formas de realizacién en que el disolvente de lavado es agua, la
temperatura del agua normalmente oscila entre 5 °C aproximadamente y 90 °C aproximadamente. En algunas
formas de realizacién preferentes para la limpieza de telas, la relacién de masa agua/tela normalmente va de 1:1
aproximadamente a 30:1 aproximadamente.

PARTE EXPERIMENTAL

[0161] Los siguientes ejemplos se proporcionan con el objetivo de demostrar e ilustrar en mayor profundidad
determinadas formas de realizacién y aspectos preferentes de la presente invenciéon y no ha de interpretarse
como que limitan el alcance de esta.

[0162] En la exposicidon experimental que sigue, se aplican las siguientes abreviaturas: °C (grados centigrados);
rpm (revoluciones por minuto); H2O (agua); HCI (acido clorhidrico); aa y AA (aminoacido); pb (par de bases); kb
(kilo pares de bases); kD (kilodalton); g (gramos); pug y ug (microgramos); mg (miligramos); ng (nanogramos); ul y
ul (microlitros); ml (mililitros); mm (milimetros); nm (nanémetros); um y um (micrometro); M (molar); mM
(milimolar); uM y uM (micromolar); U (unidades); V (voltios); PM (peso molecular); s (segundos); min
(minuto/minutos); h (hora/horas); MgCl, (cloruro de magnesio); NaCl (cloruro de sodio); DO2go (densidad Optica a
280 nm); DO4os (densidad déptica a 405 nm); DOeoo (densidad 6ptica a 600 nm); PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida); EtOH (etanol); PBS (solucion salina fosfatada [150 mM de NaCl, 10 mM de tamp6n de fosfato de
sodio, pH 7.2]); LAS (laurilsulfonato de sodio); SDS (dodecilsulfato de sodio); Tris
(tris(hidroximetil)aminometano); TAED (N,N,N'N'-tetraacetiletiliendiamina); BES (poliestersulfona); MES (4cido 2-
morfolinoetanosulfénico, monohidrato; peso formula 195.24; Sigma n. ¢ M-3671); CaCl; (cloruro célcico, anhidro;
peso féormula 110.99; Sigma n. ¢ C-4901); DMF (N,N-dimetilformamida, peso férmula 73.09, d = 0.95); Abz-
AGLA-Nba (2-aminobenzoil-L-alanilglicil-L-leucil-L-alanino-4-nitrobencilamida, peso féormula 583.65; Bachem n. @
H-6675, VWR n. ¢ catalogo 100040-598); SBG al 1 % («supercaldo con glucosa»; 6 g de Soytone [Difco], 3 g de
extracto de levadura, 6 g de NaCl, 6 g de glucosa); el pH se ajust6 a 7.1 con NaOH antes de la esterilizacion por
medio de métodos conocidos en la técnica; p/v (peso a volumen); v/v (volumen a volumen); Npr y npr
(metaloproteasa neutra); SEQUEST® (programa de busqueda de bases de datos SEQUEST, Universidad de
Washington); Npr y npr (gen de metaloproteasa neutra); nprE y NprE (metaloproteasa neutra
de B. amyloliquefaciens); PMN (metaloproteasa MULTIFECT® purificada); EM (espectrometria de masas); SRl
(indice de eliminacién de manchas); TIGR (The Institute for Genomic Research, Rockville, MA); AATCC
(American Association of Textile and Coloring Chemists); WFK (wfk Testgewebe GmbH, Bruggen-Bracht,
Alemania); Amersham (Amersham Life Science, Inc. Arlington Heights, IL); Coming (Coming International,
Coming, NY); ICN (ICN Pharmaceuticals, Inc., Costa Mesa, CA); Pierce (Pierce Biotechnology, Rockford, IL);
Equest (Equest, Warwick International Group, Inc., Flintshire, Reino Unido); EMPA (Eidgenossische Material
Prufungs und Versuch Anstalt, St. Gallen, Suiza); CFT (Center for Test Materials, Vlaardingen, Paises Bajos);
Amicon (Amicon, Inc., Beverly, MA); ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA); Becton Dickinson
(Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ); Perkin-Elmer (Perkin-Elmer, Wellesley, MA); Rainin (Rainin
Instrument, LLC, Woburn, MA); Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania); Waters (Waters, Inc., Milford,
MA); Geneart (Geneart GmbH, Regensburg, Alemania); Perseptive Biosystems (Perseptive Biosystems, Ramsey,
MN); Molecular Probes (Molecular Probes, Eugene, OR); BioRad (BioRad, Richmond, CA); Clontech
(CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA); Cargill (Cargill, Inc., Minneapolis, MN); Difco (Difco Laboratories,
Detroit, Ml); GIBCO BRL o Gibco BRL (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD); New Brunswick (New
Brunswick Scientific Company, Inc., Edison, NJ); Thermoelectron (Thermoelectron Corp., Waltham, MA); BMG
(BMG Labtech, GmbH, Offenburg, Alemania); Greiner (Greiner Bio-One, Kremsmuenster, Austria); Novagen
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(Novagen, Inc., Madison, WI); Novex (Novex, San Diego, CA); Finnzymes (Finnzymes QY, Finlandia) Qiagen
(Qiagen, Inc., Valencia, CA); Invitrogen (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA); Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO); DuPont Instruments (Asheville, NY); Global Medical Instrumentation o GMI (Global Medical Instrumentation;
Ramsey, MN); MJ Research (MJ Research, Waltham, MA); Infors (Infors AG, Bottmingen, Suiza); Stratagene
(Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA); Roche (Hoffmann La Roche, Inc., Nutley, NJ); Agilent (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA); S-Matrix (S-Matrix Corp., Eureka, CA); US Testing (United States Testing Co.,
Hoboken, NY); West Coast Analytical Services (West Coast Analytical Services, Inc., Santa Fe Springs, CA); lon
Beam Analysis Laboratory (lon Bean Analysis Laboratory, The University of Surrey lon Beam Centre (Guildford,
Reino Unido); TOM (Terg-o-Meter); BMI (sangre, leche, tinta); BaChem (BaChem AG, Bubendorf, Suiza);
Molecular Devices (Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, CA); Coming (Coming International, Coming, NY);
MicroCal (Microcal, Inc., Northhampton, MA); Chemical Computing (Chemical Computing Corp., Montreal,
Canada); NCBI (National Center for Biotechnology Information); Argo Bioanalytica (Argo Bioanalytica. Inc, Nueva
Jersey); Vydac (Grace Vydac, Hesperia, CA); Minolta (Konica Minolta, Ramsey, NJ); y Zeiss (Carl Zeiss, Inc.,
Thornwood, NY).

[0163] En estos experimentos, se utilizd un espectrofotometro para medir la absorbancia de los productos
formados tras la finalizacion de las reacciones. Se utilizé un reflectémetro para medir la reflectancia de las
muestras. Salvo que se indique de otro modo, las concentraciones de proteinas se calcularon mediante
Coomassie Plus (Pierce), siendo BSA el estandar.

[0164] Los siguientes ensayos se utilizaron en los Ejemplos descritos mas adelante.

A. Ensayo de Bradford para determinar el contenido proteico en placas de microtitulacién (MTP) de 96
pocillos

[0165] En estos ensayos, se utiliz6 el ensayo de reactivo de tinte de Bradford (Quick Start) para determinar la
concentracién de proteinas en muestras de proteasa NprE a escala de MTP.

[0166] En este sistema de ensayo, las soluciones quimicas y de reactivos utilizadas fueron:
Reactivo de tinte de Bradford Quick Start BIO-RAD, #500-0205
Tampédn de dilucion 10 mM de NaCl, 0.1 mM de CaCl2, TWEEN®-80 al 0.005 %

[0167] El equipo usado fue un Biomek FX Robot (Beckman) y un lector de MTP SpectraMAX (tipo 340); las MTP
fueron de Costar (tipo 9017).

[0168] En la prueba, se pipetearon 200 ul de reactivo de tinte de Bradford en cada pocillo, seguidos de 15 pul de
tampon de dilucién. Por dltimo, se afiadieron 10 ul de caldo de cultivo filtrado a los pocillos. Tras una mezcla
concienzuda, las MTP se incubaron durante al menos 10 minutos a temperatura ambiente. Se soplaron las
posibles burbujas de aire y las DO de los pocillos se leyeron a 595 nm.

[0169] Para determinar la concentracién de proteinas, se rest6 la lectura de fondo (es decir, de pocillos no
inoculados) de las lecturas de muestra. Los valores de DOsgs obtenidos proporcionan una medida relativa del
contenido proteico de las muestras. La linealidad de las lineas de calibracién de NprE entre 0 y 5 pug permitié el
uso de valores de DOsgs nm como medida relativa del contenido proteico. Dado que el contenido esperado de
NprE en el sobrenadante fue de 200-300 pg/ml, el volumen de muestra de 10ul usado en la prueba contiene
menos de 5 ug de proteinas, lo que proporciona valores en el intervalo lineal.

B. Ensayo de micromuestras para probar el rendimiento de la proteasa

[0170] Los detergentes usados en este ensayo no contenian enzimas. El equipo usado fue un Biomek FX Robot
(Beckman) y un lector de MTP SpectraMAX (tipo 340); las MTP fueron de Costar (tipo 9017).

Preparacion del detergente (detergente liquido en agua fria; condiciones de EE. UU.):

[0171] Se ajusté agua Milli-Q a una dureza del agua (Ca/Mg=3/1) de 6 gramos por galén (105 ppm) y se
anadieron 0.78 g/l de detergente TIDE@ 2007-2x. La solucion de detergente se removid enérgicamente durante
al menos 15 minutos. A continuacion, se afadieron 5mM de HEPES (&cido libre) y el pH se ajusté a 8.2.

Micromuestras

[0172] Se obtuvieron micromuestras de 4" (6.3500 mm) de didmetro circular de CFT. Antes de cortar las
muestras, la tela (EMPA 116) se lavé con agua. Se colocaron dos micromuestras en cada pocillo de una placa de
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microtitulacion de 96 pocillos en posicion vertical para exponer la totalidad de la superficie (es decir, no se
colocaron horizontalmente en el fondo del pocillo).

Método de la prueba

[0173] La incubadora se puso a 20 °C. Las muestras de caldo de cultivo filtradas se sometieron a prueba en una
concentracién apropiada por medio de la dilucién con una mezcla de 10 mM de NaCl, 0.1 mM de CaCl2 y
solucion TWEEN®-80 al 0.005%. La solucién de detergente deseada se preparé del modo descrito
anteriormente. A continuacion, se afadieron 190 ul de solucién de detergente a cada pocillo de la MTP que
contuviera micromuestras. A esta mezcla se le anadieron 10 ul de la solucién enzimatica diluida (para
proporcionar un volumen total de 200 pl/pocillo). La MTP se cerr6 con cinta adhesiva y se coloc6 en la
incubadora durante 30 minutos, con una agitaciéon a 1400 rpm. Tras la incubacién en las condiciones apropiadas,
se retiraron 100 pl de solucion de cada pocillo y se colocaron en una nueva MTP. La nueva MTP que contenia
100 pl de solucién/pocillo se leyé a 405 nm en un lector de MTP. También se incluyeron ensayos en blanco, asi
como un control que contenia dos micromuestras y detergente, pero no enzimas.

Calculo del rendimiento de BMI:

[0174] El valor de absorbancia obtenido se corrigié para el valor en blanco (es decir, el obtenido tras la
incubacién de micromuestras en ausencia de enzima). La absorbancia resultante fue una medida de la actividad
hidrolitica. Para cada muestra (por ejemplo, nprE o variante) se calcul6 el indice de rendimiento. El indice de
rendimiento comparé el rendimiento de la variante (valor real) y el de la enzima estandar (valor teérico) en la
misma concentracion de proteinas. Ademas, se calcularon los valores tedricos por medio de los parametros de la
ecuacion de Langmuir de la enzima estandar. Un indice de rendimiento (Pl) mayor que 1 (PI>1) identifico una
mejor variante (en comparacion con la estandar [por ejemplo, natural]), mientras que un Pl de 1 (Pl=1) identifico
una variante con el mismo rendimiento que la estandar, y un Pl menor que 1 (Pl<1) identificé una variante con un
peor rendimiento que la estandar. Por tanto, el Pl identifico las ganadoras, asi como las variantes que son menos
deseables para el uso en determinadas circunstancias.

C. Ensayo de estabilidad del citrato para proteasa NprE

[0175] La estabilidad del citrato se midio tras la incubacién de NprE natural y variantes en presencia de 50 Mm
de citrato. La actividad inicial y residual se determin6 por medio del ensayo de hidrélisis de DMC. En este
sistema de ensayo, las soluciones quimicas y de reactivos utilizadas fueron:

Monohidrato de acido citrico Merck 1.00244

Pipes (acido libre) Sigma P-1851

Tris (4cido libre) Sigma T-1378

HEPES (Ultra>99.5 %) Sigma-H7523

TWEEN®-80 Sigma P-8074

Dimetilcaseina (DMC) Sigma C-9801

Tampén Tris (acido libre) se disolvieron 6.04 g en 1000 ml de agua (= 50 mM)
Tampdn HEPES se disolvieron 11.9 g en 1000 ml de agua (= 50 mM)

Tampédn de citrato (acido libre) se disolvieron 21.0 g en 1000 ml de agua (= 100 mM),

Tampon PIPES (&cido libre): se disolvieron 3.32 g en aproximadamente 960 ml de agua,
Solucién de DMC 1 % p/v en 55 mM de tamp6n PIPES, pH final = 6.0
Tampon de dilucién 1 0.1 mM de CaC12/25 mM de Tris; pH 8.2

Tampdn de dilucién 2 0.1 mM de CaCl2/50 mM de citrato/25 mM de Tris; pH 8.2

[0176] Las concentraciones de estos tampones de dilucién se indican en forma de concentraciones finales. La
concentracion inicial era proporcionalmente mayor y dependia de la tasa de dilucién. La concentracién inicial era
mayor en proporcién y dependia de la tasa de dilucién. En experimentos alternativos, HEPES se utiliza en lugar
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de Tris. El equipo usado fue un Biomek FX Robot (Beckman) y una incubadora/agitador (Innova, tipo 4230; New
Brunswick). El pH del tampdn PIPES se ajusté a 5.8 con 4 N de HCI (concentracién final de 55 mM). El pH del
tampon Tris se ajustdé a 8.2 con 4 N de HCI (concentracion final de 25 mM). El pH del tampdn de 50 mM de
citrato/25 mM de Tris se ajustd a 8.2 con 4 N de NaOH. El pH del tampon HEPES se ajusté a 8.2 con 4 N de
NaOH (concentracién final de 25 mM). El pH del tampén de 50 mM de citrato/25 mM de HEPES se ajust6 a 8.2
con 4 N de NaOH.

Determinacion de proteinas

[0177] Con el objetivo de establecer la tasa de dilucién deseada en el ensayo de estabilidad del citrato, se
determiné la concentracion de proteasa de los controles de NprE natural para cada placa por medio del ensayo
de TCA. En este método, se afadieron 25 pul de caldo de cultivo filirado a 200 ul de TCA al 16.875 % (p/v). Tras
incubarse de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente, se determiné la dispersién/absorbancia de la luz a
405 nm. La concentracién de proteinas se determiné por medio de una linea de calibraciéon construida con NprE
purificada.

Método de la prueba

[0178] La tasa de dilucion del caldo de cultivo filtrado se determind por medio del ensayo de TCA, tal y como se
describi6 anteriormente.

Condiciones de tensién:

[0179] El caldo de cultivo filtrado se diluyé con el tampdén de dilucion 2. La MTP se tap6 con cinta adhesiva, se
agité durante unos segundos y se coloc6 en la incubadora a 25 °C durante 60 minutos a 200 rpm. Tras la
incubacién, se tomaron 20 pl de la mezcla de cada pocillo y se trasladaron a una nueva MTP que contenia 180 pl
de solucién de sustrato de DMC al 1 % precalentado (el sustrato se precalenté a 25 °C). La MTP se coloco
directamente en la incubadora/agitador y se incub6 a 25 °C durante 30 minutos a una agitacion de 200 rpm. La
actividad residual de proteasa se determiné por medio del ensayo de hidrélisis de dimetilcaseina, que se
describe més adelante.

Condiciones sin tensién

[0180] El caldo de cultivo filtrado se diluy6é con el tampoén de diluciéon 1. Se tomaron inmediatamente 20ul de la
mezcla de cada pocillo y se trasladaron a una nueva MTP que contenia 180 pl de solucién de sustrato de DMC al
1 % precalentado (el sustrato se precalent6 a 25 °C). La MTP se coloc6 directamente en la incubadora/agitador y
se incubd a 25 °C durante 30 minutos a una agitacion de 200 rpm. La actividad inicial de proteasa se determin6
con TNBS por medio del ensayo de hidrdlisis de dimetilcaseina, que se describe mas adelante.

[0181] Todos los valores de actividad residual (determinados con el ensayo de hidrélisis de dimetilcaseina) se
calcularon por medio de la siguiente ecuacion.

% actividad residual = valor DOgg min * valor 100/DOgomin

D. Ensayo de hidrolisis de dimetilcaseina

[0182] En este sistema de ensayo, las soluciones quimicas y de reactivos utilizadas fueron:

Dimetilcaseina (DMC) Sigma C-9801
TWEEN®-80 Sigma P-8074
Tampén PIPES (acido libre) Sigma P-1851; se disolvieron 15.1 g en aproximadamente

960 ml de agua; se ajust6 el pH a 6.0 con 4N de NaOH, se
afnadiéo 1 ml de TWEEN®-80 al 5 % y el volumen se llevé a
1000 ml. La concentracion final de PIPES y TWEEN®-80
fue de 50 mM y 0.005 % respectivamente.

Acido picrilsulfénico (TNBS) Sigma P-2297 (solucién al 5 % en agua)
Reactivo A Se disolvieron conjuntamente 45.4 g de Na»B4O7.10 H20

(Merck 6308) y 15 ml de 4N de NaOH en un volumen final
de 1000 ml (mediante calentamiento si es necesario)
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Reactivo B Se disolvieron conjuntamente 35.2 g de NaH;PO..1H20
(Merck 6346) y 0.6 g de NaSOs; (Merck 6657) en un
volumen final de 1000 ml.

Método

[0183] Para preparar el sustrato, se disolvieron 4 g de dimetilcaseina en 400 ml de tampén PIPES. Los
sobrenadantes del cultivo filtrado se diluyeron con tampén PIPES. A continuacién, se afadieron 10 pl de cada
sobrenadante diluido a 200 pl de sustrato en los pocillos de una MTP. La MTP se tapé con cinta adhesiva, se
agité durante unos segundos y se colocé en un horno a 25 °C durante 30 minutos sin agitar. Aproximadamente
15 minutos tras la retirada de la primera placa del horno, el reactivo de TNBS se prepar6 al mezclar 1 ml de
solucién de TNBS por 50 ml de Reactivo A. Las MTP se llenaron de 60 pl de TNBS mas Reactivo A por pocillo.
Las placas incubadas se agitaron durante unos segundos, tras lo cual se trasladaron 10 pl a las MTP con TNBS
mas Reactivo A. Las placas se taparon con cinta adhesiva y se agitaron durante 20 minutos en un agitador de
mesa (BMG Thermostar) a temperatura ambiente y 500 rpm. Por Gltimo, se afnadieron 200 pl de Reactivo B a los
pocillos, se mezclaron durante 1 minuto en un agitador, y se determiné la absorbancia a 405 nm mediante un
lector de MTP.

[0184] El valor de absorbancia obtenido se corrigié para el valor en blanco (es decir, el sustrato sin enzima). La
absorbancia resultante constituyd una medida de la actividad hidrolitica. La actividad especifica (arbitraria) de
una muestra se calcul6 al dividir la absorbancia entre la concentracion de proteinas determinada.

E. Ensayo de estabilidad TIDE®

[0185] La estabilidad de la NprE y variantes se midi6 tras una etapa de incubacién en presencia de detergente
TIDE® Compact al 25 %. La actividad inicial y residual se determin6 por medio del ensayo AGLA que se describe
mas adelante. El equipo usado fue un Biomek FX Robot (Beckman), un medidor de fluorescencia (FLUOstar
Optima; BMG), una incubadora/agitador (iEMS; Thermoelectron) y una incubadora/agitador (Innova; New
Brunswick (tipo 4230)); las MTP fueron de Costar (tipo 9017) y de Greiner (placas negras, tipo 655076).

Sustancias quimicas y reactivos:
[0186] En este sistema de ensayo, las soluciones quimicas y de reactivos utilizadas fueron:
Detergente TIDE®-compact Cony sin DTPA

Solucion de detergente TIDE®-compact Se disolvieron 125 g de TIDE®-compact en una
mezcla de 50 g de 50 MM de HEPES aun pH 8.2y
275 ml de agua; la concentracion de TIDE® fue de
27.7 %, tras la dilucion con sobrenadante de un
25 %

Tampédn de dilucién MES 526 mM de MES/NaOH, 2.6 mM de CaCl,,
TWEEN®-80 al 0.005 %, pH 6.5

Sustrato AGLA BaChem, n. ¢ cat. H-6675 o American Peptide
Company, n. @ cat. 81-0-31

Solucién de sustrato AGLA Se disolvieron 451 mg de AGLA en 16 ml de N,N-
dimetilformamida; esta solucioén se vertié en 304 ml
de tampén MES (52.6 mM de MES/NaOH, 2.6 mM
de CaCl,, TWEEN®-80 al 0.005 %, pH 6.5) con
agitacion

Método de la prueba:

Condiciones sin tensién:

[0187] En primer lugar, se diluyeron 20 pl de caldo de cultivo filirado con 180 pl de tampdn de dilucion MES. A
continuacion, se diluyeron 20 pl de este caldo diluido con 180 ul de tampén de dilucion MES. A continuacion, se
diluyeron 10 pl de esta dilucién con 190 ul de solucién de sustrato AGLA en una placa precalentada a 25 °C. Se
soplaron las burbujas de aire presentes y la placa se midié de acuerdo con el protocolo de ensayo de proteasas
AGLA.
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Condiciones de tensién:

[0188] En primer lugar, se diluyeron 20 pl de caldo de cultivo filtrado con 180 pl de solucién de detergente
TIDE®-compact sin DTPA y, tras mezclarse previamente en el agitador iEMS durante 5 minutos, se incubaron
ademas en el agitador Innova. La placa se incubé durante un total de 60 minutos a 32 °C a 200 rpm. Ademas, se
diluyeron 20 ul de caldo de cultivo filtrado con 180 ul de solucién de detergente TIDE®-compact con DTPA y, tras
mezclarse previamente en el agitador iEMS durante 5 minutos, se incubaron ademas en el agitador Innova. La
placa se incub6 durante un total de 40 minutos a 20 °C a 200 rpm. A continuacion, se diluyeron 20 pl de
cualquiera de estas dos soluciones con 180 pl de tampon de dilucion MES y se diluyeron 10 pl de esta dilucién
con 190 pl de solucion de sustrato AGLA en una placa precalentada a 25 °C. Se soplaron las burbujas de aire
presentes y la placa se midié de acuerdo con el protocolo de ensayo de proteasas AGLA.

Calculos:

[0189] Se tomaron las medidas de fluorescencia a una excitacion de 350 nm y una emisiéon de 415 nm. El
software del espectrofluorimetro calculd las velocidades de reaccion del aumento en la fluorescencia para cada
pocillo en una linea de regresién lineal de mili-RFU/min:

Porcentaje de actividad residual: (Pendiente de condicién de tension) * 100
(Pendiente de condicion sin tensién)

F. Ensayo de proteasas 2-aminobenzoil-L-alanilglicil-L-leucil-L-alanino-4-nitrobencilamida (Abz-AGLA-

Nba)

[0190] El método que se proporciona mas adelante proporciona un grado de detalle técnico que produce unos
datos de ensayo de proteasas reproducibles independientemente del tiempo y el lugar. Aunque el ensayo puede
adaptarse a una condicion de laboratorio determinada, cualquier dato obtenido a través de un procedimiento
modificado debe concordarse con los resultados producidos por el método original. Las metaloproteasas neutras
cortan el enlace peptidico entre glicina y leucina de 2-aminobenzoil-L-alanilglicil-L-leucil-L-alanino-4-
nitrobencilamida (Abz-AGLA-Nba). La 2-aminobenzoil-L-alanilglicina (Abz-AG) libre en soluciéon presenta un
maximo de emision de fluorescencia a 415 nm, con un maximo de excitacion de 340 nm. La fluorescencia de
Abz-AG se enfria por nitrobencilamida en la molécula intacta de Abz-AGLA-Nba.

[0191] En estos experimentos, la liberacion de Abz-AG por medio del corte de proteasas de Abz-AGLA-Nba se
supervisd mediante una espectroscopia de fluorescencia (exc. 340 / em. 415). La tasa de aparicion de Abz-AG
constituyé una medida de la actividad proteolitica. Los ensayos se llevaron a cabo en condiciones de tasa inicial
no limitadas por el sustrato.

[0192] Se necesité un mezclador de microplaca con control de temperatura (por ejemplo, termomezclador
Eppendorf) para reproducir los resultados del ensayo. Las soluciones del ensayo se incubaron a una temperatura
deseada (por ejemplo, 25 °C) en el mezclador de microplaca antes de la adicion de enzimas. Las soluciones
enzimaticas se afhadieron a la placa del mezclador, se mezclaron enérgicamente y se trasladaron con rapidez al
lector de placas.

[0193] Se necesitdé un espectrofluorimetro con la capacidad de registrar datos de manera continua, realizar
andlisis de regresion lineal y con control de temperatura (por ejemplo, SpectraMax M5, Gemini EM, Molecular
Devices). El lector se mantuvo en todo momento a la temperatura deseada (por ejemplo, a 25 °C). El lector se
configurd para la deteccion de fluorescencia de lectura por arriba y la excitacién se establecié a 350 nm y la
emision a 415 nm sin el uso de un filtro de corte. El tubo fotomultiplicador se configur6 a sensibilidad mediay a 5
lecturas por pocillo. Se activé la calibracion automatica, pero Unicamente para calibrar antes de la primera
lectura. El ensayo se midié durante 3 minutos, minimizando el intervalo de lectura de acuerdo con el nimero de
pocillos seleccionados para ser supervisados. El lector se configur6 para calcular la tasa de mili-RFU/min
(milésimas de unidades relativas de fluorescencia por minuto). El nimero de lecturas usadas para calcular la
tasa (puntos de Vmax) se configuré para que fuera el nimero equivalente a 2 minutos, determinado por el
intervalo de lectura (por ejemplo, una lectura cada 10 segundos usaria 12 puntos para calcular la tasa). La RFU
maxima se configurd para que fuera 50 000.

[0194] Todo pipeteado de soluciones madre enzimaticas y de sustratos se realizd con pipetas de desplazamiento
positivo (Rainin Microman). Las soluciones de trabajo de tampoén, de ensayo y enzimaticas se pipetearon por
medio de pipetas de desplazamiento de aire sencillas o multicanal (Rainin LTS) desde tubos, depdsitos de
reactivos o microplacas de reserva. Una pipeta de repeticion (Eppendorf) se utiliza en el traslado de la solucion
de ensayo a los pocillos de la microplaca cuando se usan pocos pocillos, para minimizar la pérdida de reactivo.
Los instrumentos de pipeteado automatico, como el Beckman FX o el pocillo Cybio Cybi, también se utilizan en el
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traslado de soluciones enzimaticas de una microplaca de reserva de trabajo a la microplaca de ensayo para
iniciar de una sola vez toda una microplaca.

Reactivos y soluciones
Tampon MES - 52.6 mM de MES/NaOH, 2.6 mM de CaCl., pH 6.5

[0195] Se disolvieron acido MES (10.28 g) y 292 mg de CaCl, anhidro en aproximadamente 900 mL de agua
purificada. La soluciéon se someti6 a titulacién con NaOH a un pH de 6.5 (a 25 °C o con una sonda de pH de
ajuste de temperatura). El tampdn con pH ajustado se constituy6 hasta 1 L de volumen total. La solucion final se
filtré por un filtro estéril de 0.22 um y se mantuvo a temperatura ambiente.

Solucion madre de Abz-AGLA-Nba — 48 mM de Abz-AGLA-Nba en DMF

[0196] Se colocaron aproximadamente 28 mg de Abz-AGLA-Nba en un tubo pequefio. Se disolvio en 1 mL de
DMF (el volumen variara en funcion de la Abz-AGLA-Nba concentrada) y se someti6 a agitacion vorticial durante
varios minutos. La solucién se almacen6 a temperatura ambiente resguardada de la luz.

Solucion del ensayo — 50 mM de MES, 2.5 mM de CaCl., DMF al 5 %, 2.4 mM de Abz-AGLA-Nba pH 6.5

[0197] Se afadié un mL de la solucion madre de Abz-AGLA-Nba a 19 mL de tampon MES y se sometio a
agitacion vorticial. La solucion se almacen6 a temperatura ambiente resguardada de la luz.

Tampon de dilucion enzimatica — 50 mM de MES, 2.5 mM de CaCl,, pH 6.5

[0198] Este tampdn se produjo al afiadir 5 mL de agua purificada a 95 mL de tampdn MES.

Tampon de dilucion del sustrato — 50 mM de MES, 2.5 mM de CaClz, DMF al 5 %, pH 6.5

[0199] Se afadieron cinco mL de DMF puro a 95 mL de tampon MES. Este tampén se utilizé6 para la
determinacion de parametros cinéticos.

Soluciones enzimaticas

[0200] Las soluciones madre enzimaticas se diluyeron con tampén de dilucién enzimatica a una concentracion
de aproximadamente 1 ppm (1 ug/mL). La proteasa neutra MULTIFECT® (NprE natural) se diluy6 a
concentraciones por debajo de 6 ppm (6 ug/mL). Se prefirieron diluciones en serie. Las soluciones fueron
estables a temperatura ambiente durante 1 hora, pero para un almacenamiento a mas largo plazo, las soluciones
se mantuvieron sobre hielo.

Procedimiento

[0201] En primer lugar, se prepararon todos los tampones, soluciones madre y soluciones de trabajo. Salvo que
se indique de otro modo, cada dilucion enzimatica se sometié a ensayo por triplicado. Cuando no esta llena del
todo, la microplaca de reserva de solucion de trabajo enzimatica se dispuso en columnas verticales completas
empezando desde la izquierda de la placa (para acomodar el lector de placas). La placa de ensayo
correspondiente se ajustd de manera similar. El espectrofluorimetro de microplaca se ajusté del modo descrito
anteriormente.

[0202] En primer lugar, se colocaron alicuotas de 200 uL de solucién de ensayo en los pocillos de una
microplaca de 96 pocillos. La placa se incubé durante 10 min a 25 °C en un mezclador de microplaca de
temperatura controlada, resguardada de la luz. El ensayo se inicio al trasladar 10 uL de las soluciones
enzimaticas de trabajo de la microplaca de reserva a la microplaca de ensayo en el mezclador. Optimamente, se
utiliza una cabeza de pipeteo de 96 pocillos o se utilizé una pipeta multicanal de 8 pocillos para el traslado desde
la primera columna que estaba mas a la izquierda. Las soluciones se mezclaron enérgicamente durante 15
segundos (900 rpm en un termomezclador Eppendorf). La microplaca de ensayo se trasladdé de inmediato al
espectrofluorimetro de microplaca y comenzé el registro de las medidas de fluorescencia a una excitacion de 350
nm y una emisién de 415 nm. El software del espectrofluorimetro calcul6 las velocidades de reaccion del
aumento en la fluorescencia para cada pocillo en una linea de regresién lineal de mili-RFU/min. En algunos
experimentos, se colocé una segunda placa en el mezclador de microplaca para equilibrar la temperatura al
tiempo que se leia la primera placa.

[0203] Las velocidades iniciales fueron lineales con respecto a la concentracion de producto (es decir,
fluorescencia de 2-aminobenzoil liberada) hasta 0.3 mM de producto, que correspondia a aproximadamente
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50 000 RFU en una solucién que se inicia en 2.3 mM de Abz-AGLA-Nba con una fluorescencia de fondo de
aproximadamente 22 000 RFU. Abz-AGLA-Nba se disolvié en DMF y se utiliz6 el dia en que se prepard.

COMPOSICIONES DETERGENTES:

[0204] En las composiciones detergentes de ejemplo, los niveles enzimaticos se expresan por enzima pura en
peso de la composicién total y, salvo que se especifique de otro modo, los ingredientes del detergente se
expresan en peso de las composiciones totales. Las identificaciones de componentes abreviadas en la presente
memoria tienen los siguientes significados:

Abreviatura
LAS

NaC16-17HSAS

Ingrediente
: alquilbenceno sulfonato de sodio C11-13lineal.
: alquilsulfato de sodio C16.17 de alta solubilidad.

TAS : alquilsulfato de sodio de sebo.

CxyAS : alquilsulfato de sodio Cix - Ciy.

CxyEz : alcohol primario C+x - C1y predominantemente lineal condensado con una
media de z moles de 6xido de etileno.

CxyAEzS : alquilsulfato de sodio Cix - C4y condensado con una media de z moles de
6xido de etileno. Nombre de molécula afadido en los ejemplos.

No i6nico : alcohol graso etoxilado/propoxilado mixto, por ejemplo, Plurafac LF404,
siendo un alcohol con un grado medio de etoxilacién de 3.8 y un grado
medio de propoxilacion de 4.5.

QAS : R2.N+(CH3)2(C2H4+OH) con Rz = C12-Cia.

Silicato : silicato de sodio amorfo (relacion SiO2:Naz0 = 1.6-3.2:1).

Metasilicato : metasilicato de sodio (relacién SiO2:Na20O = 1.0).

Zeolita A : aluminosilicato hidratado de férmula Na2(AlO2SiO2)12. 27H20

SKS-6 : silicato laminar cristalino de férmula 8-NazSi>Os.

Sulfato : sulfato sédico anhidro.

STPP : tripolifosfato de sodio.

MA/AA : copolimero aleatorio de acrilato/maleato4:1, peso molecular medio de
aproximadamente 70 000-80 000.

AA : polimero de poliacrilato de sodio de peso molecular medio de 4500.

Policarboxilato

: copolimero que comprende una mezcla de monomeros carboxilados
como acrilato, maleato y metacrilato con un PM que oscila entre 2000-
80 000 como Sokolan, comercializado por BASF, siendo un copolimero de
acido acrilico de PM 4500.

BB1 : propano sulfonato de 3-(3,4-dihidroisoquinolinio)

BB2 : decano-2-sulfato de 1-(3,4-dihidroisoquinolinio)

PB 1 : perborato de sodio monohidratado.

PB4 : perborato de sodio tetrahidratado de formula nominal NaBOs.4H:0.

Percarbonato : percarbonato de sodio de formula nominal 2NaxCO3.3H205.

TAED : tetraacetiletilendiamina.

NOBS : sulfonato de nonanoiloxibenceno en forma de sal sddica.

DTPA : acido dietilentriaminopentaacético.

HEDP : acido 1,1-hidroxietanodifosfonico.

DETPMP : penta(metilen)fosfonato de dietiltriamina (metileno), comercializado por
Monsanto con el nombre comercial Dequest 2060.

EDDS : acido etilendiamino-N,N’-disuccinico, isdmero (S,S) en forma de su sal
sodica.

Diamina : dimetilaminopropilamina; 1,6-hexanodiamina; 1,3-propanodiamina; 2-metil-
1,5-pentanodiamina; 1,3-pentanodiamina; 1-metildiaminopropano.

DETBCHD : dicloruro de 5, 12- dietil-1,5,8,12-tetraazabiciclo [6,6,2] hexadecano, sal de
Mn(Il)

PAAC : acetato de pentaamina sal de cobalto(lll).

Parafina : aceite de parafina vendido con el nombre comercial Winog 70 por

Sulfonato de parafina

Aldosa oxidasa

Galactosa oxidasa

Wintershall.

: aceite o cera de parafina donde algunos de los atomos de hidrégeno se
han reemplazado por grupos sulfonato.

: enzima oxidasa vendida con el nombre comercial Aldose Oxidase por
Novozymes A/S.

: galactosa oxidasa de Sigma.

nprE : la forma recombinante de la metaloproteasa neutra expresada en Bacillus
subtilis.
PMN : metaloproteasa neutra purificada de Bacillus amyloliquefacients.
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Abreviatura Ingrediente

Amilasa : enzima amilolitica vendida con el nombre comercial PURAFECT ® Ox
descrita en los documentos WO 94/18314, W(096/05295 y vendida por
Genencor; NATALASE®, TERMAMYL®, FUNGAMYI® y DURAMYL™,
todas disponibles de Novozymes A/S.

Lipasa : enzima lipolitica vendida con el nombre comercial LIPOLASE®,
LIPOLASE® Ultra de Novozymes A/S y Lipomax™ de Gist-Brocades.

Celulasa : enzima celulitica vendida con el nombre comercial Carezyme, Celluzyme
y/o Endolase de Novozymes A/S.

Pectina liasa : PECTAWAY® y PECTAWASH®, disponibles de Novozymes A/S.

PVP : polivinilpirrolidona con un peso molecular medio de 60 000.

PVNO : N-6xido de polivinilpiridina, con un peso molecular medio de 50 000.

PVPVI : copolimero de vinilimidazol y vinilpirrolidona, con un peso molecular medio

Blanqueador 1
Antiespumante de silicona

Supresor de jabonaduras

de 20 000.

: 4,4'-bis(2-sulfoestiril)bifenilo de disodio.

: regulador de la espuma de polidimetilsiloxano con un copolimero de
siloxano-oxialquileno como dispersante, con una relacién de dicho
regulador de espuma con respecto a dicho dispersante de 10:1 a 100:1.

: 12 % de silicona/silice, 18 % de alcohol estearilico, 70 % de almidén en
forma granulada.

SRP 1 : poliésteres de extremo terminado aniénicamente.

PEG X : polietilenglicol, de peso molecular x.

PVP K60 ® : homopolimero de vinilpirrolidona (PM medio 160 000)

Jeffamine ® ED-2001 : polietilenglicol con terminacién de Huntsman

Isachem ® AS : sulfato de alquilo de alcohol ramificado de Enichem

MME PEG (2000) : monometileterpolietilenglicol (PM 2000) de Fluka Chemie AG.

DC3225C : supresor de jabonaduras de silicona, mezcla de aceite de silicona y silice
de Dow Coming.

TEPAE : etoxilato de tetraetilenpentaamina.

BTA : benzotriazol.

Betaina : (CH3)sN+CHCOO-

Azlcar : D-glucosa de calidad industrial o0 aztcar de calidad alimentaria

CFAA : alquilo C12-C14-N-metilglucamida

TPKFA : acidos grasos de fraccién completa descabezada C12-C14.

Arcilla : silicato de aluminio hidratado de férmula general Al;0O3SiO2'xH20. Tipos:
caolin, montmorillonita, atapulgita, illita, bentonita, halloysita.

pH : medido en solucion al 1 % en agua destilada a 20 °C.

EJEMPLO 1

Clonacion del gen de metaloproteasa neutra a partir de B. amyloliquefaciens.

[0205] En este Ejemplo, se describen los métodos usados para clonar el gen de metaloproteasa neutra de B.
amyloliquefaciens. La metaloproteasa neutra codificada por gen se cloné a partir de B. amyloliquefaciens por
medio de métodos bien establecidos en la técnica. La cepa BC91504 (aprE/nprE-pJM102 en BG3594::comK) no
exenta (es decir, la cepa lleva ADN extragenérico (ademas del marcador seleccionable de cloranfenicol que se
permite en una cepa exenta), especificamente las secuencias plasmido pJM102) lleva el promotor y la secuencia
sefal de aprE de B. subtilis fusionados al propéptido/gen maduro de nprE de B. amyloliquefaciens en el plasmido
de integracion pJM102.

[0206] Las dos secuencias siguientes (SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2) de B. subtilis y B. amyloliquefaciens se
generaron mediante PCR, correspondiendo los cebadores de oligonucledtidos a las secuencias subrayadas.

[0207] El sitio de restriccion (GAATTC) de EcoRI cromosdmico de B. subtilis y el coddn de iniciacion (GTG) de
aprE y el codon de terminacion de nprE de B. amyloliquefaciens se muestran en las secuencias siguientes en
negrita, asi como un sitio de restricciéon (AAGCTT) de Hindlll introducido sintéticamente y disefiado en el cebador
n.%4.

[0208] La secuencia arriba, promotor y region de codificacion de la secuencia senal 5' de aprE de B.
amyloliqacefaciens se muestran en la siguiente secuencia (SEQ ID NO:1). ElI cebador 1 (apr-f;
GAGCTGGGTAAAGCCTATGAAT; SEQ ID NO:5) se muestra subrayado, al comienzo de la secuencia, mientras
que la parte aprE de los cebadores 2 'y 3 (npr-f y npr-r, GTTCAGCAACATGTCTGCGCAGGCT; SEQ ID NO:6) se
muestra con doble subrayado al final de la secuencia.
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GAGCTGGGTAAAGCCTATGAATTCTCCATTTTCTTCTGCTATCAAAATAACAGAC
TCGTGATTTTCCAAACGAGCTTTCAAAAAAGCCTCTGCCCCTTGCAAATCGGATG

CCTGTCTATAAAATTCCCGATATTGGTTAAACAGCGGCGCAATGGCGGCCGCATC
TGATGTCTTTGCTTGGCGAATGTTCATCTTATTTCTTCCTCCCTCTCAATAATTTTT
TCATTCTATCCCTTTTCTGTAAAGTTTATTTTTCAGAATACTTTTATCATCATGCTT
TGAAAAAATATCACGATAATATCCATTGTTCTCACGGAAGCACACGCAGGTCATT
TGAACGAATTTTTTCGACAGGAATTTGCCGGGACTCAGGAGCATTTAACCTAAAA

AAGCATGACATTTCAGCATAATGAACATTITACTCATGTCTATTTTCGTTCTTTTCT

GTATGAAAATAGTTATTTCGAGTCTCTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACCTA
AATAGAGATAAAATCATCTCAAAAAAATGGGTCTACTAAAATATTATTCCATCTA
TTACAATAAATTCACAGAATAGTCTTTTAAGTAAGTCTACTCTGAATITTTTTAAA
AGGAGAGGGTAAAGAGTGAGAAGCAAAAAATTGTGGATCAGCTTGTTGTTTGCG

TTAACGTTAATCTTTACGATGGCGTITCAGCAACATGTCTGCGCAGGCT (SEQ ID
NO:1)
[0209] La secuencia del propéptido de B. amyloliquefaciens y la secuencia madura de codificacién de nprEy el
terminador de transcripcion se proporcionan en la siguiente secuencia. En esta secuencia, la parte de nprE de
los cebadores 2 y 3 esta subrayada (GCTGAGAATCCTCAGCTTAAAGAAAACCTG; SEQ ID NO:7), mientras que
la parte de npr-r del cebador 4 (GGCTTCACCATGATCATATATGTCAAGCTTGGGGGG; SEQ ID NO:8) se
muestra con doble subrayado.
OCTGAGAATCCTCAGCTTAAAGAAAACCTGACGAATTTTGTACCGAAGCATTCTT
TGGTGCAATCAGAATTGCCTITCTGTCAGTGACAAAGCTATCAAGCAATACTTGAA
ACAAAACGGCAAAGTCTTTAAAGGCAATCCTTCTGAAAGATTGAAGCTGATTGAC
CAAACGACCGATGATCTCGGCTACAAGCACTTCCGTTATGTGCCTGTCGTAAACG
GTGTGCCTGTGAAAGACTCTCAAGTCATTATTCACGTCGATAAATCCAACAACGT
CTATGCGATTAACGGTGAATTAAACAACGATGTTTCCGCCAAAACGGCAAACAGC
AAAAAATTATCTGCAAATCAGGCGCTGGATCATGCTTATAAAGCGATCGGCAAAT
CACCTGAAGCCGTTTCTAACGGAACCGTTGCAAACAAAAACAAAGCCGAGCTGA
AAGCAGCAGCCACAAAAGACGGCAAATACCGCCTCGCCTATGATGTAACCATCC
GCTACATCGAACCGGAACCTGCAAACTGGGAAGTAACCGTTGATGCGGAAACAG
GAAAAATCCTGAAAAAGCAAAACAAAGTGGAGCATGCCGCCACAACCGGAACAG
GTACGACTCTTAAAGGAAAAACGGTCTCATTAAATATTTCTTCTGAAAGCGGCAA
ATATGTGCTGCGCGATCTTTCTAAACCTACCGGAACACAAATTATTACGTACGAT
CTGCAAAACCGCGAGTATAACCTGCCGGGCACACTCGTATCCAGCACCACAAACC
AGTTTACAACTTCTTCTCAGCGCGCTGCCGTTGATGCGCATTACAACCTCGGCAAA
GTGTATGATTATTTCTATCAGAAGTTTAATCGCAACAGCTACGACAATAAAGGCG
GCAAGATCGTATCCTCCGTTCATTACGGCAGCAGATACAATAACGCAGCCTGGAT
CGGCGACCAAATGATTTACGGTGACGGCGACGGTTCATTCTTCTCACCTCTTTCCG
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GTTCAATGGACGTAACCGCTCATGAAATGACACATGGCGTTACACAGGAAACAG
CCAACCTGAACTACGAAAATCAGCCGGGCGCTTTAAACGAATCCTTCTCTGATGT
ATTCGGGTACTTCAACCATACTGAGGACTGGGATATCGGTGAAGATATTACGGTC
AGCCAGCCOGCTCTCCGCAGCTTATCCAATCCCACAAAATACGGACAGCCTGATA
ATTTCAAAAATTACAAAAACCTTCCGAACACTGATGCCGGCGACTACGGCGGCGT
GCATACAAACAGCGGAATCCCGAACAAAGCCGCTTACAATACGATTACAAAAAT
CGGCGTGAACAAAGCGGAGCAGATTTACTATCGTGCTCTGACGGTATACCTCACT
CCGTCATCAACTTTTAAAGATGCAAAAGCCGCTTTGATTCAATCTGCGCGGGACC
TTTACGGCTCTCAAGATGCTGCAAGCGTAGAAGCTGCCTGGAATGCAGTCGGATT
GTAAACAAGAAAAGAGACCGGAAATCCGOGTCTCTTTTTTATATCTAAAAACATTT
CACAGTGGCTTCACCATGATCATATATGTCAAGCTTGGGGGG (SEQ ID NO:2)

[0210] La secuencia de aminoacidos del NprE de longitud completa (secuencia pre, pro y madura) se
proporciona a continuacion:

MGLGKKLSVAVAASFMSLTISLPGVQAAENPQLKENLTNFVPKHSLVQSELPSVSDK
AIKQYLKQNGKVKGNPSERLKLIDQTTDDLGYKHFRYVPVVNGVPVKDSQVIIHVDK.
SNNVYAINGELNNDVSAKTANSKKLSANQALDHAYKAIGKSPEAVSNGTVANKNKA
ELKAAATKDGKYRLAYDVTIRYIEPEPANWEVTVDAETGKILKKQNKVEHAATTGT
GTTLKGKTVSLNISSESGKY VLRDLSKPTGTQITYDLQNREYNLPGTLVSSTTNQFTT
SSQRAAVDAHYNLGKVYDYFYQKFNRNSYDNKGGKIVSSVHYGSRYNNAAWIGDQ
MIYGDGDGSFFSPLSGSMDVTAHEMTHGVTQETANLNY ENQPGALNESFSDVFGYF
NDTEDWDIGEDITVSQPALRSLSNPTKYGQPDNFKNYKNLPNTDAGDYGGVHTNSGI
PNKAAYNTITKIGVNKAEQIYYRALTVYLTPSSTFKDAKAALIQSARDLYGSQDAASY
EAAWNAVGL (SEQ ID NO:3)

[0211] En algunas formas de realizacién alternativas, la siguiente secuencia de NprE se utiliza en la presente
invencion.
10
VRSKKLWISLLFALTLIFTMAFSNMSAQAAENPQLKENLTNFVPKHSLVQSELPSVSD
KAIKQYLKONGKVFKGNPSERLKLIDQTTDDLGYKHFRYVPVVNGVPVKDSQVIIHV
DKSNNVYAINGELNNDVSAKTANSKKLSANQALDHAYKAIGKSPEAVSNGTVANKN
KAELKAAATKDGKYRLAYDVTIRYIEPEPANWEVTVDAETGKILKKQNKVEHAATT

GTGTTLKGKTVSLNISSESGKYVLRDLSKPTGTQIUTYDLQNREYNLPGTLVSSTTNQF

TTSSQRAAVDAHYNLGKVYDYFYQKFNRNSYDNKGGKIVSSVHYGSRYNNAAWIG

DQMIYGDGDGSFFSPLSGSMDVTAHEMTHGVTQETANLNYENQPGALNESFSDVEG

YFNDTEDWDIGEDITVSQPALRSLSNPTKY GQPDNFKNYKNLPNTDAGDYGGVHTNS
GIPNKAAYNTITKIGVNKAEQIY YRALTVYLTPSSTEKDAKAALIQSARDLY GSQDAA
SVEAAWNAVGL (SEQ ID NO:4)

15 [0212] Las secuencias de cebador usadas en estos experimentos de PCR se proporcionan a continuacion:
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Cebadores usados en experimentos de PCR
Numero de Secuencia SEQID NO:
cebador
1 5-GAGCTGGGTAAAGCCTATGAAT-3' SEQ ID NO:5
2 S-CAGGTTTTCTTITAAGCTGAGGATTCTCAGC- SEQ ID NO:9
AGCCTGCGCAGACATGTTGCTGAAC-3’
3 5-GTTCAGCAACATGTCTGCGCAGGCT- SEQ ID NO:10
GCTGAGAATCCTCAGCTTAAAGAAAACCTG-3"
4 5'- CCCCCCAAGCTTGACATATATGATCATGGTGAAGCC-3' SEQ ID NO:11

[0213] Los cebadores 2 y 3 son complementos inversos el uno del otro y se corresponden a hebras no
codificantes (n. ¢ 2) o codificantes (n. ¢ 3) de los ADN cromosémicos. Para la hebra codificante, se corresponden
a los 25 ultimos pares de bases de la secuencia sefial de aprE y los primeros 30 pares de bases del propéptido
de nprE. El cebador n. ° 4 es el complemento inverso de la secuencia subrayada, que comprende 24 pares de
bases 3' del coddén de terminacién de nprE y el terminador con un sitio de Hindlll introducido precedido por seis
residuos de dCTP, para proporcionar una llamada «grapa» que permite un corte mas eficaz con la endonucleasa
de restriccion Hindlll, puesto que algunas enzimas de restriccion escinden de forma poco eficaz si su secuencia
de reconocimiento se localiza en los extremos de los fragmentos de ADN.

[0214] Los dos fragmentos de PCR se generaron con el siguiente protocolo y reactivos (salvo el molde de ADN y
los cebadores de oligonucleétidos) del kit ADN polimerasa rTTH, XL de Applied Biosystems:

40.6 pl de H0

30 pl de tampédn 3.3x de PCR de rTthr

10 pl de 2 mM de mezcla de dNTP

4.4 pl de 25 mM de Mg-acetato

5 ul de 50 uM de cebador n. ¢ 1 o n. ¢ 3 (cebadores directos)

5 ul de 50 pM de cebador n. ©2 o n. ? 4 (cebadores inversos)

2 ul de ADN cromosoémico de B. subtilis o B. amyloliquefaciens
2 pl de polimerasa rTth

1 ul de polimerasa Pfu Turbo

100 pl volumen total de reaccién

[0215] Las condiciones de PCR usadas en estos experimentos fueron (95 °C, 30 s/58 °C, 30 s/68 °C, 1 min) x 30
ciclos seguido de un rapido enfriamiento a 4 °C. Las reacciones se llevaron a cabo sobre geles de preparacion
de agarosa/TBE al 1.2 %, siendo los fragmentos de tamafio apropiado escindidos y purificados por medio del kit
de extracciéon de gel QIAGEN®. En una segunda fusion, se llevaron a cabo reacciones por PCR en las que los
ADN cromosémicos se reemplazaron por 1 ul de cada uno de los dos fragmentos separados y Unicamente se
usaron los cebadores externos n. 2 1y n. 2 2. Se usaron las mismas condiciones de PCR descritas anteriormente.
Debido a que se formaron extremos complementarios en los dos fragmentos derivados del uso de los cebadores
complementarios 2 y 3 en las primeras PCR, los dos fragmentos se fusionaron con precision.

[0216] El fragmento de fusion se digiri6 con EcoRIl y Hindlll y el gel se purificé tal y como se describio
anteriormente. El pldsmido de integracién pJM102 también se digiri6 con EcoRly Hindlll y, a continuacion, el
plasmido lineal se purificd con gel y se ligé por medio de técnicas estandar al fragmento de fusion apr/npr
digerido. Esta reaccion de ligamiento se utilizé posteriormente para transformar directamente una cepa de B.
subtilis inducida por xilosa.

[0217] Tras la purificacion, los dos fragmentos se generaron por PCR con los cebadores 1 y 2 del ADN
cromosomico de B. subtilis natural y con los cebadores 3 y 4 del ADN cromosémico de una cepa de B.
amyloliquefaciens. Este fragmento se purificé de nuevo del modo descrito anteriormente, seguido de la ruptura
con EcoRI and Hindlll al igual que en la digestion del plasmido de integracion pJM102 y el posterior ligamiento
del fragmento de fusion con el plasmido. La secuencia de fusién de varios transformantes se realiz6 a partir del
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cromosoma para verificar la ausencia de mutaciones derivadas de la PCR. A continuacion uno de estos se
amplific6 de manera gradual a partir de 5 - 25 mg/mL de cloranfenicol, el marcador seleccionable sobre pJM102,
para coamplificar el casete de expresion enlazado.

[0218] El transformante verificado de la secuencia seleccionada se obtuvo por medio de la seleccion para el
marcador de resistencia de cloranfenicol (CMP) de pJM102 en placas de LB/agar que contenian 5 mg/ml de
CMP. A continuacién, se inocul6 en caldo de LB a 10 mg/ml de CMP toda la noche a 37 °C, con una agitacion de
250 RPM. Después, este cultivo se sembré en estrias en placas de LB/agar con 10 mg/ml de CMP para aislar
colonias individuales. A continuacién, se inocul6 una colonia en caldo de LB a 25 mg/ml de CMP toda la noche a
37 °C, con una agitacion de 250 RPM. Después, este cultivo se sembr6 en estrias en placas de LB/agar con 25
mg/ml de CMP para aislar colonias individuales. Estas colonias se recolectaron y almacenaron en glicerol a -
70 °C hasta su uso, como se conoce en la técnica.

[0219] La delecion de las dos proteasas no esenciales presentes en B. subtilis (aprE y nprE), asi como de
amilasa, redujo el nivel total de proteasa extracelular durante la produccion de metaloproteasa. EI ADN que
codificaba la metaloproteasa neutra se cloné en un hospedador de delecion de amilasa. El comK inducible para
el desarrollo de la competencia se insert6 en el medio del locus de amilasa, con lo que la cepa es «ami». La
secrecion de la proteina expresada se garantiz6 al insertar los nucleétidos que codificaban la secuencia sefal
antes de la secuencia de codificacion del gen.

EJEMPLO 2

Expresion y fermentacion de MULTIFECT® Neutral purificada y de la metaloproteasa neutra (nprE)
recombinante

[0220] La bacteria Bacillus subtilis recombinante producida del modo descrito en el Ejemplo 1 se cultivd por
medio de una fermentacion discontinua convencional en un medio nutritivo como se describe a continuacién. Se
uso6 un vial de glicerol (preparado del modo descrito en el Ejemplo 1) de un cultivo de B. subtilis que contenia la
metaloproteasa neutra de B. amyloliquefaciens para inocular 600 ml de medio SBG al 1 % que contenia 200
mg/L de cloranfenicol. Los cultivos se dejaron cultivar durante 48 horas a 37 °C, tras lo que el fluido de cultivo se
recuperé mediante centrifugacién a 12 000 rpm, como se conoce en la técnica. Este procedimiento se realiz6 por
duplicado. Las concentraciones enzimaticas totales que se obtuvieron se encontraban en el intervalo de
aproximadamente 1.4y 2 g/L.

EJEMPLO 3
Purificacion y caracterizacion de la metaloproteasa neutra

[0221] Este Ejemplo describe los métodos usados para purificar la metaloproteasa neutra expresada por los
organismos descritos en el Ejemplo 2. Tras 36 horas de incubaciéon a 37 °C, el caldo de fermentacién de
recuperd y se centrifugé a 12 000 rpm (centrifugadora SORVALL® modelo RC5B). Las metaloproteasas neutras
secretadas se aislaron del fluido de cultivo y se concentraron aproximadamente 10 veces por medio de un
sistema de filtrado Amicon 8400 con un punto de corte de 10 kDa de BES (polietersulfona).

[0222] EI sobrenadante concentrado se someti6 a dialisis toda la noche a 4 °C frente a 25 mM de tampén MES,
pH 5.4, que contenia 10 mM de NaCl. A continuacion, el dialisato se cargé en una columna de intercambio de
cationes Porous HS20 (volumen total ~ 83 mL; capacidad de union ~ 4.5 g proteina/mL columna; Waters) como
se describe a continuacion. La columna se equilibré6 previamente con 25 mM de tampdén MES, pH 5.4, que
contenia 10 mM de NaCl. A continuacién, se cargaron aproximadamente 200-300 mL de muestra en la columna.
La proteina unida se eluy6 por medio de un gradiente de pH de 5.4 a 6.2 sobre 10 voliumenes de columna de
tampon MES. La elucién de la proteina fue entre un pH de 5.82 y de 6.0, y se evaludé por medio de la actividad
proteolitica descrita en la presente memoria y de NUPAGE® SDS-PAGE (Novex) al 10 % (p/v). La proteasa
neutra que contenia fracciones se acumuld entonces. Se afadieron sales de calcio y cloruro de cinc en la
proporcion de 3:1 antes del ajuste del pH a 5.8. Se usé Perceptive Biosystems BIOCAD® Vision (GMI) para
purificar la proteina.

[0223] La proteina purificada, que se evalué por medio de NUPAGE® SDS-PAGE al 10 % (p/v), se determin6
que era homogénea, con una pureza superior al 95 %. Normalmente, menos del 1% de las preparaciones
purificadas mostraron una actividad de proteasa serinica cuando se las evalu6 por medio del ensayo de
proteasas estandar con el sustrato pequeno, suc-p-AAPF-pNA (N-succinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Fe-p-nitroanilida)
(Sigma). Este ensayo se llevo a cabo en formato de placas de microtitulacién (96 pocillos) mediante un tampoén
de 100 mM de Tris-HCI, pH 8.5, que contenia 10 mM de CaCl, y TWEEN®-80 al 0.005 %. El sustrato (p-AAPF
NA) se preparé al elaborar una solucién madre de 160 mM en DMSO (dimetilsulféxido) (100 mg/ml) y diluir esta
solucion madre 100 veces con el tampén de Tris-HCI que contenia CaCl, y TWEEN®-80 al 0.005 %. A
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continuacion, se afadieron 10 uL de solucién de proteasa diluida (las diluciones se prepararon por medio de
100 mM de tampén de Tris-HCI, pH 8.5, que contenia 10 mM de CaCl, y TWEEN-80 al 0.005 %) a 190 uL de una
solucion de p-AAPF de 1mg/ml. El ensayo se mezcl6 durante 5 minutos y el cambio cinético a 410 nm se leyé de
2 a 5 minutos. Se midié la pendiente de la respuesta y se usé de indicadora de la cantidad de actividad de
proteasa serinica. La proteina se formuld para su almacenamiento por medio de 25 mM de tampén MES, pH 5.8,
que contenia 1 mM de cloruro de cinc, 4 mM de cloruro calcico y propilenglicol al 40 %.

EJEMPLO 4
Afinidad de la metaloproteasa neutra (PMN) MULTIFECT® purificada por cationes de calcio y de cinc

[0224] En este Ejemplo, se describen los métodos para determinar la afinidad de la metaloproteasa neutra
(PMN) preparada segun se ha descrito en los Ejemplos anteriores. Se llevaron a cabo las afinidades de la PMN
por iones de calcio y de cinc por medio de los indicadores fluorescentes Fluo-3 y FluoZin-3, obtenidos
respectivamente de Molecular Probes. Todas las medidas de fluorescencia se registraron en un
espectrofotometro de luminiscencia LS50B (Perkin-Elmer). Se supervis6 la uniéon de Fluo-3 por medio de una
excitacion a 500 nm y los espectros de emision se registraron de 505 a 550 nm. De manera similar, se supervis6
la union de FluoZin-3 por medio de una excitacion a 495 nm y los espectros de emision se recopilaron de 500 a
550 nm. El ancho de ranura tanto de la excitacion como de la emision se estableci6 en 2.5 nm.

[0225] En estas determinaciones, 100 uM de metaloproteasa neutra en 50 mM de tampén Tris-HCI, pH 8.4, se
sometieron a titulacién, con unas cantidades cada vez mayores del indicador relevante. Las curvas de titulacién
se muestran en la Figura 1. En esta Figura, los triangulos representan los datos de unién de la curva obtenidos
para Zn**, por medio del tinte Fluo-Zin3 supervisado a 516 nm, mientras que los circulos representan los datos
obtenidos para Ca®* por medio del tinte Fluo-3 supervisado a 522 nm. Las constantes de asociacion (Ka) para el
cinc y el calcio (asumiendo que hay un solo sitio de unioén) se determinaron que eran 0.401 nM y 0.037 nM,
respectivamente. Estos resultados indican que la metaloproteasa neutra MULTIFECT® purificada se uni6 al i6n
de cinc con una afinidad aproximadamente 10 veces mayor que la del ién de calcio. En funcién de la unién mas
débil del calcio, los experimentos iniciales de ingenieria de proteinas estan pensados para que o bien (i) se
disefie un sitio o sitios de unién a calcio mas fuertes y/o (ii) se elimine la exigencia de estabilidad estructural para
el calcio (por ejemplo, estabilizar la proteina a méas de un 80 %).

EJEMPLO 5
Estabilidad en el almacenamiento

[0226] En este Ejemplo, se describen los experimentos realizados para evaluar la estabilidad en el
almacenamiento de PMN y de la metaloproteasa neutra recombinante de B. amyloliquefaciens expresada
en B. subtilis. La protedlisis de dichas preparaciones de metaloproteasa neutra se evalué en presencia de
soluciones cada vez mayores (de 0 % hasta 10 % inclusive) de LAS (sulfato sodico de laurilo; Sigma). Los
fragmentos proteoliticos generados a partir de la metaloproteasa neutra MULTIFECT® purificada (PMN) se
observaron por medio de de NUPAGE® SDS-PAGE al 10 % (p/v).

[0227] La estabilidad en el almacenamiento de la metaloproteasa neutra recombinante de B. amyloliquefaciens
expresada en B. subtilis y producida del modo descrito anteriormente se determind con el tampdn solamente
(50 mM de tampon Tris-HCI, pH 8.4) y en presencia de base de detergente obtenida de Procter & Gamble. El
tampon y/o base de detergente contenia iones de cinc, iones de calcio o una combinacién de estos. La
concentracion tanto de los iones de cinc como de calcio se vari6é de 0 a 25 mM. Estos resultados se compararon
en todo momento con los de la metaloproteasa neutra incubada solamente en el tampén.

Ensayos de proteasas

Ensayo de azocaseina:

[0228] El ensayo de punto final de azocaseina se utilizo para evaluar la cantidad de protedlisis que se produjo en
determinadas condiciones. En dichos ensayos, se incubaron 75 uL de enzima con un exceso de iones de calcio o
cinc o de ambos afnadidos a 250 pl de azocaseina (Sigma) al 1 % (p/v). La reaccién continué a 30 °C durante 15
minutos, tras lo cual se afadié acido tricloroacético al 10 % (p/v) para detener la reaccién. La proteina precipitada
y la azocaseina no reaccionada se eliminaron por centrifugacion durante 10 minutos a 14 000 rpm. El color del
grupo azo se desarroll6 por adicion de 750 pL de 1 M de hidréxido sodico. El desarrollo del color continu6
durante 5 minutos, tras lo cual la reaccién se detuvo y se midi6 la absorbancia a 440 nm.
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Ensayo de caseina succinilada y TNBSA:

[0229] La actividad de la metaloproteasa neutra se determind por medio del QuantiCleave Protease Assay Kit™
(Pierce). Este ensayo se basa en la digestion de caseina succinilada por la enzima. Los grupos amino primarios
formados se reaccionan entonces con &cido trinitrobenceno sulfonico (TNBSA) y forman un complejo coloreado
que presenta una absorbancia maxima a 450 nm. El ensayo se lleva a cabo en formato de microtitulacion de 96
pocillos. El ensayo necesita una incubacion de 15 minutos con la caseina succinilada y una reacciéon de 15
minutos con el TNBSA. En el transcurso de ambas incubaciones, las muestras se colocan sobre un agitador. La
TPCK-tripsina (Pierce) es el estandar general usado para las determinaciones de actividad de proteasa total. No
obstante, las condiciones 6ptimas de actividad para proteasas especificas exigen el uso de la proteasa de
interés. En el caso de los ensayos llevados a cabo en dichos experimentos, se utilizaron tanto la tripsina como la
proteasa de interés para calibrar el ensayo. La exactitud del ensayo exige que las diluciones estandar hechas de
0.5 mg/mL de tripsina siempre den lugar a valores de absorbancia (a 450 nm) por debajo de 0.5.

[0230] Cada muestra se midi6 en relacién con un control que no contenia caseina. El cambio observado de
absorbancia (AAbs(450 nm)) explica la interferencia de los grupos amino de caseina. Asimismo, se corrigio
también de este modo cualquier interferencia posible de los grupos amino primarios en el tampén y/u otros
componentes del detergente. La actividad de todas las muestras se determind en relacion con el detergente sin
metaloproteasa neutra afadida, asi como para la enzima incubada en el tampén de borato BupH™
proporcionado con el kit, durante el mismo periodo de tiempo y a la misma temperatura.

[0231] Esta prueba es un ensayo de punto final, en el que se usaron 50 mM de tampdn de borato, pH 8.5, a
32 °C. Los ensayos de proteasa se llevaron a cabo normalmente por duplicado. En la mayoria de experimentos
para determinar las medidas de estabilidad, se diluyeron la proteina y el detergente por medio del tampén
anteriormente mencionado en 1:1000, aunque en algunos experimentos las diluciones también fueron de 1:500 o
1:200, con el objetivo de conseguir lecturas en las que la absorbancia de los controles en blanco fuera inferior a
0.5. El espectrofotometro de microtitulacion usado en estos experimentos fue un SpectraMax250® (Molecular
Devices) y todos los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos de unién de proteinas media (Corning).

[0232] Los resultados para las muestras de proteinas estandares (por ejemplo, tripsina y metaloproteasa
purificada) obtenidas en estos ensayos indicaron que existia una respuesta no lineal (puede que sea adecuada
una escala lineal unicamente en un intervalo de ensayo reducido). Por ello, la curva se ajust6 a una funcién
cuadratica donde f = yo+ax’+bx; f se ajusta a y (SigmaPIot® v. 9; SPSS, Inc.). Por tanto, si se usaba una ecuacién
lineal para cuantificar la cantidad de proteina, se obtenian datos poco exactos; se observé que se necesitaba la
ecuacion cuadratica para obtener resultados exactos. Cabe resaltar que el inserto del kit del fabricante (Pierce)
indica que puede que los resultados se ajusten, siendo «x» una escala logaritmica.

EJEMPLO 6
Efecto del pH y LAS sobre la actividad de la metaloproteasa neutra

[0233] También se determiné el pH éptimo de la actividad para 0.36 mg/mL de nprE formulada. Los tampones
investigados en este estudio fueron 50 mM de acetato sédico en el intervalo de pH de 3.5-5.5 (pKa = 4.76), 50
mM de tamp6n MES en el intervalo de pH de 5.5 a 7.0 (pKa = 6.10) y 50 mM de tamp6n Tris-HCI a pH 8.4. Se
determiné que el pH éptimo para la nprE formulada se encontraba entre 5.5y 6.0.

[0234] Se investigd el efecto del componente de detergente LAS sobre la actividad de 0.36 mg/ml de nprE
formulada mediante incubacion con LAS al 0 a 1 % (p/v). Los resultados se muestran en el grafico que se
proporciona en la Figura 2. Como indican estos resultados, el componente de detergente inactiva la proteasa de
manera significativa, con lo que se hace necesario de este modo un medio para estabilizar la proteasa frente a
este efecto perjudicial.

[0235] En algunos experimentos, se utilizd la composicién de detergente liquido de alta densidad (HDL)
denominada «TIDE® 2005», ofrecida por Procter & Gamble. Tal y como se suministrd, este detergente contenia
todos los componentes necesarios, salvo la metaloproteasa neutra de la presente invencién.

Estabilidad en el almacenamiento en base de detergente liguido en funcién del tiempo

[0236] La prueba de estabilidad se llevé a cabo en un modo de minialmacenamiento. Las condiciones que iban a
variar y las diversas concentraciones de sales de cloruro calcico y de cinc que iban a anadirse se evaluaron por
medio de una matriz disefiada con el software FusionPro™ (S-Matrix). La siguiente tabla resume las condiciones
que se probaron para establecer la estabilidad en el almacenamiento a largo plazo de la metaloproteasa neutra
de B. amyloliquefaciens.
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Tabla 6. Condiciones de prueba de almacenamiento a largo plazo
Condicion [CaClz] (mM) [ZnCl2] (mM)
1 15 -
2 7.5 7.5
3 - 15
4 - -
5 12 3
6 - -
7 - 15
8 7.5 7.5
9 15 -
10 15 15
11 12 3

[0237] El volumen final de cada condicion sometida a prueba fue de 1 mL. TIDE® 2005 se dosificé con 0.36 mg
de enzima/mL. El fluido de cultivo formulado y la metaloproteasa recombinante purificada se incubaron en la
base de TIDE® 2005 a 32 °C durante un periodo de aproximadamente 4 semanas. La estabilidad en el
almacenamiento de la metaloproteasa en detergente se compar6 con la estabilidad de la metaloproteasa neutra
en 50 mM de tampén MES, pH 5.8.

[0238] Antes de la prueba, las muestras se diluyeron 5 entre 1000 por medio de un tampdn de ensayo (50 mM
de tampén de borato, pH 8.5). Se determind la actividad residual y se comparé en relacién con la metaloproteasa
neutra en el tampén de ensayo. Todas las medidas se determinaron por duplicado. Cada muestra se sometié a
prueba en paralelo con los ensayos en blanco apropiados (es decir, el detergente, el tampén y cualquier aditivo
necesario sometidos a prueba). A continuacion, las muestras se sometieron a ensayo del modo descrito en las
instrucciones que se proporcionan en el QuantiCleave = Protease Assay Kit (Pierce).

[0239] En la Figura 22 se muestran los resultados de estas pruebas de estabilidad realizadas durante un periodo
de 3-4 semanas. En TIDE® 2005, la metaloproteasa neutra en ausencia de iones (es decir, sin sal afiadida)
perdi6é rapidamente toda su actividad proteolitica/hidrolitica frente a la caseina. De hecho, se determin6é que
menos de un 20 % de la actividad permanecié tras menos de 1 hora de incubacion. En contraste, la incubacion
de nprE en TIDE@ 2005 que contenia iones de cinc (hasta 15 mM inclusive) estabilizd la proteasa y evit6 la
protedlisis durante un periodo de 7 dias. Por ello, la presencia de iones de cinc en esta formulacién funciond bien
a la hora de mantener al menos un 60 % de la actividad de proteasa. De manera similar, una concentracion de
7.5 mM de iones de cinc dio lugar a un efecto de estabilizacion similar. Esta concentracion de iones de cinc es
muy baja y se contempla que se utilice en una variedad de formulaciones de detergente. En estos experimentos,
no se produjo un efecto afadido por la inclusion de iones de calcio. Asimismo, la adicion de iones de calcio que
excediera los 15 mM y hasta 25 mM inclusive indujo la precipitacion cuando se afadio a la base TIDE® 2005.
Aungue no se pretende que la presente invencion se vea limitada por ningdn mecanismo en concreto, se
contempld que la ausencia de efecto de la adicién de iones de calcio en la estabilizacién de proteasa en dichos
experimentos fue resultado de la composicién detergente.

[0240] Para la termolisina, que presenta un 55 % de identidad de secuencia de amino&cidos con la
metaloproteasa neutra de B. amyloliquefaciens (alineamiento de secuencias realizado por medio de CLUSTAL
W, v. 1.82), se ha demostrado claramente que los iones de cinc resultan fundamentales para la actividad,
mientras que los iones de calcio y la modificacién por ingenieria genética de los sitios de unién a calcio han
demostrado que desempenan una funcion en la estabilizaciéon (véanse, por ejemplo, Mansfield., et al., J. Biol.
Chem., 272:11152-11156 [1997]; y Van den Berg et al., Biotechnol. Appl. Biochem., 30:35-40 [1999]).

[0241] En formas de realizacion alternativas, otros cationes (por ejemplo, Co®*, Mn** y Fe®*) se utilizan en la
presente invencion para la estabilizacion de metaloproteasa neutra de B. amyloliquefaciens. Ello contrasta con
datos anteriores que indican que ninguno de estos iones dio lugar a un restablecimiento al 100 % de la actividad
especifica (Holmquist. y Vallee, J. Biol. Chem., 249:4601-4607 [1974]). Se contempla que dichos iones afectaran
a la estabilidad al evitar el despliegue y posterior degradacién proteolitica de la metaloproteasa. Sin embargo, no
se pretende que la presente invencion se vea limitada por ningiin mecanismo de actuacién en concreto.
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EJEMPLO 7
Produccion de proteasa NprE en B. subtilis por medio del vector de expresion de nprE pUBnprE

[0242] En este Ejemplo, se describen los experimentos realizados para producir proteasa NprE en B. subtilis, en
concreto los métodos usados en la transformacién de plasmido pUBnprE en B. subtilis. La transformacion se
llevé a cabo del modo conocido en la técnica (véase, por ejemplo, el documento WO 02/14490). La secuencia de
ADN (secuencia de ADN de nprE lider, nprE pro y nprE madura de B.amyloliquefaciens) que se proporciona a
continuacion codifica la proteina precursora de NprE:

GTGGGTTTAGGTAAGAAATTGTCTGTTGCTGTCGCCGCTTCCTTTATGAGTTTAAC
CATCAGTCTGCCGGGTGTTCAGGCCGCTGAGAATCCTCAGCTTAAAGAAAACCTG

ACGAATTTTGTACCGAAGCATTCTTTGGTGCAATCAGAATTGCCTTCTGTCAGTGA
CAAAGCTATCAAGCAATACTTGAAACAAAACGGCAAAGTCTTTAAAGGCAATCCT

TCTGAAAGATTGAAGCTGATTGACCAAACGACCGATGATCTCGGCTACAAGCACT
TCCGTTATGTGCCTGTCGTAAACGGTGTGCCTGTGAAAGACTCTCAAGTCATTATT
CACGTCGATAAATCCAACAACGTCTATGCGATTAACGGTGAATTAAACAACGATG
TTTCCGCCAAAACGGCAAACAGCAAAAAATTATCTGCAAATCAGGCGCTGGATCA
TGCTTATAAAGCGATCGGCAAATCACCTGAAGCCGTTTCTAACGGAACCGTTGCA
AACAAAAACAAAGCCGAGCTGAAAGCAGCAGCCACAAAAGACGGCAAATACCG
CCTCGCCTATGATGTAACCATCCGCTACATCGAACCGGAACCTGCAAACTGGGAA
GTAACCGTTGATGCGGAAACAGGAAAAATCCTGAAAAAGCAAAACAAAGTGGAG
CATGCCGCCACAACCGGAACAGGTACGACTCTTAAAGGAAAAACGGTCTCAT
TAAATATTTCTTCTGAAAGCGGCAAATATGTGCTGCGCGATCTTTCTAAACCT
ACCGGAACACAAATTATTACGTACGATCTGCAAAACCGCGAGTATAACCTGC
CGGGCACACTCGTATCCAGCACCACAAACCAGTTTACAACTTCTTCTCAGCG

FUSMNTEONTT T AT I A TTASTA ALENT N h A A d
LULVCIUULLAATTLIUgALIULULALIAUVAALCIVUUOUOLAAAWL

CAGAAGTTTAATCGCAACAGCTACGACAATAAAGGCGGCAAGATCGTATCCT
CCGTTCATTACGGCAGCAGATACAATAACGCAGCCTGGATCGGCGACCAAAT
GATTTACGGTGACGGCGACGGTTCATTCTTCTCACCTCTTTCCGGTTCAATG
GACGTAACCGCTCATGAAATGACACATGGCGTTACACAGGAAACAGCCAACC
TGAACTACGAAAATCAGCCGGGCGCTTTAAACGAATCCTTCTCTGATGTATT
CGGGTACTTCAACGATACTGAGGACTGGGATATCGGTGAAGATATTACGGTC
AGCCAGCCGGCTCTCCGCAGCTTATCCAATCCGACAAAATACGGACAGCCTG
ATAATTTCAAAAATTACAAAAACCTTCCGAACACTGATGCCGGCGACTACGG
CGGUGTGCATACAAACAGCGGAATCCCGAACAAAGCCGCTTACAATACGATT
ACAAAAATCGGCGTGAACAAAGCGGAGCAGATTTACTATCGTGCTCTGACGG
TATACCTCACTCCGTCATCAACTTTTAAAGATGCAAAAGCCGCTTTGATTCAA
TCTGCGCGGGACCTTTACGGCTCTCAAGATGCTGCAAGCGTAGAAGCTGCCT
GGAATGCAGTCGGATTGTAA (SEQ ID NO:12)

[0243] En la secuencia anterior, la negrita sefiala el ADN que codifica la proteasa NprE madura, la fuente
estandar sefala la secuencia lider (nprE lider) y el subrayado sefala las secuencias pro (nprE pro). La secuencia
de aminodcidos (secuencia de ADN de NprE lider, NprE pro y NprE madura) (SEQ ID NO:13) que se proporciona
a continuacion codifica la proteina precursora de NprE. En esta secuencia, el subrayado sefala la secuencia pro
y la negrita sefala la proteasa NprE madura. La SEQ ID NO:17 proporciona la secuencia de NprE pro separada
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de la secuencia de NprE madura y la SEQ ID NO:18 proporciona la secuencia de NprE madura. Esta secuencia
se utilizé de base para la elaboracién de las genotecas de variantes descritas en la presente memoria.

MGLGKKLSVAVAASFMSLTISLPGVQAAENPOQLKENLTNFVPKHSLVQSELPSVSDK

AIKOYT KONGKVFKGNPSERLKLIDQTTDDL.GYKHFRYVPVVNGVPVKDSQVIIHVD
KESNNVYAINGELNNDVSAKTANSKKI SANQALDHAYKAIGKSPEAVSNGTVANKNK

AELKAAATKDGKYRLAYDVTIRYIEPEPANWEVTVDAETGKILKKONKVEHAATTG
TGTTLKGKTVSLNISSESGKYVLRDLSKPTGTQITYDLQNREYNLPGTLVSSTTN
QFTTSSQRAAVDAHYNLGKVYDYFYQKFNRNSYDNKGGKIVSSVHYGSRYNNA

AWIGDQMIYGDGDGSFFSPLSGSMDVTAHEMTHGVTQETANLNYENQPGALNE
SFSDVFGYFNDTEDWDIGEDITVSQPALRSLSNPTKYGQPDNFKNYKNLPNTDAG
DYGGVHTNSGIPNKAAYNTITKIGVNKAEQIYYRALTVYLTPSSTFKDAKAALIQ
SARDLYGSQDAASVEAAWNAVGL (SEQ ID NO:13)

AENPQLKENLTNFVPKHSLVQSELPSVSDKAIKQYLKQNGKVFKGNPSERLKLIDQTT
DDLGYKHFRYVPVVNGVPVKDSQVIIHVDKSNNVY AINGELNNDVSAKTANSKKLS

ANQALDHAYKAIGKSPEAVSNGTVANKNKAELKAAATKDGKYRLAYDVTIRYIEPE

PANWEVTVDAETGKILKKQNKVEH (SEQ ID NO:17)

AATTGTGTTLKGKTVSLNISSESGKY VLRDLSKPTGTQITYDLQNREYNLPGTLVSST
TNQFTTSSQRAAVDAHYNLGKVYDYFYQKFNRNSYDNKGGKIVSSVHYGSRYNNA

AWIGDQMIY GDGDGSFFSPLSGSMDVTAHEMTHGVTQETANLNYENQPGALNESES

DVFGYFNDTEDWDIGEDITVSQPALRSLSNPTKYGQPDNFKNYKNLPNTDAGDYGG

VHTNSGIPNKAAYNTITKIGVNKAEQIY YRALTVYLTPSSTFKDAKAALIQSARDLYG
SQDAASVEAAWNAVGL (SEQ ID NO:18)

[0244] El vector de expresion de pUBnprE se construyé al amplificar el gen de nprE del ADN cromosémico de B.
amyloliquefaciens por PCR por medio de dos cebadores especificos:

Oligo AB 1740: CTGCAGGAATTCAGATCTTAACATTTTTCCCCTATCATTTTTCCCG (SEQ ID NO:19)

Oligo AB 1741: GGATCCAAGCTTCCCGGGAAAAGACATATATGATCATGGTGAAGCC (SEQ ID NO:20)

[0245] La PCR se llevé a cabo en un termociclador con ADN polimerasa Phusion High Fidelity (Finnzymes). La
mezcla de PCR contenia 10 pl de 5x tampén (Finnzymes Phusion), 1 ul de 10mM de dNTP, 1.5 ul de DMSO, 1
pl de cada cebador, 1 pl de ADN polimerasa Phusion de Finnzymes, 1 pl de solucion de ADN cromos6mico
50ng/ul, 34.5 pl de agua MilliQ. Se utiliz6 el siguiente protocolo:

Protocolo de PCR:

[0246]
1) 30s98 °C;
2) 10s98 C;
3) 20s55 C;
4) 1min72 °C;
5) 25ciclosdelos pasos2a4;y
6) 5min72 °C.

[0247] Ello dio lugar a un fragmento de ADN de 1.9 kb que se digiri6 por medio de las enzimas de restriccion del
ADN Bglll y Bcll. El vector de Bacillus pUB 110 de copia mdltiple (véase, por ejemplo, Gryczan, J. Bacteriol.,
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134:318-329 [1978]) se digiri6 con BamHI. El fragmento de PCR x Bglll x Bcll se ligd a continuacién en el vector
pUB 110 x BamHlI para formar el vector de expresién pUBnprE (véase la Figura 14).

[0248] pUBnprE se transformé en una cepa de B. subtilis (AprE, AnprE, oppA, AspollE, degUHy32,
AamyE::(xyIR,pxylA-comK). La transformacién en B. subtilis se llevo a cabo del modo descrito en el documento
WO 02/14490. El cultivo selectivo de transformantes de B. subtilis que contenian el vector pUBnprE se llevé a
cabo en matraces de agitacién que contenian 25 ml de medio MBD (un medio definido basado en MOPS) con 20
mg/L de neomicina. El medio MBD se elaboré fundamentalmente del modo conocido en la técnica (véase
Neidhardt et al., J. Bacteriol., 119: 736-747 [1974]), salvo que NH4Clz, FeSO4y CaCl; se dejaron fuera del medio
de base, se usaron 3 mM de K:HPOy4 y el medio de base se complementd con 60 mM de urea, 75 g/L de glucosa
y 1 % de soytone. Asimismo, los micronutrientes se hicieron como una solucién madre de 100 X que contenia en
un litro 400 mg de FeS04.7H>0, 100 mg de MnSO4.H20, 100 mg de ZnSO4.7H20, 50 mg de CuCl».2H-0, 100 mg
de CoCl».6H20, 100 mg de NaMo0Q4.2H20, 100 mg de NazB407.10H20, 10 ml de 1M de CaCl, y 10 ml de 0.5 M
de citrato de sodio. El cultivo se incub6 durante tres dias a 37 °C en una incubadora/agitador (Infors). Este cultivo
dio lugar a la produccién de proteasa NprE secretada con actividad proteolitica tal y como demuestran los
ensayos de proteasas. Se llevo a cabo un andlisis de gel por medio de los geles NuPage Novex 10 % Bis-Tris
gels (Invitrogen, n. ¢ cat. NP0301BOX). Para preparar muestras para el analisis, se mezclaron 2 volimenes de
sobrenadante con 1 volumen de 1M de HCI, 1 volumen de un tampén de muestra 4xLDS (Invitrogen, n. ° cat.
NP0007) y PMSF al 1 % (20 mg/ml) y posteriormente se calentaron durante 10 minutos a 70 °C. A continuacion,
se cargaron 25 uL de cada muestra en el gel, junto con 10 pyL de SeeBlue mas 2 estandares proteicos
previamente manchados (Invitrogen, n. ? cat. LC5925). Los resultados demostraron claramente que la estrategia
de clonacién de nprE descrita en este ejemplo generaba NprE activa producida por B. subtilis.

EJEMPLO 8
Generacion de genotecas de evaluacion del sitio (SEL) de nprE

[0249] En este Ejemplo, se describen los métodos usados en la construccién de SEL de nprE. El vector
pUBnNprE, que contenia el casete de expresion de nprE descrito anteriormente, sirvi6 de molde de ADN. Este
vector contiene un Unico sitio de restriccion de Bglll, del cual se hizo uso en la construccién de la genoteca de
evaluacion del sitio.

[0250] Para generar las genotecas, se usé el vector de expresion pUBnprE, los cebadores, sintetizados en
Invitrogen (desalados, escala de 50 nmol). Las secuencias de los cebadores se proporcionan en la Tabla 8-1.

[0251] Para construir una genoteca de evaluacion del sitio de nprE, se llevaron a cabo tres reacciones de PCR,
incluidas dos PCR de mutagénesis para introducir el codon de interés mutado en la secuencia de ADN de nprE
madura y una tercera PCR para fusionar las dos PCR de mutagénesis para construir el vector de expresion
pUBnNprE, incluido el codén mutado deseado en la secuencia de nprE madura.

[0252] EI método de mutagénesis estuvo basado en el enfoque de mutacién centrado en el coddn, en el que la
creacion de todas las mutaciones posibles en un momento en un triplete de ADN especifico se llevd a cabo por
medio de un cebador de oligonucle6tidos directo e inverso de una longitud de 25 a 45 nucleétidos que encerraba
una secuencia de ADN triple especificamente disefada NNS ((A,C,T o G), (A,C,T o G), (C o G)) que se
correspondia con la secuencia del codon que iba a mutarse y que garantizaba una incorporacién aleatoria de
nucleétidos en dicho codbn especifico de nprE madura. El nimero que aparece en los nombres de los
cebadores (véase Tabla 8-1) se corresponde con la posicién especifica del codén de nprE madura.

[0253] Dos cebadores adicionales usados para construir las bibliotecas de evaluacion del sitio contenian el sitio
de restriccion de Bglll junto con una parte de la secuencia de ADN pUBnprE que flanqueaba el sitio de restriccion
de Bglll. Estos cebadores fueron producidos por Invitrogen (escala de 50nmol, desalados) y se enumeran en la
Tabla 8-1.

Tabla 8-1. Secuencias de cebadores

Nombre cebador Secuencia de cebador y SEQ ID NO:
pUB-Bglll-FW GTCAGTCAGATCTTCCTTCAGGTTATGACC (SEQ ID NO:21)
pUB-BgllI-RV GTCTCGAAGATCTGATTGCTTAACTGCTTC (SEQ ID NO:22)

Cebadores de mutagénesis directos especificos de nprE

nprE4F GTGGAGCATGCCGCCACANNSGGAACAGGTACGACTCTTAA (SEQID
NO:23)
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Cebadores de mutagénesis directos especificos de nprE

nprE12F CAGGTACGACTCTTAAANNSAAAACGGTCTCATTAAATAT (SEQ ID NO:24)
nprE13F GTACGACTCTTAAAGGANNSACGGTCTCATTAAATATTTC (SEQ ID NO:25)
nprE14F CGACTCTTAAAGGAAAANNSGTCTCATTAAATATTTC (SEQ ID NO:26)
nprE23F CATTAAATATTTCTTCTGAANNSGGCAAATATGTGCTGCG (SEQ ID NO:27)
nprE24F TAAATATTTCTTCTGAAAGCNNSAAATATGTGCTGCGCGATC (SEQ ID
NO:28)
nprE33F GTGCTGCGCGATCTTTCTNNSCCTACCGGAACACAAATTAT (SEQID
NO:29)
nprE45F AAATTATTACGTACGATCTGNNSAACCGCGAGTATAACCTG (SEQ ID
NO:30)
nprE46F LEATT)ACGTACGATCTGCAANNSCGCGAGTATAACCTGCC (SEQID
31
nprE47F CGTACGATCTGCAAAACNNSGAGTATAACCTGCCGGG (SEQ ID NO:32)
nprE49F GATCTGCAAAACCGCGAGNNSAACCTGCCGGGCACACTC (SEQID
NO:33)
nprE50F CTGCAAAACCGCGAGTATNNSCTGCCGGGCACACTCGTATC (SEQID
NO:34)
nprE54F GAGTATAACCTGCCGGGCNNSCTCGTATCCAGCACCAC (SEQ ID NO:35)
nprE58F CGGGCACACTCGTATCCNNSACCACAAACCAGTTTAC (SEQ ID NO:36)
nprE59F GCACACTCGTATCCAGCNNSACAAACCAGTTTACAAC (SEQ ID NO:37)
nprE6OF CACTCGTATCCAGCACCNNSAACCAGTTTACAACTTC (SEQ ID NO:38)
nprE65F CCACAAACCAGTTTACANNSTCTTCTCAGCGCGCTGC (SEQ ID NO:39)
nprE66F CAAACCAGTTTACAACTNNSTCTCAGCGCGCTGCCGTTG (SEQ ID NO:40)
nprE87F GTGTATGATTATTTCTATNNSAAGTTTAATCGCAACAG (SEQ ID NO:41)
nprE9QOF ATTATTTCTATCAGAAGTTTNNSCGCAACAGCTACGACAATAA (SEQID

NO:42)

Nombre cebador

Secuencia de cebador y SEQ ID NO:

nprE96F

TTAATCGCAACAGCTACGACNNSAAAGGCGGCAAGATCGTATC (SEQ ID
NO:43)

nprE97F GCAACAGCTACGACAATNNSGGCGGCAAGATCGTATC (SEQ ID NO:44)
nprE100F CTACGACAATAAAGGCGGCNNSATCGTATCCTCCGTTCATTA (SEQ ID
NO:45)

nprE186F GAGGACTGGGATATCGGTNNSGATATTACGGTCAGCCAG (SEQ ID NO:46)
nprE196F GTCAGCCAGCCGGCTCTCNNSAGCTTATCCAATCCGAC (SEQ ID NO:47)
nprE211F GACAGCCTGATAATTTCNNSAATTACAAAAACCTTCC (SEQ ID NO:48)
nprE214F GATAATTTCAAAAATTACNNSAACCTTCCGAACACTGATG (SEQ ID NO:49)
nprE228F GCGACTACGGCGGCGTGNNSACAAACAGCGGAATCCC (SEQ ID NO:50)
nprE280F CTTTGATTCAATCTGCGNNSGACCTTTACGGCTCTCAAG (SEQ ID NO:51)

Cebadores de mutagénesis inversos especificos de nprE

nprE4R TTAAGAGTCGTACCTGTTCCSNNTGTGGCGGCATGCTCCAC (SEQ ID
NO:52)

nprE12R ATATTTAATGAGACCGTTTTSNNTTTAAGAGTCGTACCTG (SEQ ID NO:53)

nprE13R GAAATATTTAATGAGACCGTSNNTCCTTTAAGAGTCGTAC (SEQ ID NO:54)

nprE14R GAAATATTTAATGAGACSNNTTTTCCTTTAAGAGTCG (SEQ ID NO:55)
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Cebadores de mutagénesis inversos especificos de nprE

nprE23R CGCAGCACATATTTGCCSNNTTCAGAAGAAATATTTAATG (SEQ ID NO:56)

nprE24R GATCGCGCAGCACATATTTSNNGCTTTCAGAAGAAATATTTA (SEQ ID
NO:57)

nprE33R ATAATTTGTGTTCCGGTAGGSNNAGAAAGATCGCGCAGCAC (SEQID
NO:58)

nprE45R CAGGTTATACTCGCGGTTSNNCAGATCGTACGTAATAATTT (SEQ ID
NO:59)

nprE46R GGCAGGTTATACTCGCGSNNTTGCAGATCGTACGTAATAA (SEQID
NO:60)

nprE47R CCCGGCAGGTTATACTCSNNGTTTTGCAGATCGTACG (SEQ ID NO:61)

nprE49R GAGTGTGCCCGGCAGGTTSNNCTCGCGGTTTTGCAGATC (SEQ ID NO:62)

nprE50R GATACGAGTGTGCCCGGCAGSNNATACTCGCGGTTTTGCAG (SEQ ID
NO:63)

Nombre cebador Secuencia de cebador y SEQ ID NO:

nprE54R GTGGTGCTGGATACGAGSNNGCCCGGCAGGTTATACTC (SEQ ID NO:64)

nprE58R GTAAACTGGTTTGTGGTSNNGGATACGAGTGTGCCCG (SEQ ID NO:65)

nprE59R GTTGTAAACTGGTTTGTSNNGCTGGATACGAGTGTGC (SEQ ID NO:66)

nprE6OR GAAGTTGTAAACTGGTTSNNGGTGCTGGATACGAGTG (SEQ ID NO:67)

nprE65R GCAGCGCGCTGAGAAGASNNTGTAAACTGGTTTGTGG (SEQ ID NO:68)

nprE66R CAACGGCAGCGCGCTGAGASNNAGTTGTAAACTGGTTTG (SEQ ID NO:69)

nprE87R CTGTTGCGATTAAACTTSNNATAGAAATAATCATACAC (SEQ ID NO:70)

nprE9OR T'I(')ATTGTCGTAGCTGTTGCGSNNAAACTTCTGATAGAAATAAT (SEQID
NO:71)

nprE96R GATACGATCTTGCCGCCTTTSNNGTCGTAGCTGTTGCGATTAA (SEQ ID
NO:72)

nprE97R GATACGATCTTGCCGCCSNNATTGTCGTAGCTGTTGC (SEQ ID NO:73)

nprE100R TAATGAACGGAGGATACGATSNNGCCGCCTTTATTGTCGTAG (SEQ ID
NO:74)

nprE186R CTGGCTGACCGTAATATCSNNACCGATATCCCAGTCCTC (SEQ ID NO:75)

nprE196R GTCGGATTGGATAAGCTSNNGAGAGCCGGCTGGCTGAC (SEQ ID NO:76)

nprE211R GGAAGGTTTTTGTAATTSNNGAAATTATCAGGCTGTC (SEQ ID NO:77)

nprE214R CATCAGTGTTCGGAAGGTTSNNGTAATTTTTGAAATTATC (SEQ ID NO:78)

nprE228R GGGATTCCGCTGTTTGTSNNCACGCCGCCGTAGTCGC (SEQ ID NO:79)

nprE280R CTTGAGAGCCGTAAAGGTCSNNCGCAGATTGAATCAAAG (SEQ ID NO:80)

[0254] La construccién de cada genoteca de evaluacion del sitio comenzoé con dos amplificaciones primarias por
PCR por medio del cebador directo pUB-Bglll-FW y un cebador de mutagénesis inverso especifico de nprE. Para
la segunda PCR, se uso6 el cebador inverso pUB-Bglll -RV y un cebador de mutagénesis directo especifico de
nprE (las posiciones de codén de nprE madura son iguales para los cebadores de mutagénesis directos e
inversos).

[0255] La introduccion de las mutaciones en la secuencia de nprE madura se llevd a cabo mediante ADN
polimerasa Phusion High-Fidelity (Finnzymes; n. ¢ cat. F-530L). Todas las PCR se llevaron a cabo de acuerdo
con el protocolo de Finnzymes que se facilitd con la polimerasa. Las condiciones de PCR para las PCR primarias
fueron:

Para la PCR primaria 1:

[0256] Cebador directo pUB-Bglll-FW y un cebador de mutagénesis inverso especifico de NPRE, ambos 1 pL
(10 pM);

Para la PCR primaria 2:
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[0257] Cebador inverso pUB-Bglll -RV y un cebador de mutagénesis directo especifico de NPRE, ambos 1 pL
(10 uM); junto con

5x Tampon Phusion HF 10 pL

10 mM de mezcla de dNTP 1puL

ADN polimerasa Phusion 0.75 pL (2 unidades/ pL)
DMSO, 100 % 1L

ADN molde pUBnprE 1 uL (0.1 -1 ng/ pL)
Agua destilada en autoclave hasta 50 uL

[0258] El programa de PCR fue de: 30 segundos 98 °C, 30x (10 segundos 98 °C, 20 segundos 55 °C, 1,5
minuto 72 °C) y 5 min 72 °C, llevado a cabo en un termociclador PTC-200 Peltier (MJ Research). Los
experimentos de PCR dan lugar a dos fragmentos de aproximadamente 2 a 3 kB, en los que se solaparon
aproximadamente 30 bases nucleotidicas alrededor del codén de interés de NPRE madura. Los fragmentos se
fusionaron en una tercera reaccién de PCR por medio de los dos fragmentos mencionados anteriormente y los
cebadores directo e inverso de Bglll. La reaccién de fusion de PCR se efectué en la siguiente solucion:

Cebador directo pUB-Bglll-FW y cebador inverso pUB-BgllI-RV, ambos 1 pL (10 pM)

[0259]
5x Tampon Phusion HF 10 pL
10 mM de mezcla de dNTP 1uL
ADN polimerasa Phusion 0.75 pL (2 unidades/ pL)
DMSO, 100 % 1L

Mezcla de reaccién de PCR primaria 1 1 uL (0.1 -1 ng/ L)
Mezcla de reaccion de PCR primaria 2 1L
Agua destilada en autoclave hasta 50 uL

[0260] El programa de fusion de PCR fue del siguiente modo: 30 segundos 98 °C, 30x (10 segundos 98 °C, 20
segundos 55 °C, 2:40 minutos 72 °C) y 5 min 72 °C, en un termociclador PTC-200 Peltier (MJ Research).

[0261] EI fragmento lineal de 6.5 Kb amplificado se purificd por medio del kit de purificacion Qiaquick PCR
(Qiagen, n. ¢ cat. 28106) y se digirid con la enzima de restriccion Bglll para crear extremos cohesivos a ambos
lados del fragmento de fusion:

- 35 pL de fragmento de ADN lineal purificado
- 4 uL de tampén REACT® 3 (Invitrogen)
- 1 puL de Bglll, 10 unidades/ml (Invitrogen)

Condiciones de la reaccion: 1 hora, 30 °C.

[0262] El ligamiento del fragmento digerido con Bglll y purificado por medio del kit de purificacion Qiaquick PCR
(Qiagen, n. ¢ cat. 28106) da lugar a un ADN circular y multimérico que contiene la mutacion deseada:

- 30 pL de fragmento de ADN purificado digerido con Bglll
- 8 L de tampdn ADN ligasa de T4 (Invitrogen® n. ¢ cat. 46300-018)
- 1 uL ADN ligasa de T4, 1 unidad/uL (Invitrogen® n. ¢ cat. 15224-017)

Condiciones de la reaccion: 16-20 horas, 16 °C

[0263] Posteriormente, la mezcla de ligamiento se transformd en una cepa de B. subtilis (AaprE, AnprE, oppA,
AspollE, degUHy32, AamyE::(xylIR,pxylA-comK). La transformacion en B. subtilis se llevd a cabo del modo
descrito en el documento WO 02/14490. Para cada genoteca, se seleccionaron y se cultivaron 96 colonias
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sencillas en medios MOPS con neomicina y 1.25 g/L de extracto de levadura para fines de analisis de secuencia
(BaseClear) y de cribado. Cada genoteca incluia un maximo de 19 variantes de nprE especificas de sitio.

[0264] Las variantes se produjeron al cultivar los transformantes de B. subtilis de SEL en MTP de 96 pocillos a
37 °C durante 68 horas en medio MBD con 20 mg/L de neomicina y 1.25 g/L de extracto de levadura (véase,
supra).

EJEMPLO 9
Generacion de genotecas combinatorias de nprE (RCL)

[0265] En este Ejemplo, se describen los métodos usados para generar genotecas combinatorias de nprE. Para
esta enzima, se escogi6é una propiedad como la propiedad que necesitaba cambiarse en mayor grado. Esta
propiedad se define en la presente memoria como la «propiedad primaria». El resto de propiedades fueron
«propiedades secundarias» a efectos del disefio de la genoteca combinatoria. La estrategia basica para mejorar
una proteina en la presente memoria fue la de combinar mutaciones que mejoran la propiedad primaria y
asimismo mantener o mejorar las propiedades secundarias. Los datos de evaluacién del sitio se utilizaron para
identificar dichas mutaciones, lo que mejord la propiedad primaria al tiempo que mantuvo o mejord las
propiedades secundarias. Las mutaciones que se iban a combinar se identificaron por medio de su indice de
rendimiento (Pl o Pi) y valores de AAGapp asociados.

[0266] EI «cambio de energia libre aparente» (AAGapp) en el sentido en que se usa en la presente memoria se
define como:

AAG = _RT Ln (P variante/P progenitora)

aPp

donde Pyaiante €S €l valor de rendimiento de la variante y Pprogenitora €S €l valor de rendimiento de la enzima
progenitora en las mismas condiciones. La relacion Pyariante/Pprogenitora S€ define como el indice de rendimiento (Pi)
de la propiedad. Se esperaba que los valores de AAGap, Se comportaran de un modo similar a los valores de
AAG reales para las distribuciones de datos y efecto acumulativo. No obstante, dado que AAG representa la
cantidad maxima de trabajo que la variante puede efectuar en comparaciéon con la enzima progenitora, la
magnitud AAGapp por lo general subestima el AAG y puede que conduzca a resultados que parecen sinérgicos en
el sentido de que las propiedades de dos posiciones acumulativas puede que sean mayores que el valor previsto
al afadir juntos sus valores de AAGgpp.

[0267] Por ejemplo, cuando la estabilidad de TIDE® es la propiedad primaria y la actividad de BMI es la
propiedad secundaria, puede que se escojan para la combinacion las mutaciones que presentan valores de
AAGapp <0 (Pi>1) y valores de AAGap, de BMI <0.06 (Pi >0.9). De hecho, en estos experimentos se exploraron
dichas relaciones.

[0268] Para producir las variantes utilizadas en estos experimentos, GeneArt (Geneart) produjo fragmentos de
genoteca de nprE sintética, que contenian miultiples mutaciones en miltiples posiciones de ADN de nprE
madura. Estos fragmentos de genoteca de nprE de 1.5 kB se digirieron con las enzimas de restriccion de ADN
Pvul y Aval, se purificaron y ligaron en el fragmento de vector pUB de 5 kB (también digerido con enzimas de
restriccion de ADN Pwvul y Aval) mediante una reaccion de ligasas por medio de ADN ligasa de T4 (Invitrogen®
n. ¢ cat. 15224-017).

[0269] Para transformar directamente la mezcla de reaccion de ligamiento en células Bacillus, el ADN de
genoteca (la mezcla de fragmento de genoteca de nprE ligada en el fragmento de vector pUB) se amplificé por
medio del kit TempliPhi (Amersham cat. n. ¢ 25-6400). A estos efectos, se mezcldé 1uL de la mezcla de reaccion
de ligamiento con 5L de tampon de muestra del kit TempliPhi y se calenté durante 3 minutos a 95 °C para
desnaturalizar el ADN. La reaccion se colocé sobre hielo para enfriarse durante 2 minutos y a continuacion se
centrifugé brevemente. Después, se afiadieron 5uL de tampoén de reaccion y 0.2 pL de polimerasa de phi29 del
kit TempliPhi y las reacciones se incubaron a 30 °C en un termociclador de MJ Research durante 4 horas. La
enzima de phi29 se inactivé mediante calor en las reacciones por medio de la incubacion a 65 °C durante 10 min
en el termociclador.

[0270] Para la transformacién de las genotecas en Bacillus, se mezcléo 0.1 uL de producto de reaccidén de
amplificacion de TempliPhi con 500 pL de células de B. subtilis competentes (AaprE, AnprE, oppA, AspollE,
degUHy32, AamyE:(xyIR,pxylA-comK) seguido de una agitacion enérgica a 37 °C durante 1 hora. A
continuacion, se colocaron 100 y 500 pL en placas Hl-agar que contenian 20 mg/L de neomicina y leche
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desnatada al 0.5 %. En general, la transformacion a B. subtilis se llevé a cabo del modo descrito en el documento
WO 02/14490. Se contempla que las genotecas combinatorias de nprE de B. subtilis construidas mediante este
método contengan aminodcidos naturales en una o varias de las posiciones localizadas para la mutagénesis.

[0271] A continuacién, las variantes obtenidas en dichas genotecas se sometieron a prueba para comprobar su
estabilidad en TIDE® y su rendimiento en pruebas de rendimiento de lavado de BMI del modo descrito en la
presente memoria. La Tabla 9 proporciona indices de rendimiento de las variantes sometidas a prueba en el
ensayo de BMI. En esta Tabla, «Pos.» indica la posicion en la secuencia de aminoacidos de NprE que se
cambid, y «AA» indica la sustitucion de aminoacidos realizada para cada variante.

Tabla 9. Resultados (indices de rendimiento) de las variantes sometidas a prueba

Pos. | Variante | AA | TIDE (-) | AAG TIDE(-) | TIDE(+) AAG Pi BMI AAG
TIDE(+) BMI

4 TO04L L 0.80 0.13 1.13 -0.07 1.01 0.00
23 S023Y Y 1.08 -0.05 1.13 -0.07 1.02 -0.01
23 S023W | W 1.12 -0.07 1.13 -0.07 1.29 -0.15
23 S023N N 1.33 -0.17 1.10 -0.06 0.95 0.03
23 S023T T 0.88 0.07 1.06 -0.03 0.91 0.05
23 S023G G 1.29 -0.15 1.06 -0.03 0.92 0.05
23 S023R R 0.98 0.01 1.06 -0.03 1.46 -0.22
23 S023L L 0.90 0.06 1.03 -0.02 1.24 -0.13
23 S023M M 1.04 -0.02 1.03 -0.02 1.09 -0.05
23 S023V \ 0.82 0.12 1.02 -0.01 0.93 0.04
23 S023K K 1.01 -0.01 1.02 -0.01 1.50 -0.24
24 G024Y Y 0.60 0.30 1.11 -0.06 1.10 -0.06
24 G024W | W 0.36 0.60 1.10 -0.06 1.20 -0.11
24 G024M M 0.71 0.20 1.09 -0.05 1.12 -0.07
24 GO024F F 0.50 0.41 1.08 -0.04 1.19 -0.10
24 G024L L 0.49 0.42 1.07 -0.04 1.22 -0.12
24 G024H H 0.80 0.13 1.05 -0.03 1.17 -0.09
24 G024K K 0.55 0.35 1.04 -0.02 1.55 -0.26
24 G024T T 0.57 0.33 1.03 -0.02 0.94 0.04
24 G024R R 0.56 0.34 1.02 -0.01 1.47 -0.23
46 N046Q Q 0.88 0.08 1.07 -0.04 1.22 -0.12
47 R047K K 1.12 -0.07 1.09 -0.05 1.15 -0.08
50 NO50F F 1.07 -0.04 1.07 -0.04 1.38 -0.19
50 NO50Y Y 1.00 0.00 1.04 -0.02 1.27 -0.14
50 NO50W | W 1.01 -0.01 1.04 -0.02 1.46 -0.22
50 NO50P P 1.23 -0.12 1.03 -0.02 1.12 -0.07
54 TO54H H 1.08 -0.04 1.11 -0.06 1.17 -0.09
54 T054K K 1.03 -0.02 1.11 -0.06 1.47 -0.23
54 T054L L 1.09 -0.05 1.08 -0.05 1.26 -0.14
54 T054N N 0.97 0.02 1.07 -0.04 1.25 -0.13
54 T054Y Y 1.14 -0.08 1.07 -0.04 1.08 -0.04
54 TO54W w 1.02 -0.01 1.07 -0.04 1.22 -0.12
54 T054S S 0.99 0.01 1.05 -0.03 1.03 -0.02
54 T0541 | 1.09 -0.05 1.04 -0.02 1.34 -0.17
54 T054R R 0.96 0.02 1.04 -0.02 1.46 -0.22
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Tabla 9. Resultados (indices de rendimiento) de las variantes sometidas a prueba

Pos. | Variante | AA | TIDE (-) | AAG TIDE(-) | TIDE(+) AAG Pi BMI AAG
TIDE(+) BMI

54 | To54Q | Q 1.09 -0.05 1.03 -0.02 1.23 -0.12

54 | TO54F | F 0.98 0.01 1.03 -0.02 1.16 -0.09

54 | TO54V | V 1.14 -0.08 1.01 -0.01 1.11 -0.06

59 | TO59R | R 0.76 0.16 1.28 -0.14 1.56 -0.26

59 | TosoW | W | 0.56 0.34 1.26 -0.14 1.32 -0.16

59 | T059K | K 0.99 0.00 1.16 -0.09 1.60 -0.28

59 | TO59N | N 0.98 0.01 115 -0.08 1.16 -0.09

59 | T059G | G 0.94 0.04 113 -0.07 1.11 -0.06

59 | TOs59P | P 1.18 -0.10 112 -0.07 1.19 -0.10

59 | TO59M | M 1.04 -0.02 1.10 -0.06 1.10 -0.05

59 | TO59H | H 0.98 0.01 1.07 -0.04 1.32 -0.16

59 | T059S | s 1.09 -0.05 1.04 -0.03 0.91 0.06

59 | T059A | A 1.05 -0.03 1.04 -0.02 0.96 0.03

59 | To59Q | Q 1.05 -0.03 1.04 -0.02 1.31 -0.16

59 | TO59I | 0.64 0.26 1.01 -0.01 1.43 -0.21

60 | TOBON | N 0.79 0.14 1.03 -0.02 1.07 -0.04

66 | S066Q | Q | 0.75 0.17 1.01 -0.01 112 -0.07

66 | S066N | N 1.08 -0.05 1.01 -0.01 1.00 0.00

110 | R110K | K 1.08 -0.04 1.04 -0.02 1.05 -0.03
119 | D119H | H 1.03 -0.02 115 -0.08 1.16 -0.09
129 | s120 | 2.32 -0.49 1.68 -0.30 0.98 0.01
129 | S129v | Vv 2.34 -0.50 1.55 -0.26 1.01 0.00
129 | S129Q | Q 1.86 -0.37 1.44 -0.21 0.99 0.00
129 | S129T | T 1.59 -0.27 1.36 -0.18 1.04 -0.02
129 | St29L | L 1.70 -0.31 1.35 -0.18 1.01 -0.01
129 | S129H | H 1.60 -0.28 1.30 -0.15 117 -0.09
129 | Si29y | v 1.28 -0.14 1.06 -0.04 1.25 -0.13
129 | S120A | A 113 -0.07 1.06 -0.03 112 -0.07
129 | S129K | K 1.18 -0.10 1.05 -0.03 1.33 -0.17
130 | F130L | L 1.29 -0.15 1.52 -0.25 0.91 0.05
130 | F130l | 1.18 -0.10 1.14 -0.08 1.03 -0.02
130 | F130V | V 1.05 -0.03 1.06 -0.03 0.99 0.00
130 | F130K | K 0.99 0.00 1.04 -0.02 1.26 -0.14
138 | Mi38L | L 1.11 -0.06 1.43 -0.21 0.95 0.03
152 | E152H | H 1.53 -0.25 1.36 -0.18 1.15 -0.08
152 | E152W | w 1.32 -0.16 1.31 -0.16 1.06 -0.03
152 | E152F | F 1.32 -0.16 1.15 -0.08 1.09 -0.05
179 | Ti79P | P 1.33 -0.17 1.50 -0.24 1.04 -0.03
190 | V190l | 1.37 -0.18 1.68 -0.30 1.16 -0.09
220 | D220P | P 2.24 -0.47 2.66 -0.57 1.05 -0.03
220 | D220E | E 2.23 -0.47 2.44 -0.52 1.05 -0.03
243 | Te43l | 113 -0.07 117 -0.09 1.06 -0.03
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Tabla 9. Resultados (indices de rendimiento) de las variantes sometidas a prueba

Pos. | Variante | AA | TIDE (-) | AAG TIDE(-) | TIDE(+) AAG Pi BMI AAG

TIDE(+) BMI
263 | T263W w 1.37 -0.18 1.40 -0.20 0.92 0.05
263 T263H H 1.03 -0.02 1.01 -0.01 1.05 -0.01
273 A273H H 1.10 -0.06 1.14 -0.08 0.98 0.01
282 L282M M 1.03 -0.01 1.16 -0.09 1.01 -0.01
282 L282F F 0.91 0.05 1.06 -0.04 1.09 -0.05
282 L282Y Y 0.83 0.11 1.04 -0.02 0.92 -0.05
285 S285R R 1.08 -0.04 1.38 -0.19 1.23 -0.12
285 S285P P 1.11 -0.06 1.30 -0.16 0.98 0.01
285 | S285W | W 1.08 -0.05 1.28 -0.14 0.95 0.03
285 S285Q Q 1.06 -0.03 1.10 -0.05 0.98 0.01
285 S285K K 0.89 0.07 1.00 0.00 1.20 -0.10
286 Q286R R 0.95 0.03 1.18 -0.10 1.14 -0.08
286 Q286P P 0.98 0.01 1.15 -0.08 0.97 0.02
286 Q286K K 0.93 0.04 1.09 -0.05 1.22 -0.12

EJEMPLO 10

Método alternativo para generar genotecas de evaluacion del sitio (SEL) de nprE por medio de
mutagénesis QuikChange®

[0272] En este Ejemplo, se describen métodos alternativos para generar SEL de nprE. Como en el Ejemplo 8
anterior, el vector pUBnprE sirvi6 de fuente de ADN molde para generar las SEL de nprE. La principal diferencia
entre los dos métodos estriba en que este método necesita la amplificacion del vector completo por medio de
cebadores mutagénicos dirigidos al sitio complementarios.

Materiales:

[0273]
Cepa de Bacillus que contiene el vector pUBnprE

Kit Midi de plasmido Qiagen (Qiagen n. ¢ cat. 12143)

Lisozima Ready-Lyse (Epicentre n. ¢ cat. R1802M)

Kit de dam metilasa (New England Biolabs n. ¢ cat. M0222L)

Kit de recuperacion de ADN en gel Zymoclean (Zymo Research n. ¢ cat. D4001)

Cebadores mutagénicos dirigidos al sitio de nprE, escala 100 nmol, extremo 5' fosforilado, purificacién por
PAGE (Integrated DNA Technologies, Inc.)

Kit de mutagénesis dirigida al sitio multiple QuikChange (Stratagene n. ¢ cat. 200514)
Termociclador MJ Research PTC-200 Peltier (Bio-Rad Laboratories)

Geles E de agarosa al 1.2 % (Invitrogen n. ¢ cat. G5018-01)

Kit de amplificacién TempliPhi (GE Healthcare n. © cat. 25-6400-10)

Células de B. subtilis competentes (AaprE, AnprE, oppA, AspollE, degUHy32, AamyE::(xyIR,pxylA-comK)
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Métodos:

[0274] Para obtener el vector pUBnprE, se usé una colonia sencilla de una cepa de Bacillus que contenia el
vector pUBnprE para inocular un tubo de neomicina de 5 ml de LB + 10 ppm. Este fue el cultivo iniciador usado
en dichos métodos. El cultivo se dej6 cultivar toda la noche a 37 °C, con una agitacion a 225 rpm durante 6
horas. A continuacién, se inocularon 100 ml de LB fresco + 10 ppm de neomicina con 1 ml del cultivo iniciador.
Este cultivo se dejé cultivar toda la noche a 37 °C, con una agitaciéon a 225 rpm. Tras esta incubacion, se
recolectd el sedimento celular por centrifugacién suficiente para proporcionar un sedimento celular. El sedimento
celular se volvié a suspender en 10 ml de tampoén P1 (Kit Midi de plasmido Qiagen). A continuacién, se afiadieron
10 ul de lisozima Ready-Lyse al sedimento celular suspendido de nuevo y se incub6 a 37 °C durante 30 min.
Después, continu6 el protocolo del kit Midi de plasmido Qiagen (utilizando 10 ml de tamp6n P2 y P3 para explicar
el aumento de volumen del cultivo celular). Tras el aislamiento del vector pUBnprE de Bacillus, se cuantifico la
concentracién de vector pUBnprE. El vector se dam metilé por medio del kit de dam metilasa (New England
Biolabs), mediante los métodos expuestos en los protocolos del kit, para efectuar la metilacién de
aproximadamente 2 ug de vector pUBnprE por tubo. Se uso el kit de recuperacion de ADN en gel Zymoclean
para purificar y concentrar el vector pUBnprE dam metilado. El vector pUBnprE dam metilado se cuantificé y
luego se diluyd a una concentracion de trabajo de 50ng/ul. Se usaron los cebadores mutagénicos dirigidos al sitio
complementarios (1 ul de cada cebador a 10uM) (véase Tabla 10-1) en una reaccién de PCR en el kit de
mutagénesis dirigida al sitio maltiple QuikChange (Stratagene), siguiendo el protocolo del fabricante (por ejemplo,
1 ul de vector pUBnprE dam metilado (50 ng/ul), 1 ul de cebador mutagénico directo dirigido al sitio de nprE
(10uM), 1ul de cebador mutagénico directo dirigido al sitio de nprE (10 uM), 2.5 ul de 10x tampén de reaccion
multiple QuikChange, 1 ul de mezcla de dNTP, 1 ul de mezcla de enzima multiple QuikChange (2.5 U/ul) y 17.5
ul de agua destilada en autoclave para proporcionar una mezcla de reaccién total de 25 ul). Las genotecas de
evaluacion del sitio de nprE se amplificaron por medio de las siguientes condiciones: 95 °C, durante 1 min (solo
primer ciclo), seguido de 95 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, 65 °C durante 13 2 min, y repetir el ciclo 23
veces. El producto de reaccion se almacené a 4 °C toda la noche. A continuacién, la mezcla de reaccién se
sometié a un tratamiento de digestion con Dpnl (facilitado con el kit de mutagénesis dirigida a sitio multiple
QuikChange) para digerir el vector pUBnprE parental, mediante el protocolo del fabricante (es decir, se ariadié
1.5 ul de enzima de restriccién Dpnl a cada tubo y se incubé a 37 °C durante 3 horas; después se analizaron 2 ul
de la reaccion de PCR de digestion con Dpnl en un gel E al 1.2 % para cada SEL de nprE para asegurarse de
que la reaccion de PCR habia funcionado y que el molde parental se habia degradado). Luego se usé la
amplificacion por circulo rodante TempliPhi para generar grandes cantidades de ADN para aumentar el tamafo
de la genoteca de cada SEL de nprE, valiéndose del protocolo del fabricante (es decir, 1 ul de PCR de
mutagénesis dirigida al sitio multiple QuikChange tratada con Dpnl, 5 ul de tampdn de muestra TempliPhi, 5 ul
de tampdn de reaccion TempliPhi y 0.2 ul de mezcla enzimatica TempliPhi, para una reaccién total de ~11 ul;
incubacién a 30 °C durante 3 horas; la reaccion TempliPhi se diluyd al afadir 200 ul de agua destilada en
autoclave y se sometié brevemente a agitacion vorticial. A continuacion, se transformé 1.5 ul del material diluido
TempliPhi en células de B. subtilis competentes y se seleccionaron SEL de nprE para utilizar placas de LA +
10 ppm de neomicina + leche desnatada al 1.6 %. La Tabla 10-1 proporciona los nombres, secuencias y SEQ ID
NOS de los cebadores usados en dichos experimentos. La sintesis de todos los cebadores la efectud Integrated
DNA Technologies, en una escala de 100 nmol, extremo 5' fosforilado y purificacién por PAGE.
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EJEMPLO 11
Identificacion de homologos de nprE
[0275] En este Ejemplo, se describen los experimentos realizados para identificar homdélogos de npr. En
concreto, en este Ejemplo, se realizaron experimentos para clonar homélogos de proteasa neutra (npr) de
distintas especies Bacillus estrechamente relacionadas. Las distintas especies se escogieron con el objetivo de
explorar la diversidad y las propiedades de las que se aislan estas especies distintas.
[0276] Entre los diversos homélogos de npr explorados se incluyen:

npr de B. caldolyticus (P23384)

nprC de B. cereus (P05806)

npr E33L de B. cereus (AAY60523)

nprT de B. stearothermophilus

nprB de B. subtilis

nprE de B. subtilis

nprB de B. thasringiensis (AAK00602)

aur de S. aureus (P81177)

[0277] La Figura 3 proporciona un alineamiento de secuencias de dichos homdlogos (SEQ ID NOS:173-181) y la
Figura 4 (SEQ ID NOS:182-191) proporciona otro alineamiento de secuencias de diversos otros homdlogos.

[0278] En estos experimentos, los materiales incluyeron:
ADN cromosémico de la cepa de B. subtilis 1168

[0279] Se sintetizaron los siguientes plasmidos de ADN a ADN2.0 con una optimizacién de codones de B.
subtilis:

pJ4:G01905 (nprB de B. thuringiensis) (véase Figura 6)
pJ4:G01906 (npr E33L de B. cereus) (véase Figura 7)
pJ4:G01907 (nprC de B. cereus) (véase Figura 8)
pJ4:G01908 (npr de B. caldolyticus) (véase Figura 9)
pJ4:G01909 (aur de S. aureus) (véase Figura 10)

pJ4:G01938 (nprT de S. stearotheimophilus) (véase Figura 11)

vector pJHT (véase Figura 12)

vector pAC (véase Figura 13)

Termociclador MJ Research PTC-200 Peltier (Bio-Rad Laboratories)
Cebadores (Operon Inc)

ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS (Stratagene)

Endonucleasas de restriccion (Roche)

Células de E. coli TOP10 quimicamente competentes (Invitrogen)
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Células de B. subtilis competentes ((AaprE, AnprE, oppA, AspollE, degUHy32, AamyE::(xyIR,pxylA-
comK)

Tabla 11. Cebadores

Nombre Secuencia de cebadores y SEQ ID NO:
cebador

EL-689 |CGTCTTCAACAATTGTCCATTTTCTTCTGC (SEQ ID NO:196)
CAGACAATTTCTTACCTAAACCCACTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATT
EL-693 |C (SEQ ID NO:197)

GAATTTTTTTAAAAGGAGAGGGTAAAGAGTGGGTTTAGGTAAGAAATTGT
EL-694 |CTG (SEQ ID NO:198)

EL-695 |GCTTATGGATCCCGTCGTTTCAGCTGAGAGAG (SEQ TD NO:199)
GATGTCTTGGTCAAGTTGCGCACTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATTC
EL-696  |[(SEQ ID NO:200)
GAATTTTTTTAAAAGGAGAGGGTAAAGAGTGCGCAACTTGACCAAGACAT
EL-697 _ |C (SEQ ID NO:201)

S GCCGGTTTTTTATGTAAGCTTATAGAATGCCGACAGCCTCATACG (SEQ 1D

EL-698

CGTATGAGGCTGTCGGCATTCTATAAGCTTACATAAAAAACCGGCCTTGG
EL-699  |(SEQ ID NO:203)

EL-700 |AATGGTGCATGCAAGGAGATGGCG (SEQ ID NO:204)

EL-755__ |CGTCTTCAAGAATTCCTCCATTTTCTTCTGC (SEQ 1D NO:205)
GCACCCAACATTGCACGTTTATTCACTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAAT
33 [TC (SEQ ID NO:206)
GAATTTTTTTAAAAGGAGAGGGTAAAGAGTGAATAAACGTGCAATGTTGG
EL-734¢  |GTGC (SEQ ID NO:207)

EL-735 |GCTTATAAGCTTAATATACTCCAACCGCGTTG (SEQ ID NO:208)
CCAGCATAGCGCGTTTGTTCACTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATTC
EL-739  [(SEQ ID NO:209)
GAATTTTTTTAAAAGGAGAGGGTAAAGAGTGAACAAACGCGCTATGCTGG
EL-740 |(SEQ ID NO:210)

EL-741 _ |[GCTTATAAGCTTAATAGACACCCACGGCATTAAACGCC (SEQ ID NO:211)
CAGGACAAGAGCTAAGGACTTTTTTTTCACTCTTTACCCTCTCCTTTTAAA
EL-742  |AAAATTC (SEQ ID NO:212)
GAATTTTITTAAAAGGAGAGGGTAAAGAGTGAAAAAAAAGTCCTTAGCTC
EL-743 __[ITGTCCTG (SEQ ID NO:213)

EL-744 |GCTTATAAGCTTAATTAATGCCGACGGCAC (SEQ ID NO:214)

A. Clonacion de nprE de B. subtilis

[0280] Para construir el plasmido nprE de B. subtilis, se prepararon por separado el fragmento de promotor de
aprE amplificado (a partir del vector pJHT) y el fragmento de gen nprE de B. subtilis con terminador (a partir de la
cepa de B. subtilis 1168). La Figura 15 proporciona un esquema que ilustra la amplificacién de los fragmentos de
ADN individuales.

[0281] Se utilizé la reaccién por PCR de corte y empalme por extensién de solapamiento (SOE) para unir los dos
fragmentos de ADN separados. En esta reaccion, se combinaron los siguientes reactivos: 1 ul de fragmento de
ADN de promotor de aprE, 1 ul de fragmento de gen nprE de B. subtilis + terminador, 1 ul de cebador EL-689
(25 uM), 1 ul de cebador EL-695 (25 uM), 5 ul de 10x tampdn de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS, 1 ul de
dNTP (10 mM), lul de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS y 39 ul de agua destilada en autoclave para
proporcionar un volumen de reaccion total de 50 ul. Los ciclos de PCR fueron: 95 °C durante 2 minutos (solo
primer ciclo), seguido de 28 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos y 72 °C durante
0:45 segundos.
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[0282] EI fragmento de fusion por PCR de promotor de aprE-gen nprE de B. subtilis + terminador se digirié con
las endonucleasas de restriccion Mfel y BamHI. El vector pJHT se digirié con las endonucleasas de restriccion
EcoRl 'y BamHI. El fragmento de ADN de promotor de aprE- gen nprE de B. subtilis + terminador digerido con
endonucleasas de restriccion se ligd a continuacién con el vector pJHT digerido con endonucleasas de
restriccion. La mezcla de ligamiento se transformé entonces en células de E. coli TOP10 quimicamente
competentes para su seleccién sobre LA + 50 ppm de carbenicilina. Tras la identificacién de plasmidos que
contuvieran la secuencia de construccion de ADN correcta para el plasmido pEL501 (véase Figura 16), se
transformaron en células de B. subtilis competentes para su integracion en el locus del promotor de aprE. Los
transformantes se seleccionaron por la actividad de proteasa (es decir, aclaramiento sobre leche desnatada)
sobre placas de LA + 5 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 %. Las cepas amplificadas se trasladaron
entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 %. Las cepas se trasladaron
entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 % para su amplificacién.

B. Clonacion de nprB de B. subtilis

[0283] Para construir el plasmido nprB de B. subtilis, se prepararon por separado el fragmento de promotor de
aprE amplificado (a partir del vector pJHT), el fragmento de gen nprB de B. subtilis (a partir de la cepa de B.
subtilis 1168) y el fragmento terminador (a partir del vector pJHT). La Figura 17 proporciona un diagrama
esquematico de la amplificacién de los fragmentos de ADN individuales.

[0284] Se utilizé la reaccion por PCR de corte y empalme por extension de solapamiento (SOE) para unir los tres
fragmentos de ADN separados. En esta reaccion, se combinaron los siguientes reactivos: 1 ul de fragmento de
ADN de promotor de aprE, 1 ul de fragmento de gen nprB de B. subtilis + terminador, 1 ul de fragmento de ADN
terminador, 1 ul de cebador EL-689 (25 uM), 1 ul de cebador EL-700 (25 uM), 5 ul de 10x tampén de ADN
polimerasa PfuUltra Il Fusion HS, 1 ul de dNTP (10 mM), 1 ul de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS y 38 ul de
agua destilada en autoclave para proporcionar un volumen de reaccion total de 50 ul. Los ciclos de PCR fueron:
95 °C durante 2 minutos (solo primer ciclo), seguido de 28 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 54 °C durante
30 segundos y 72 °C durante 0:45 segundos.

[0285] El fragmento de fusion por PCR de promotor de aprE-gen nprB de B. subtilis + terminador se digirié con
las endonucleasas de restriccion Mfel y Sphl. El vector pJHT se digiri6 con las endonucleasas de restriccion
EcoRl y Sphl. El fragmento de ADN de promotor de aprE- gen nprB de B. subtilis + terminador digerido con
endonucleasas de restriccion se ligd a continuacién con el vector pJHT digerido con endonucleasas de
restriccion. La mezcla de ligamiento se transformé entonces en células de E. coli TOP10 quimicamente
competentes para su seleccién sobre LA + 50 ppm de carbenicilina. Tras la identificacién de plasmidos que
contuvieran la secuencia de construccion de ADN correcta para el plasmido pEL508 (véase Figura 18), se
transformaron en células de B. subtilis competentes para su integracion en el locus del promotor de aprE. Los
transformantes se seleccionaron por la actividad de proteasa (es decir, aclaramiento sobre leche desnatada)
sobre placas de LA + 5 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 %. Las cepas amplificadas se trasladaron
entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 %. Las cepas se trasladaron
entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 % para su amplificacién.

C. Clonacion de nprT de B. stearothermophilus

[0286] Para construir el plasmido nprT de B. stearothermophilus, se prepararon por separado el fragmento de
promotor de aprE amplificado (a partir del vector pJHT) y el fragmento de nprT de B. stearothermophilus (a partir
del plasmido pJ4:G01938). La Figura 19 proporciona un diagrama esquematico de la amplificacion de los
fragmentos de ADN individuales.

[0287] Se utilizé la reaccion por PCR de corte y empalme por extension de solapamiento (SOE) para unir los 2
fragmentos de ADN separados. En esta reaccién, se combinaron los siguientes reactivos: 1 ul de fragmento de
ADN de promotor de aprE, 1 ul de fragmento de gen nprT de B. stearothermophilus, 1 ul de cebador EL-755
(25 uM), 1 ul de cebador EL-735 (25 uM), 5 ul de 10x tampdn de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS, 1 ul de
dNTP (10 mM), 1 ul de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS y 39 ul de agua destilada en autoclave para
proporcionar un volumen de reaccion total de 50 ul. Los ciclos de PCR fueron: 95 °C durante 2 minutos (solo
primer ciclo), seguido de 28 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos y 72 °C durante
0:45 segundos.

[0288] El fragmento de fusion por PCR de promotor de aprE-gen nprT de B. stearothermophilus + terminador se
digirié con las endonucleasas de restriccion EcoRl y Hindlll. El vector pAC se digirié con las endonucleasas de
restriccion EcoRlI y Hindlll. El fragmento de ADN de promotor de aprE- nprT de B. stearothermophilus digerido
con endonucleasas de restriccién se ligdb a continuacion con el vector pAC digerido con endonucleasas de
restriccion. Luego se usé la amplificacion por circulo rodante TempliPhi para generar grandes cantidades de la
molécula de ADN ligada de promotor de aprE- nprT de B. stearothermophilus pAC, valiéndose del protocolo del
fabricante (es decir, 1 ul de reaccién de ligamiento de promotor de aprE - nprT de B. stearothermophilus pAC,
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5 ul de tampén de muestra TempliPhi, 5 ul de tampdn de reaccion TempliPhi y 0.2 ul de mezcla enzimatica
TempliPhi, para una reaccion total de ~11 ul; incubacion a 30 °C durante 3 horas). La reaccién TempliPhi se
transformé entonces directamente en células de B. subtilis competentes para su integracion en el locus del
promotor de aprE, generando de este modo la cepa de Bacillus EL560, confirmada por el andlisis de
secuenciacion del ADN (véase Figura 20). Los transformantes se seleccionaron por la actividad de proteasa (es
decir, aclaramiento sobre leche desnatada) sobre placas de LA + 5 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al
1.6 %. Las cepas amplificadas se trasladaron entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche
desnatada al 1.6 %. Las cepas se trasladaron entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche
desnatada al 1.6 % para su amplificacion.

D. Clonacion de npr de B. caldolyticus

[0289] Para construir el plasmido npr de B. caldolyticus, se prepararon por separado el fragmento de promotor de
aprE amplificado (a partir del vector pJHT) y el fragmento de npr de B. caldolyticus (a partir del plasmido
pJ4:G01908). La Figura 21 proporciona un diagrama esquematico de la amplificacién de los fragmentos de ADN
individuales.

[0290] Se utilizé la reaccion por PCR de corte y empalme por extension de solapamiento (SOE) para unir los 2
fragmentos de ADN separados. En esta reaccién, se combinaron los siguientes reactivos: 1 ul de fragmento de
ADN de promotor de aprE, lul de fragmento de gen npr de B. caldolyticus, 1 ul de cebador EL-755 (25 uM), 1 ul
de cebador EL-741 (25 uM), 5ul de 10x tamp6n de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS, 1 ul de dNTP
(10 mM), lul de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS y 39 ul de agua destilada en autoclave para proporcionar
un volumen de reaccién total de 50 ul. Los ciclos de PCR fueron: 95 °C durante 2 minutos (solo primer ciclo),
seguido de 28 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 0:45 segundos.

[0291] EI fragmento de fusion por PCR de promotor de aprE-gen npr de B. caldolyticus + terminador se digirié
con las endonucleasas de restriccion EcoRI y Hindlll. El vector pAC se digiri6 con las endonucleasas de
restriccion EcoRl y Hindlll. El fragmento de ADN de promotor de aprE- npr de B. caldolyticus digerido con
endonucleasas de restriccion se ligd a continuacion con el vector pAC digerido con endonucleasas de restriccion.
Luego se usoé la amplificacion por circulo rodante TempliPhi para generar grandes cantidades de la molécula de
ADN ligada de promotor de aprE- npr de B. caldolyticus pAC, valiéndose del protocolo del fabricante (es decir,
1 ul de reaccion de ligamiento de promotor de aprE — npr de B. caldolyticus pAC, 5 ul de tampdn de muestra
TempliPhi, 5 ul de tampdn de reaccion TempliPhi y 0.2 ul de mezcla enzimatica TempliPhi, para una reaccion
total de ~11 ul; incubacién a 30 °C durante 3 horas). La reacciéon TempliPhi se transformé entonces directamente
en células de B. subtilis competentes para su integracion en el locus del promotor de aprE, generando de este
modo la cepa de Bacillus EL561 (véase Figura 22), confirmada por el analisis de secuenciacién del ADN. Los
transformantes se seleccionaron por la actividad de proteasa (es decir, aclaramiento sobre leche desnatada)
sobre placas de LA + 5 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 %. Las cepas amplificadas se trasladaron
entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 %. Las cepas se trasladaron
entonces a placas de LA + 25 ppm de cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 % para su amplificacién.

E. Clonacion de nprB de B. thuringiensis

[0292] Para construir el plasmido nprB de B. thuringiensis, se prepararon por separado el fragmento de promotor
de aprE amplificado (a partir del vector pJHT) y el fragmento de nprB de B. thuringiensis (a partir del plasmido
pJ4:G01905). La Figura 23 proporciona un esquema que muestra la amplificacion de los fragmentos de ADN
individuales.

[0293] Se utilizé la reaccion por PCR de corte y empalme por extension de solapamiento (SOE) para unir los 2
fragmentos de ADN separados. En esta reaccion, se combinaron los siguientes reactivos: 1 ul de fragmento de
ADN de promotor de aprE, 1 ul de fragmento de gen nprB de B. thuringiensis, 1 ul de cebador EL-755 (25 uM),
1 ul de cebador EL-744 (25 uM), 5 ul de 10x tampén de ADN polimerasa PfuUltra |l Fusion HS, 1 ul de dNTP
(10 mM), 1 ul de ADN polimerasa PfuUltra Il Fusion HS y 39 ul de agua destilada en autoclave para proporcionar
un volumen de reaccién total de 50 ul. Los ciclos de PCR fueron: 95 °C durante 2 minutos (solo primer ciclo),
seguido de 28 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 0:45 segundos.

[0294] El fragmento de fusién por PCR de promotor de aprE-gen nprB de B. thuringiensis + terminador se digirio
con las endonucleasas de restriccion EcoRI y Hindlll. El vector pAC se digiri6 con las endonucleasas de
restriccion EcoRl y Hindlll. El fragmento de ADN de promotor de aprE- nprB de B. thuringiensis digerido con
endonucleasas de restriccion se ligd a continuacion con el vector pAC digerido con endonucleasas de restriccion.
La mezcla de ligamiento se transform6 entonces en células de E. coli TOP10 quimicamente competentes. Tras la
identificacién de plasmidos que contuvieran la secuencia de construccién de ADN correcta para el plasmido
pEL568, se transformaron en células de B. subtilis competentes. Los transformantes se seleccionaron por la
actividad de proteasa (es decir, aclaramiento sobre leche desnatada) sobre placas de LA + 5ppm de
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cloranfenicol + leche desnatada al 1.6 %. La preparacion de plasmido de ADN muestra que el plasmido pEL568
es estable en B. sublilis y no se integra en el locus del promotor de aprE. La Figura 24 proporciona un mapa del
plasmido pEL568.

E. Modelado por homologia

[0295] En otras formas de realizacion adicionales, se proporciona un modelo por homologia del dominio maduro
de NprE a partir de Bacillus amyloliquefaciens. En dichos experimentos, se analizé la secuencia de proteinas del
dominio maduro de la secuencia de NprE (SEQ ID NO:192) en el programa BlastP (NCBI). Este programa hace
coincidir la secuencia con otras secuencias conocidas de diversa identidad secuencial. A partir de los datos de
salida, se identificaron secuencias para las que se conocen estructuras cristalinas de rayos X. Entre esas
secuencias se incluian Npr de S. aureus (pdb id 1BQB) Npr de P. aeruginosa (pdb id1EZM), termolisina
de B. thermolyticus (pdb id 1KEI) y Npr de B. cereus (pdb id 1NPC). La Figura 5 proporciona un alineamiento de
secuencias de las diversas secuencias analizadas (SEQ ID NOS:192-195).

[0296] La secuencia de la Npr de B. cereus que se observl que era la mas idéntica a NprE. La termolisina de B.
thermolyticus (pdb id 1KEI) se excluy6 de las etapas posteriores, ya que es muy similar a Npr de B. cereus. Se
prepard entonces un modelo por homologia del modo detallado a continuacién, y todos los calculos se realizaron
por medio del programa MOE (Chemical Computing).

[0297] En primer lugar, se alinearon las secuencias Npr de S. aureus (pdb id 1BQB; SEQ ID NO:193) Npr de P.
aeruginosa (pdb id1EZM)(SEQ ID NO:194) y Npr de B. cereus (pdb id 1NPC)(SEQ ID NO:195) por medio de una
estructura conocida para obtener el alineamiento de secuencias mas exacto (es decir, se produjo un
alineamiento de secuencias basado en la estructura). A continuacion, la secuencia madura de NprE se aline6
con respecto a este alineamiento de secuencias basado en la estructura. Después, se produjo un modelo por
homologia inicial de NprE valiéndose de la estructura de Npr de B. cereus (pdb id 1NPC) como plantilla y
mediante el alineamiento de secuencias de NprE con Npr de B. cereus que se produjo anteriormente. A partir de
la inspeccion de dicho alineamiento, se hizo patente que mientras que Npr de B. cereus contiene cuatro sitios de
unién a iones de Ca®*, NprE contiene tinicamente dos sitios de unién a iones de Ca®* .

[0298] Por ultimo, después de que se hubiera construido el modelo por homologia inicial, los iones metélicos (es
decir, Zn** y dos Ca2+) se arreglaron computacionalmente, asi como sus ligandos proteicos correspondientes. El
resto de la estructura del modelo se redujo al minimo computacionalmente por medio del conjunto de parametros
CHARMMZ22, lo que dio lugar al modelo por homologia final.

EJEMPLO 12

Pruebas de rendimiento de lavado

[0299] En este Ejemplo, se describen los experimentos realizados para determinar el rendimiento de lavado de la
metaloproteasa de la presente invencion. Todas las pruebas de rendimiento de lavado se llevaron a cabo en
condiciones de lavado estadounidenses, tal y como se indica a continuacion.

Pruebas de rendimiento de lavado de ropa

[0300]
Equipo: Modelo de banco de trabajo de 6 recipientes Terg-O-Tometer (US Testing)
Temperatura: 15 °C /60 °F
Tiempo de lavado: 12 minutos
Agitacion: 100 rpm
Tiempo de aclarado: 3 minutos
Dureza del agua: 6 granos por galén / 105 ppm como CaCOs (3/1 Ca™/ Mg*)

Concentracion de espuma: 1.6 g/l base de detergente liquido TIDE@ 2005

Dosis de enzimas: 0.00 - 0.55 - 2.75 - 5.50 mg de proteina activa/l de solucién de lavado
Muestras: EMPA 116 fijada, fijada a 20 °C: sangre, leche, tinta sobre algodon (10 x
7.5 cm)
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EMPA 116 sin fijar: sangre, leche, tinta sobre algodén (10 x 7.5 cm)

Hierba Equest: hierba de suciedad media frotada sobre algodén (10 x 7.5 cm)
CFT C-10: pigmento, aceite, leche sobre algodén (10 x 7.5 cm)

EMPA 221: algodén sin ensuciar usado como lastre (10 x 10 cm)

Se colocaron 6 EMPA 116 fijadas + 2 EMPA 221 en un recipiente

Se colocaron 6 EMPA 116 sin fijar + 2 EMPA 221 en un recipiente

Se colocaron 6 hierba Equest + 2 EMPA 221 en un recipiente

Se colocaron 6 CFT C-10 + 2 EMPA 221 en un recipiente

Condiciones de secado: Secadora, las manchas de hierba se secaron al aire, tapadas con prendas
oscuras. El resto de manchas se plancharon.

Medicién de muestras: Tristimulus Minolta Meter CR-300 con ecuacion L (L*a*b), D65 Std. llluminate,
sobre fondo blanco. Expresada en % de eliminacion de suciedad delta

3 lecturas por muestra (antes y después del lavado)

% de eliminacion de manchas = (valor L tras el lavado — valor L antes del lavado)/(LO aigodon blanco- Valor L antes
del lavado) x 100 %

[0301] Todos los experimentos se realizaron por cuadriplicado.

[0302] Las proteasas fueron sometidas a prueba en una prueba de lavado especialmente desarrollada para este
fin, valiéndose de tres muestras de algodon distintas, ensuciadas con:

(a) leche, sangre y tinta (10.0 x 7.5 cm; EMPA), designada con los niumeros 116 sin fijar y fijada (las
manchas se fijaron a 20 °C);

(b) hierba de suciedad media (10.0 x 7.5 cm; Equest); y
(c) pigmento, aceite y leche (10.0 x 7.5 cm designada con los nimeros C-10 CFT).

[0303] Estos experimentos se describen con mayor detalle a continuacién. Las pruebas de lavado se llevaron a
cabo en un modelo de banco de trabajo Terg-O-Tometer (US Testing), equipado con seis recipientes de ensayo
de acero inoxidable. Cada uno de los recipientes de ensayo de acero inoxidable contenia 1.6 g de base de
detergente liquido TIDE® 2005, disueltos en 1000 ml de agua de 105 ppm/6 granos por galén, y a cada uno de
ellos se le cargd seis de las mismas muestras de algoddn ensuciadas y dos muestras de algodén de lastre
adicionales (EMPA 221). Se afnadié una proteasa seleccionada (por ejemplo, metaloproteasa neutra u otra
proteasa) a cada recipiente en una concentracién de 0.00 a 5.50 mg de proteina activa por litro de espuma.

[0304] Las pruebas se efectuaron durante 12 minutos a 15 °C/60 °F, con una agitacién de 100 rpm. Tras el
lavado, las muestras se enjuagaron durante 3 minutos con agua del grifo fria y se colocaron en una secadora.
Las muestras de hierba se secaron al aire y se taparon con prendas oscuras para limitar la sensibilidad a la luz
de las manchas de hierba. El resto de muestras se plancharon. Todos los experimentos se llevaron a cabo por
cuadriplicado.

[0305] La reflectancia de las muestras sometidas a prueba se midié con un Tristimulus Minolta Meter CR-300 por
medio de la ecuacién L (L*a*b). Los valores de rendimiento de lavado se calcularon por medio de la siguiente
relacion:

% de eliminacion de manchas = (valor L tras el lavado — valor L antes del lavado)/(Lo aigodsn blanco- Valor L
antes del lavado) x 100 %

[0306] En la Figura 26 se muestran los resultados del ensayo de Terg-O-Tometer (TOM) para MULTIFECT®
purificada, y se comparan con los de la subtilisina (BPN' Y217L), una proteasa serinica alcalina. El TOM
proporcioné un medio completamente operativo y valido para distinguir entre los distintos rendimientos de lavado
de diversas proteasas (por ejemplo, proteasas serinicas, metaloproteasa neutra y variantes de estas). Las
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pruebas con TOM se llevaron a cabo sobre una superficie de BMI y hierba de suciedad media Equest con
detergente de base TIDE@ 2005.

[0307] Como se indico en la Figura 26, se puso de manifiesto que la metaloproteasa neutra purificada tenia
claramente un mejor rendimiento en la prueba de lavado que la proteasa serinica (BPN' Y217L). En concreto, se
necesitaron 2.75 ppm de metaloproteasa neutra purificada para mostrar una eliminacion de suciedad delta de ~
10 % en comparacién con los solo 0.55 ppm de la proteasa serinica (BPN' Y217L) en la mancha de hierba
Equest. El rendimiento de lavado de la metaloproteasa neutral también se someti6 a prueba a baja temperatura y
se observé que tenia un muy buen rendimiento en la tela manchada de suciedad media Equest. Se obtuvieron
resultados similares con la proteasa neutra MULTIFECT® purificada disponible comercialmente, asi como con la
nprE recombinante producida del modo descrito anteriormente.

EJEMPLO 13
Rendimiento de variantes de NprE en ensayo de rendimiento BMI-TIDE® 2X

[0308] En este Ejemplo se describen los experimentos realizados para evaluar el rendimiento de diversas
variantes de nprE en el ensayo de BMI expuesto anteriormente. Se utilizaron los métodos ofrecidos antes del
Ejemplo 1 (véase «Ensayo de micromuestras para probar el rendimiento de la proteasa»). En las siguientes
tablas se proporcionan los resultados de variantes de sustitucion multiple con indices de rendimiento mayores
que uno (Pl > 1) y las que presentan indices de rendimiento menores que uno (Pl <1)

[0309] En la Tabla 13.1 se proporcionan los datos obtenidos de variantes de sustitucion simple en el ensayo de
rendimiento BMI-TIDE® 2X. La Tabla proporciona indices de rendimiento, que se calcularon del modo descrito
anteriormente para las variantes, que muestran una mejora del rendimiento en comparacion con la enzima
natural. Dichas variantes, que presentan un indice de rendimiento mayor que 1, presentan una mejora del
rendimiento.

[0310] En la Tabla 13.2 se proporcionan los datos obtenidos de variantes de sustitucion multiple seleccionadas
en el ensayo de rendimiento BMI-TIDE@ 2X. La Tabla proporciona indices de rendimiento, que se calcularon del
modo descrito anteriormente para las variantes, que muestran una mejora del rendimiento en comparacion con la
enzima natural. Dichas variantes, que presentan un indice de rendimiento mayor que 1, presentan una mejora
del rendimiento.
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Tabla 13.1 Resultados Tabla 13.1 Resultados Tabla 13.1 Resultados

ensayo rendimiento para ensayo rendimiento para ensayo rendimiento para
variantes con indice de variantes con indice de variantes con indice de
rendimiento > 1 rendimiento > 1 rendimiento > 1
codigo Det. liquido codigo Det. liquido Codigo Det. liquido
variante BMI Tide 2X variante BMI Tide 2X variante BMI Tide 2X
[Ind. rend.] [Ind. rend.] [Ind. rend.]

TO04H 1.07 S023L 1.27 INO46M 1.13
[T0041 1.25 S023M 1.04 IN0460Q 1.22
TO04K 1.62 S023P 1.23 NO46R 1.19
[T004L 1.01 5023Q 1,22 NQ46S 1.02
[T004M 1.05 S023R 1.75 INO46T 1.20
TO04N 1.03 S023V 1.09 INO46W 1.24
T004P 1.18 S023W 1.41 IN046Y 1.21
[TO04R. 1.65 S023Y 1.06 IRO4 7KK 1,15
[T004Vv i.18 GO24F 1.26 'YO49F 1.06
TO04W 1.21 GO24H 1.33 Y0491 1.08
T004Y 1.32 G241 1.24 [Y049K 1.10
G0121 1.24 G024K 1.70 Y 049L 1.06
GO12K 1.64 G024L 1.23 [YQ49R 1.54
GO12L 1.25 G024M 1.14 Y049W 1.34
GO12M 111 GO24N 1.28 NOSOF 1.38
G012Q 1.09 G024p 1.18 INOSOH 1.13
GO12R 1.54 G0O24R 1.67 INO50L 1.36
G012T 1.38 G024T 1.07 INOSOK 1.65
G012V 1.18 G024V 1.12 INOSOL 1.35
G012W 1.46 GO24W 1.42 INOSOM 1.05
TO14F 1.17 G024Y 1.12 INO5SOP 1.12
ro14G 1.17 K033H 1.01 INOSOQ 1.16
T0141 1.28 QO45F 1.25 INOSOR 1.81
014K 1.53 Q045H 1.25 INOSOW 1.46
TO14L 1.19 Q0451 1.40 INOSOY 1.27
rg14M 1.11 Q045K 1.64 T054F 1.16
[TO14P 1.04 Q04510 1.24 T054G 1.12
TOH4Q 1.24 QOM5N 1.07 TOS4H 1.17
TO14R 1.48 QUO45R. 1.68 [T0541 1.34
10148 1.07 Q045T 1.09 T054K 1.47
ro14v 1.14 Q045W 1.60 [TO54L 1.26
TO14W 1.i7 INO46A 1.06 [T054N 1.25
T014Y 1.11 INO46F 1.11 T054Q 1.23
[E022K 1.79 N046G 1.07 [TO54R 1.46
S023F 1.30 INO46H 1.32 T054S 1.03
S0231 1.20 INO46K 1.61 TO54V 1.11
S023K 1.67 NO46L 1.14 TOS4W 1.22
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Tabla 13.1 Resultados Tabla 13.1 Resultados Tabla 13.1 Resultados
ensayo rendimiento para ensayo rendimiento para ensayo rendimiento para
variantes con indice de variantes con indice de variantes con indice de
rendimiento > 1 rendimiento > 1 rendimiento > 1
. Det. liquido L Det. liquido Det. liquido
Codigo BMI Tide 2X Cadigo BMI Tide 2X Codigo BMI Tide 2X
variante [ind. rend.] variante [ind. rend.] variante [ind. rend.]
T054Y 1.08 SO066F 1.05 1191 1.09
SO58H 1.03 S066H 1.06 D119L : 1.21
SO58N 1.12 S0661 1.24 D119Q 1.17
S0580Q 1.08 S066K 1.44 DII9R 1.14
059G 1,11 S066L 1.09 D119S 1.10
TOS9H 1.32 S066N 1.00 D119T 1.23
[T0591 143 S066Q 1.12 D119V 1.24
[TOS9K 1.60 SO066R 1.47 D119W 1.09
TOS9L 1.31 S066V 1.19 G128F 1,10
TOS9M 1.10 SO66W 1.21 G128H 1.27
TOSON 1.16 S066Y 1.06 G128K 1.50
TS9P 1.19 Q087H 1.06 G128L 1.20
T059Q 1.31 Q0871 1.17 G128M 1.11
TOS9R 1.56 Q087K 1.30 G128N 1.23
TO59V 1.13 Q087L 1.07 G1280 1.22
TO59W 1.32 QO087TM 1.00 G128R 1.94
TO60F 1.07 QO8TN 1.06 G128W 1.48
0601 1.09 QORTR 1.35 G128Y 1.42
TO60K 1.49 QOR7T 1.08 S129A 1.12
TO60L 1.13 QO87V 1.04 5129F 1.11
T060N 1.07 QOR7TW 1.15 5129G 1.03
T0600Q 1.13 INO9OF 1.05 S129H 1.17
[TO60R 1.42 INO9OH 1.09 S 129K 1.33
T060V 1.13 INOSOK 1.37 S129L 1.01
T060W 1.23 INO9OL 1.18 S129R 1.37
T060Y 1.07 INOOOR 1.37 5129T 1.04
'TO65F 1.06 INO96G 1.00 S129V 1.01
T065H 1.07 NG96H 1.04 S120W 1.28
[T0651 1.12 NO96K 1.54 S129Y 1.25
TO65K 1.32 INO96R 1.06 IF1301 1.03
T065L L10 KO097H 1.03 IF130K 1.26
TO65M 1.09 K0970Q 1.05 IF130R 1.37
TO65P 1.11 IKO97TW 1.02 IF130Y 1.31
T065Q 1.01 IK100R. 1.26 51359 1.03
TO65R 1.28 R110K 1.05 IM138K 1.36
To65V 1.15 ID119E 1.05 M 1380 1.03
T065Y 1.09 ID119H 1.16 IM138V 1.10
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Tabla 13.1 Resultados Tabla 13.1 Resultados Tabla 13.1 Resultados
ensayo rendimiento para ensayo rendimiento para ensayo rendimiento para
variantes con indice de variantes con indice de variantes con indice de
rendimiento > 1 rendimiento > 1 rendimiento > 1
. liqui Det. liqui Det. liqui
Cédigo g:l:l !F?dtig( Cédigo B:/:I T?diig( Cédigo B:/:I T?diig(

variante [ind. rend.] variante [ind. rend.] variante [ind. rend.]
V140C 1.03 S191F .18 IN218P 1.27
Q1511 1.02 5191G 1.03 D220E 1.05
E152A 1.14 SI191H 1.29 D220H 1.00
IE152C 1.15 S1911 1.12 D220N 1.04
E152D 1.14 SI9IK 1.58 D220P 1.05
IE152F 1.09 S191L 1.07 A221F 1.13
E152G 1.03 SI9IN 1.13 A2211 1.14
E152H 1.15 S191Q 1.13 A221K 1.49
E152L 1.15 SI191R 1.74 A221L 1.05
[E152M 1.12 S191wW 1.16 A221M 1.01
[E152N 1.11 IL198M 1.19 IA221N 1.05
E152R 1.19 L198V 1.05 A221V 1.14
IE1528 1.2 S 199F £.10 A221Y 1.17
E152W 1.06 S1991 1.08 G222H 1.01
N155D 1.13 S190K 1.64 G222N i.01
IN15SK 1.05 S199L 1.15 G222R 1.04
INISSR 1.14 S199N 1.14 Y 224F 1.05
T179A 1.03 S 1990 1.14 Y224H 1.29
(I'179F 1.15 S 199R 1.68 Y 224N 1.23
T179H 1.20 S199V 1.06 Y224R 1.12
T1791 1.21 Y204H 1.03 T243G 1.13
T179K 1.62 G205F 1.13 T243H 1.48
TL179L 1.20 G205H 1.61 T2431 1.06
T179M i.12 G205L i.14 T243K 1.87
T179N 1.04 G205M 1.14 T243L 1.11
T179P 1.04 G205N 1.39 12430 1.36
T179Q 1.23 G205 2.07 T243R 1.62
T179R 1.49 1G205S 1.25 T243W 1.25
mT1798 1.02 IG205Y 1.21 T243Y 1.14
T179V 1.12 K211R 1.23 IV260A 1.69
T179W 1.05 IK214R 1.19 V260D 1.59
m179Y 1.07 IL216F 1,13 V260E 1.17
V190H © o 1.02 {.216H 1.05 V260G 2.00
V1901 1.16 L216Q 1.05 V26(H 1.36
V190K 1.75 L2Z16R 1.64 V2601 2.09
V1900 1.23 L216Y 1.02 V260K 1.45
VI190R 1.67 IN218K 1.57 [V260L 1.18
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Tabla 13.1 Resultados
ensayo rendimiento para
variantes con indice de
rendimiento > 1

Tabla 13.1 Resultados
ensayo rendimiento para
variantes con indice de
rendimiento > 1
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Det. liquido Det. liquido
Cadigo BMI Tide 2X Cadigo BMI Tide 2X
variante [ind. rend.] variante [ind. rend.]
IV260M 1.41 NZ296K. 1.28
V260P 1.45 IN296R 1.42
V2600 1.73 A29T7K 1.56
V260R 1.47 IA297TN 1.02
V2608 1.59 A297Q 1.02
V260T 1.66 IA297R 1.50
IV260W 1.83 G299N 1.02
V260Y 1.20
T263H 1.06
S265K 1.30
S265N 1.04
S265R 1.28
S205W 1.00
IA2731 1.19
AZTIK 1.47
A273L 1.14
IA273N 1.10
A273Q 1.00
IA273R 1.78
A273Y 1.07
IL282F 1.09
282G 1.14
IL282H 1.17
L2821 1.23
IL282K 1.67
L282M 1.01
L282N 1.08
1.282Q 1.17
L282R 141
L2832V 1.22
S285K 1.20
S285R 1.23
Q286K 1.22
Q286R 1.14
IA289K 1.23
IA289R 1.32
IA293R 1.36
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Tabla 13.2 Resultados ensayo
rendimiento BMI para variantes con
indice de rendimiento > 1

Tabla 13.2 Resultados ensayo
rendimiento BMI para variantes con
indice de rendimiento > 1
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Cadigo Det. liquido Caodigo Liquido BMI
variante BMI Tide® 2X variante Tide® 2X
[ind. rend.] T004S-S023N-G024Y - 1.71
N F2 0L

S023W-G024M 2.36 T004V-S023W-GO24M- 1.70
T004V-S023W-G024W 225 A2R9V
S023W-G024Y-A288V 2.14 L282M-Q286K-A289R- 1.70
TO04L-S023W-GO24Y 2.09 S132T
INQ46Q-NO50F-T054L 2.03 NOSOW-T054H 1.70
NOSOY-T059R-S129Q 1.97 L282M-Q286R 1.69
S023W-G024W 1.97 L282F-Q286K-A289R 1.69
A273H-S285P-E292G 1.94 TO59R-5066Q 1.68
S023Y-G024Y 1.93 RO47K-NO5OW-T054H 1.68
5023Y-G024W 1.92 $265P-L282M-Q286K- 1.66
T004S-S023Y-G024W 1.91 A289R
INC460-T054K 1.90 L282M-Q286R-T2298 1.66
S023W-G024Y 1.90 L282F-(286K 1.66
T004V-S023W 1.89 T263W-5285R Les
TO59K-S066N 188 S265P-L282M-Q286K 1.65
IN046Q-NO50W-T054H- 1.87 [T263H-A273H-S285R 1.65
T153A TOSYR-S129V 1.64
T004V-8023W-G024Y 1.85 S032T-T263H-A273H- 1.64
L282M-Q286P-A289R 1.83 S285R
IN046Q-R047K-NO50Y- 1.82 TO59R-5066Q-5129Q 1.64
TO54K TO048-G024W 1.64
L0440-T263W-8285R 181 T004V-S023W-G024M 1.64
TO04L-S023W-GO24W 1.79 TO59K-5066Q-5129Q 1.63
R047K-NO5SOF-T054K 1.78 L.282M-Q286K-A289R- 1.63
A273H-S285R 1.78 [253V
INOS0Y-TOS9K-$065Q 1.78 [T004V-8023Y-G024W 1.63
T0OS4K-Q192K 1.76 TOS9R-S066N-5129Q 1.62
NO46Q-NOSOW 1.75 INOSOF-T054L 1.62
L282M-Q286K 1.75 T004S-S023N-G024W 1.62
T059K-S066Q 1.74 TO59R-S066N 1.62
T004S-SO23W 1.74 TOS9R-S066N-S129V 1.60
[.282M-Q286R-A289R- 1.73 Q286R-A289R 1.60
K1IN N046Q-R047K-NOSOF- 1.60
L282M-A289R 1.73 T054K
IN046Q-NOSOW-TO54H 1.73 $265P-L282M-Q286R- 1.57
TOS9K-S129Q 1.72 AZZIR
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Tabla 13.2 Resultados ensayo
rendimiento BMI para variantes con
indice de rendimiento > 1

Tabla 13.2 Resultados ensayo
rendimiento BMI para variantes con
indice de rendimiento > 1

Coédigo Liquido BMI Codigo Liquido BMI

variante Tide® 2X variante Tide® 2X
S265P-1.282M-Q286P- 168 $1290
A280R TD59R-5066Q-§1291 1.51
Q062K -S0660Q-51291 1.59 TO5OW-S066N-S129V- 1.51
S023N-GO24W 1.59 S290R
IN046Q-RO47K-NOSOW- 1.58 TO56R-S1261 1.50
T054H T059K-S0660Q-51291 1.50
RO47K-T054K 1.58 T059K.-5066Q-5129V 1.50
TO04L-GO24W 1.58 S265P-1.282M-Q286R- 1.49
T014M-TOS9R-S129V 1.58 A289R-T2028-K203N
TOS9R-SO66Q-NO92S- 1.58 T004V-S023N-G024W 1.49
51291 S265P-Q286K 1,49
RO47K-NOSOW-TOS4K 1.58 5265P-L282F-A289R 1.49
T004V-G024W 1.58 D220P-5265W 1.49
INO47K-NOSOF-T054K 1.57 LO55F-T059W-S129V 1.49
S265P-L282F-Q286K- 1.57 TO59R-$1290- S191R 1.49
INO61Y INOSOW-T054K 1.49
L282F-Q286K-E159V 1.57 TO045-S023W-G024M 1.49
TO04V-5023Y-G024M 1.57 RO47K-NOSOF-T054H 1.48
$265P-L282F-A289R - 1.55 TOS9K -S066N-K088E 148
T06SS T059K-S066Q-S1291- 1.48
T059K-FO63L-S066N- 1.55 V291L
S129V L282M-Q286R-A289R 1.48
[T004L-5023W 1.55 TOS9R-SO66N-FO858- 147
NOSOF-TOS541H 1.55 $129]
TOS9R-5066Q-S 129V 1.54 L282F-Q286P-A280R 1.45
V1901-D220E-S265W- 1.54 L282F-Q286R-A289R 1.47
L.282F G099D-S265P-L282F- 1.46
TD04S-S023Y-G024M 1.53 Q286K-A289R
TO04L-S023N-G024Y 1.53 NO46Q-NOSOF 1.46
TO59K-SO066N-$1291 1.53 NO50Y-T059W-S066N- 1.45
TOS9R-S066N-S 1291 1.53 5129V
[.282M-Q286R-A289R- 1.52 T009I-D220P-S265N 1,45
P1625 V190F-D220P-S265W 1.45
INO46Q-NOSOF-T179N 1.52 N157Y-T263W-A273H- 1.44
TO59K-Y082C-8129V 1.52 S285R
TOS9K-S1261 1.52 T263W-A273H-5285R 1.44
INOSOY-TO54K 1.51 T263W-S285W 1,44
TO59K-5066Q- V102A- 1.51 TO04V-S023Y 1.43
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Tabla 13.2 Resultados ensayo
rendimiento BMI para variantes con
indice de rendimiento > 1

Tabla 13.2 Resultados ensayo
rendimiento BMI para variantes con
indice de rendimiento > 1

70

Caodigo Liquido BMI Cadigo Liquido BMI
variante Tide® 2X variante Tide® 2X
N046Q-R047K-NOSOW 1.42 TOS9W-5066Q 1.31
INO50W-T054L 1.42 T263W-A273H-S285R 1.44
IN200Y-S265P-L282F- 1.42 T263W-A273H-S285W 1.27
Q286P-A289R S023Y-G024M 1.30
T0S9R-S066Q-P264Q 1.42 T004L-S023N-G024W 1.30
TO04V-G024Y 1.40 T004V-S023N-G024Y 1.30
TO04L-G024Y 1.40 T059W-S066N-5129Q 1.30
INO50Y-S1911 1.39 T004S-S023Y 1.29
N050Y-T054L 1.39 T004S-S023N-G024M 1.29
TO04L-S023W-G024Y - 1.39 TO59W-S066N-A070T 1.29
N155K T059W-5066Q-5129Q 1.29
F1691-L282F-(Q286R- 1.39 T263W-A273H 1.29
A289R A273H-5285P 1.28
L282M-Q286K-A285R 1.38 IN046Q-R047K-NO50Y - 1.28
F130L-M138L-E152W- 1.38 T054L
DI183N IN0460Q-R0O47K-NO50Y 1.28
NO46Q-RO47K-NOSOY - 1.38 RO47K-NO50Y 127
TO54H T263H-S285W 1.26
TO04V-GO24M 1.38 RO47K-NO50F 1.25
INO50Y-TO59W-5066Q- 1.37 [NO46Q-R047K-NOSOF- 1.25
5129V TO54H
S023N-GO24Y ' 1.37 SO23N-GO24M 1.25
T054H-P162Q 1.37 T0045-G024Y 1.24
T0045-S023W-G024Y 1.37 R047K-N050Y -T054H 1.24
NO50Y-T054H 1.36 TOS9W-S066N-S1291 1.22
L.282F-Q286R-A289R- 1.35 RO47K-T054L 1.21
1691 T004S-5023W-G024W 1.21
RO47K-NOSOW 1.35 M138L-E152F-T146S 1.21
VI90F-D220P 1.35 D220P-S265N 1.21
L282M-F173Y 1.34 T0045-G024M 1.20
TO04L-S023Y 1.33 T004V-S023N 1.20
NOSOW-A288D 1.33 IN046Q-NOSOF-T054K 119
V1901-D220P-S265Q 1.33 N0460)-NO50Y-T054H 1.19
$265P-L282F-Q286P- 1.24 QU62H-S066Q-51290 119
A289R T059W-S129Q 119
ié%%‘;LzSZF‘QZ%R' 1.39 TO59W-S129V 1.19
NOSOF-TOS4K. 1.18
NO46Q-NO50Y-TO54K 1.33 RO047K-NOSOF-T0S4L. 118
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Tabla 13.2 Resultados ensayo
rendimiento BMI para variantes con
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Cadigo variante Liquido BMI Cadigo variante Liquido BMI
Tide® 2X Tide® 2X

[V1901-D22QP-S265W 1.18 INO46Q-NG50Y-T054K - 1.05
N1121-T263H-A273H- 1.17 A154T
S285R. S016L-D220E-S265W 1.05
TOSO9W-S066N-5129V 1.17 D220E-S265W 1.04
T059W-S0660Q-51291 1.17 D220E-A2375-S265W 1.04
TOS9W-51291 1.17 S066Q-S1290Q 1.04
[T263W-5285P 1.17 V190F-D220E-5265Q- 1.04
[V190I-D220P 1.16 T2671
A289V-T263H-A273H 1.16 L282M-F173Y-T2198 1.04
T263H-A273H-S285P 1.16 E152F-T179P 1.04
INOOS-A273H-5285P 1.15 V1901-8265W 1.03
RO47K-NO50Y-T054L 1.15 M138L -5066Q 1.01
T004S-S023N 1.15 MI138L-E152W 1.01
TO59R-5129Q 1.14 TOS9W-5066Q-A070T- 1.01
N0460Q-R047K-T054H 1.14 S1291
TOS9OW-S066Q-S129V 1.13 V190F-D220E-S265N 1.01
E152W-T179P 1.13 VI190F-S265N 1.01
INOS0Y-S066Q-S129V 1.13 INO46Q-NOSOY 1.01
T202S-T263W-A273H 1.13 MI138L-E152F-T179P 1.00
T263W-A273H-5285P 1.13
M138L-E152W-T179P 1.11
NO46Q-RO4TK 1.10
INO46Q-T0S4H-F176L 1,10
TOJML-G024M 1.i0
T004S-L282M 1.10
T263H-A273H 110
T263H-A273H-S285W 1.10
T004L-5023Y-G024M 1.09
L282F-Q286P 1.09
T004V-5023Y-G024Y 1.09
[V190F-S265W 1.09
M 138L-E152F 1.08
V190F-D220E-S265W 1.07
INO46Q-NOSOF-T054H 1.06
N157Y-8285W 1.06
TQ04F-S023Y-G024M 1.06
T004V-8023N-G024M 1.06
L1981-D220E-52650Q 1.05
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EJEMPLO 14
Estabilidad de variantes de nprE

[0311] En este Ejemplo se describen los experimentos realizados para determinar la estabilidad de variantes de
nprE. En estos experimentos, se usaron los métodos descritos antes del Ejemplo 1 para determinar los indices
de rendimiento (véase «Ensayos de estabilidad de NprE en presencia de detergente», supra). Las siguientes
tablas proporcionan los resultados de dichas variantes con indices de rendimiento mayores que uno (PI>1)
sometidas a prueba con y sin DTPA.

[0312] La estabilidad se midié al determinar la actividad de AGLA antes y después de la incubacion a elevada
temperatura. La tabla contiene los valores de estabilidad relativa en comparacién con la enzima natural en dichas
condiciones. Constituye el cociente de (actividad residual de la variante/actividad residual de la enzima natural).
Un valor mayor que uno indica una estabilidad mayor en presencia de detergente. En las Tablas 14.1 y 14.2 se
proporcionan los datos que muestran los datos de estabilidad relativa de variantes de sustitucién simple de NprE
en relacion con la estabilidad de la estabilidad de NprE natural en dichas condiciones, con y sin DTPA.

[0313] En las Tablas 14.3 y 14.4 se proporcionan datos que muestran los datos de estabilidad relativa de
variantes de sustitucién mdltiple de NprE en relacién con la estabilidad de la estabilidad de NprE natural en
dichas condiciones, con y sin DTPA.

Tabla 14.1 Resultados de Tabla 14.1 Resultados de Tabla 14.1 Resultados de

estabilidad en presencia de estabilidad en presencia de estabilidad en presencia de

25 % de TIDE® 2X con DTPA 25 % de TIDE® 2X con DTPA 25 % de TIDE® 2X con DTPA

Cédigo Estabilidad en o Estabilidad en n Estabilidad en

variante presencia de Codigo presencia de Cadigo presencia de

25 % de Tide variante 25 % de Tide variante 25 % de Tide

2x con DTPA 2x con DTPA 2x con DTPA
[1o04C i.19 K013 1.33 S023G 1.11
TOO4E 1.05 KO13L 1.56 50231 1.05
T004L 1.13 KO13M 1.28 S023K 1.07
(100458 1.00 KO13N 1.39 S023L 1.04
GO12D 1.06 KO13Q 1.34 S023M 1.11
G012E 1.06 K013S 1.35 SO023N 1.09
KO13A 1.39 KQ13T 1.22 S023Q 1.03
K013C 1.57 K013V 1.40 SO23R 1.10
IK013D 1.09 IKO13Y 1.34 50238 1.45
[KO13F 1.30 S023A 1.01 S023T 1.06
K013G 1.41 5023D 1.08 S023V 1.05
KO13H 1.34 S023F 1.05 SO23W 1.08
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Tabla 14.1 Resultados de Tabla 14.1 Resultados de Tabla 14.1 Resultados de
estabilidad en presencia de | estabilidad en presencia de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X con DTPA 25 % de TIDE® 2X con DTPA 25 % de TIDE® 2X con DTPA
Estabilidad en Estabilidad en Estabilidad en
Céfiigo presencia de Céfiigo presencia de Céfiigo presencia de
variante 25 % de Tide variante 25 % de Tide variante 25 % de Tide
2x con DTPA 2x con DTPA 2x con DTPA
S023Y 1.15 T054H 1.11 QO87E 1.32
GOZ24A 1.01 T0541 1.04 IN09OC 1.10
G024D 1.05 [TO54K 1.11 INO90D 1.01
GO24F 1.08 T054L 1.08 K 100H 1.09
G024G 1.46 T054M 1.06 K100P 1.01
G024H 1.05 M054N 1.07 RI110A 1.17
G024K 1.08 10540 1.03 R110C 1.28
GO24L 1.06 T054R 1.04 R110E 1.20
G024M 1.10 [T0548 1.05 R110H 1.12
1G024N 1.11 T054V 1.01 R 110K 1.04
G024R 1.07 TO54W 1.07 R110L 1.23
G0248 1.02 T054Y 1.07 R110M 1.23
0245 1.02 [T059A 1.04 R 110N 1.11
G024T 1.04 T059C 1.04 R110Q 1.28
G024W 1.11 [TOSSE 1.02 R110S 1.10
G024Y 1.08 T059G 1.13 R110Y 1.12
Q045D 1.02 [T059H 1.07 D119H 1.15
QU45E 1.28 T0591 1.01 G128C 1.00
IN046C 1.29 TOS9K 1.16 S129A 1.06
INO46E 1.35 TOS9M 1.10 S129C 1.38
IN046Q 1.07 TOSIN 1.15 S125D 1.23
[RO47K 1.09 [T059P 1.12 S129H 1.30
IR047L 1.13 T059Q 1.04 51291 1.68
IRO47M 1.00 TOS9R 1.28 S129K 1.05
IR0O47S 1.21 TO593 1.04 51291 1.35
INOSOD 1.04 [TO59W 1.26 S120M 1.33
INOSOF 1.07 TO60N 1.03 S1290 1,44
INOSOP 1.03 TO65E 1.01 S129T 1.36
INOSOW 1.04 S066C 1.36 S129V 1.55
INOSOY 1.04 S066D 1.42 S129Y 1.06
ros54C 1.04 SO66E 1.58 1301 1.14
T054D 1.04 S066N 1.01 F 130K 1.04
TOS4E 1.03 S066Q) 1.01 F130L 1,52
T054F 1.03 Q087D 1.25 F130M 1.66
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Tabla 14.1 Resultados de ’_ Tabla 14.1 Resultados de Tabla 14.1 Resultados de
estabilidad en presencia de estabilidad en presencia de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X con DTPA 25 % de TIDE® 2X con DTPA 25 % de TIDE® 2X con DTPA
L Estabilidad en L Estabilidad en L Estabilidad en
Codigo presencia de Codigo presencia de Codigo presencia de
variante 25 % de Tide variante 25 % de Tide variante 25 % de Tide
2x con DTPA 2x con DTPA 2x con DTPA
F1300Q 1.10 D220P 2.66 T263F 1.19
F130T 1.41 A221D 1.04 T263H 1.01
F130V 1.06 A221E 1.57 T263L 1.02
S137A 1.46 G222C 1.72 L2630 1.12
MI138L 1.43 T243C 1.30 263V 1.25
[E152F 1.15 12431 1.17 F263W 1.40
E152H 1.36 K244 A 1.61 T263Y 1.06
E152W 1.31 K244C 1.75 S265A 1.04
T179P 1.50 K244D 2.00 5265C 1.11
V1901 1.68 K244F 1.77 S265D 1.11
IV190L 1.93 K244F 1.27 S265E 1.34
5199C 1.27 K244G 1.23 S265P 1.72
S199E 1.95 [K244L 1.55 52650 1.00
Y204T 1.03 [K244M 1.79 S5265T 1.15
211A 1.96 K244N 1.25 S265V 1.17
K211C 1.30 K2440 1.82 K26%9E 1.61
K211D 1.89 K2448 1.87 IK269F 1.21
IK211M 1.20 K244T 1.65 K269G 1.32
211N 1.29 K244V 1.82 IK269H 1.63
K211Q 2.00 K244W 1.01 K2691 1.73
K2118 1.43 K244Y 1.45 [K269L 1.53
IK211T 1.18 [V260E 1.07 IK269M 1.52
K211V 1.52 V260K 1.17 K269 1.60
[K214A 1.74 [V260L 1.28 IK269P 1.47
K214C 1.62 IVZ60M 1.21 K269Q 1.55
IK2141 1.17 V260P 1.22 K2695 1.51
[K214M 1.27 IV260S 1.00 69T 1.89
K214N 1.35 V260T 1.03 K269V 1.43
IK214Q 2.09 [V260W 1.02 K269W 1.00
K214V 2.00 Y261C 1.28 K269Y 1.38
L216C - 1.35 Y261F 1.07 IA273C 1.19
219D 1.05 Y2611 1.20 A273D 1.29
ID220A 1.11 Y261L i.14 IA273H 1.14-
D220E 2.44 T263E 1.12 IR280A 1.33
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Tabla 14.1 Resultados de Tabla 14.1 Resultados de
estabilidad en presencia de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X con DTPA 25 % de TIDE® 2X con DTPA
Estabilidad en Estabilidad en
Codigo presencia de Codigo presencia de
variante 25 % de Tide variante 25 % de Tide
2x con DTPA 2x con DTPA
R280C 1.96 A2890 1.05
R280D 1.82 A293C 1.11
R280E 1.77 IN296D 1.11
R28(0F 1.46 IN296E 1.87
R280G 1.21 N296V 1.37
R280H 1.52 A297C 1.07
R280K 1.14
R280L 1.78
R280M 1.78
IR280S 1.46
IR280T 1.35
R2Z0W 1.51
[R280Y 1.56
L282F 1.06
IL282M 1.16
L282Y 1.04
S285A 1.16
S5285C 1.27
S285D 1.39
S285E 1.59
S285K 1.00
S285P 1.30
S285Q 1.10
S285R 1.38
S285W 1.28
286A 1.04
Q286D 1.08
Q286E 1.31
Q286K 1.09
Q286P 1.15
Q286R 1.18
IA289C 1.24
IA289D 1.04
A289E 1.15
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Tabla 14.2 Estabilidad de Tabla 14.2 Estabilidad de Tabla 14.2 Estabilidad de
variantes en Tide® 2X sin variantes en Tide® 2X sin variantes en Tide® 2X sin
DTPA DTPA DTPA
Estabilidad en Estabilidad en Estabilidad en
Cadigo presencia de Caédigo presencia de Caodigo presencia de
variante Tide 2x sin variante Tide 2x sin variante Tide 2x sin ¢
DTPA DTPA DTPA
r004C 1.16 R047Q 1.13 IN09OC 1.09
roo4v 1.04 RO47S 1.25 INO9OD 1.00
KOI13A 1.52 Y 049D 1.16 INO9OE 1.03
KO013C 1.83 Y049H 1.02 K100A 1.00
K013D 1.47 [Y 049N 1.07 K. 100D 1.07
IKO13F 1.02 Y0498 1.01 K100E 1.03
K013G 1,61 INOSOD 1.08 K 100F 1.07
[K013H 1.62 INOSOF 1.07 K 100H 1.16
IK(0131 1.19 INO5SOG 1.02 K 100N 1.06
IKO13L 1.54 INO5SOP 1.23 IK100P 1.06
KO13M 1.48 INOSOW 1.01 K100Q 1.06
KG13N 1.70 ros54C 1.07 K100S 1.05
KO0130Q 1.55 054D 1.01 K100Y 1.10
IK013S 1.56 TQ54E 1.08 R1I10A 1.11
KO13T 1.39 TO054H 1.08 R110C 1.24
KO13V 1.49 TO541 1.09 RI110E 1.19
KOI13Y 1.39 T054K 1.03 R110H 1.09
S023A 1.03 TO54L 1.09 RI110K 1.08
S023D 1.23 T054Q 1.09 IR110L 1.11
S023G 1.25 m054V 1.14 R110M 1.12
S023M 1.05 054w 1.02 R110N 1.18
S023N 1.25 T054Y 1.14 R110Q 1.25
5023Q 110 TOS9A 1.05 R 1108 1.09
50238 1.50 T059C 1.07 R110Y 1.16
S023W 1.02 TOS9E 1.25 D115H 1.03
S023Y 1.07 TO59M 1.04 G128C 1.15
G024D 1.05 TOS9P 1.18 S129A 1.13
G024G 1.41 T059Q 1.05 5129C 1.86
Q045C 1.01 T059S 1.09 S129D 1.52
Q045D 1.02 T065C 1.04 S129H 1.60
Q045E 1.41 TO65E 1.07 51291 2.32
Q045M 1.0¢ S066C 1.61 S129K 1.18
IN046C 1.53 S66D 1.61 S120L 1.70
INO46E 1.41 S066E 1.80 S 129M 1.64
RO47K 1.12 S066N 1.08 51290 1.86
RO47L 1.20 Q087D 1.27 S129T 1.59
RO47M 1.08 QOB7E 1.30 S129V 2.34
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Tabla 14.2 Estabilidad de Tabla 14.2 Estabilidad de Tabla 14.2 Estabilidad de
variantes en Tide® 2X sin variantes en Tide® 2X sin variantes en Tide® 2X sin
DTPA DTPA DTPA
Codigo Estabilidad Estabilidad en " Estabilidad en
variante en presencia Cédigo presencia de Cédigo presencia de
o de Tide2x variante Tide 2x sin variante Tide 2x sin
sin DTPA DTPA DTPA
S129Y 1.28 K2140Q 1.84 S265C 1.03
IF1301 1.18 K214V 1.79 82650 1.02
1300 1.29 L216C 1.31 S265E 1.22
F130M 1.44 ID220A 1.07 S265N 1.07
EF130Q 1.17 ID220E 2.23 S265P 1.43
IF130T 1.32 D220P 2.24 S265T 1,10
F130V 1.05 AZ221D 1.15 5265V 1.09
S137A 1.37 A221E 1.47 K269E 1.33
IM138L 1.11 G222C 1.89 K269F 1.10
IE152A 1.01 T243C 1.34 K269G 1.17
E152C 1.16 2431 1.13 K269H 1.52
IE152F 1.32 K244 A 1.57 IK2691 1.34
E152H 1.53 K244C 1.40 2691 1.34
E152N 1.12 K244D 1.58 K269M 1.34
IE152W 1.32 IK244EF 1.56 K 269N 1.25
IN1550Q 1.07 K244F 1.05 K269P 1.26
T179P 1.33 K244G 1.01 K2690Q 1.39
V1901 1.37 K244L 1.38 K269S 1.50
VIO0L 1.40 K244M 1.37 K269T 1.32
S199C 1.18 K244N 1.18 K269V 1.39
S199D 1.11 K244Q 1.42 K269Y 1.38
S199E 1.71 IK2448S 1.55 A273C 1,12
K211A 1.77 IK244T 1.51 A273D 1.16
K211C 1.18 K244V 1.42 A273H 1,10
K211D 1.67 K244Y 1.19 R280A 1.32
K211G 1.06 V260K 1.09 R280C 1.77
K211M 1.17 V260L 1.08 R280D 1.52
K211IN 1.44 V260P 1.12 R280E 1.67
K211Q 1.51 V260Y 1.02 R280F 1.37
K211§ 1.44 Y2611 1.19 R280G 1.16
K211T 1.17 Y2611 1.11 R280H 1.31
K211V 1.26 T263F 1.11 R280K 1.07
K214A 1.47 T263H 1.03 IR280L 1.64
K214C 1.54 T263M 1.08 R280M 1.60
K214E 1.42 m2630Q 1.04 R280S 1.46
K2141 1.14 mT263V 1.22 R280T 1.28
K214M 1.19 T263W 1.37 R280V 1.10
K214N 1.15 T263Y 1.05 R280W 1.42
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Tabla 14.2 Estabilidad de
variantes en Tide® 2X sin
DTPA
Estabilidad
Caodigo en presencia
variante |1 deTide2x
sin DTPA
R280Y 1.49
L2820 1.03
S285A 1.03
S285C 1.10
5285D 1.25
S285E 1.36
S285P 1.14
5285Q 1.05
S285R 1.10
S285W 1.12
Q286D 1.05
Q286E 1.17
(0286P 1.04
Q286R 1.02
A289C 1.05
IA289E 1.13
IA2891. 1.06
N296C 1.01
IN296D 1.02
IN296E 1.67
IN296V 1.32
A297C 1.02
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Cadigo variante

Estabilidad en
presencia de

S129V

Tide@? 2X con

DTPA [ind. rend.]
VI90L-D220E- 2.43
$265Q
V190I-D220E- 2.38
S265W
V190L-D220E- 2.34
S265N
T059R—5066Q— 2.33
51291
V1901-D220E- 2.32
S265N
V1G0L-D220E- 2.30
S265W
V1901-D220E 2.29
TO39W-S066N- 2.28
SiZoV
TOS9K-S066Q- 2.27
S129V
TOS9K-Y(082C- 2.27
S129V
TOS9R-S066N- 2.27
51291
50660Q-5129V 2.25
TOS9R-S066Q)- 2.25
SE29V
TOS9R-51291 2.24
INO5SOY-TO59W- 2.21
S066N-5129V
D220P-S265N 2.21
S5066Q-S1291 2.21
TOSOW-50660Q)- 2.20
S129V
TO59K-S066Q- 2.20
51291
TOS9R-S129V 2.19
INO5QY-S0660Q)- 2.19
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Cadigo variante

Estabilidad en
presencia de Tide®
2X con DTPA [ind.

rend.]
TOSOW-S066Q- 2.19
S1291
INOSOY-TOS9W- 2,18
S0660-S129V
TOS9K-51291 2.17
D220P-S265W 2.17
F130L-M138L- 2.16
T179P
SO066N-51291 2.15
[TOS9R-SO66N- 2.15
S129V
F1301-M138L- 2.14
T179P
TOS9R-S0660Q- 2.13
NOY25-51291
S066N-5129V 2.11
D220E-S2650) 2.11
F130L-M138L- 2.10
E152W-T179P
TO59W-S129V 2,10
S265P-L282M- 2.09
Q286R-A280R
S265P-L282F- 2.09
(Q286R-A289R
TOS9W-S066N- 2.08
S1291
V1901-D220P- 2.08
S265W
F130L-E152W- 2.06
T176P
F130L.-M138L- 2.06
E152F-T179P
Q062K-50660- 2.04
51291
TO59K-SO66N- 2.04
S1291
E152H-T179P 2.03
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Codigo variante

Estabilidad en
presencia de

Tide@ 2X con

DTPA [Ind. rend.]
S265P-L282M- 2.03
Q286K-A289R
F130L-M138L- 2.02
E152H-T179P
T263W-A273H- 2.00
S285R
D220E-S265N 1.99
F1301-M138L- 1.99
E152H-T179P
F130V-MI38L- 1.99
E152W-T179P
F1301-MI138L- 1.99
E152W-T179P
[TO59W-51201 1.97
D220E-S265W 1.97
F130V-MI138L- 1.96
T175P
F130L-E152V- 1.96
T179P
TO59R-S51290Q 1.95
[T263W-S285P 1.94
F130I-M138L- 1.93
E152F-T179P
E152W-T179P 1.93
VI190L-52650Q 1.93
F130L-E152F- 1.92
T179P
L.282M-(Q286R- 1.91
AZ89R-P162S
D220P-5265Q 1.91
M138L-E152F- 1.91
T179P
F1301-E152H- 1.91
T179P
MI38L-E152W- 1.91
T179P
FI130L-T179P 1.90
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Codigo variante

Estabilidad en
presencia de Tide®
2X con DTPA [ind.

Q286P-A289R.

rend.]
F130L-M138L- 1.90
E152W-T179P-
0286H
F130L-MI138L- 1.89
E152H
T263W-A273H- 1.89
S285W
$265P-Q286K 1.88
TOS9W-S066Q)- 1.87
$129Q
T263W-8285R 1.85
TO59W-5066N- 1.83
$129Q
[T263W-S285W 1.83
TOS9R-SO66N- 1.83
S129Q
S265P-L282M- 1.81
Q286R-A289R-
[T2025-K203N
TO59W-S129Q) 1.81
Q062H-S066Q- 1.81
$129Q
L282M-Q286R- 1.80
A289R
'V190L-D220E- 1.80
S265N-V2911
V1901.-S265N 1.80
F130L-MI138L- 1.79
EI152W
(INOSOY-TOS9R- 1.79
$129Q
F1301-T179P 1.78
T0O59K-S066Q)- 1.78
$129Q
T0S9K-S1290Q 1.78
5265P-L282M- 1.77
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Cadigo variante

Estabilidad en
presencia de

S129V-S290R

Tide® 2X con

DTPA lind. rend.]
S265P-1.282F- 1.77
Q286P-A289R
T263W-A273H- 1.77
S285P
$5265P-L282M- 1.76
Q286K
S016L-D220E- 1.76
S265W
S066Q-5129Q 1.76
S265P-1.282M- 1.75
(2286P
L282F-Q286R- 1.75
A289R
F130V-E152W- 1.74
T179P
L044Q-T263W- 1.74
S285R
LOSSF-TO59W- 1.74
S129V
V190L-5265W 1.74
Q286R-A289R 1.74
GI9D-S265P- 1.73
L282F-Q286K-
A289R
F130L-MI138L- 1.73
E152F
TOSOR-S066Q- 1.72
$129Q
F130L-E152H 1.71
S066N-S129Q 1.71
T004S5-S023N- 1.71
(G024M-K26ON
S265P-1.282M 1.71
E152F-T179pP 1.71
TOSOW-S066IN- 1.68
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Cadigo variante

Estabilidad en
presencia de Tide®
2X con DTPA [ind.

rend.1

E152F

L282F-Q286K- 1.67
A289R

F130L-MI38L 1.66
F1301-M138L- 1.65
E152W

S265P-L282F 1.65
F1301-M138L- 1.65
E152H

F130V-MI138L- 1.64
E152H

V1901-82635Q 1.64
MI138L-E152M 1.61
S265P-L282F- 1.59
0286P

MI38L-E152H 1.59
T059K-SO66N- 1.59
KOSSE

V1901-S265W 1.59
FI130L-E152W 1.59
L282M-Q286K- 1.58
A289R

L282M-Q286K- 1.57
A289R-1253V

T263W-A273H 1.56
V190I-S265N 1.55
MI38L-E152W 1.55
A273H-S285R. 1.52
F130I-M138L 1.51
FI30L-EI52F 1.50
F130V-MI38L- 1.50
EI152W

T059K-S066Q- 1.48
V102A-S129Q

F130V-E152H- 1.47
T179pP

F130I-M138L- 1.47
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Cadigo variante

Estabilidad en
presencia de Tide®
2X con DTPA [ind.

A289R

rend.]
F130V-M138L- 1.44
E152F
M138L-E152F 1.44
[282M-Q286R 1.43
F1301-E152H 1.43
$265P-L282F- 1.43
A289R-T065S
T263H-A273H- 1.43
S285R
F130V-M138L 1.42
TO14M-TD59R- 1.42
S120V
L282M-Q286R- 1.41
A289R-K 1IN
A273H-5285D 1.41
L282M-Q286K- 1.40
AZ89R-S132T
T263H-A2730- 1.39
S285W
F130V-E152W 1.38
S265P-L282F- 1.37
Q286K-N0O61Y
F130I-E152W 1.36
L1981-D220E- 1.36
S265Q
V1901-S265L 1.36
T263H-S285W 1.35
S265P-1282F- 1.34
A28YR
M138L -S066Q 1.32
F1301-E152F 1.32
N90S-A273H-S285P 1.31
S032T-T263H- 1.31
A273H-S285R
.282F-Q286P- 1.28
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Codigo variante

Estabilidad en

presencia de Tifle®
2X con DTPA [ind.

rend.]
INISTY-T263W- 1.27
A273H-5285R
[V105A-S129V 1.26
T263H-A273H- 1.25
S285P
S129Q-L.282H 1.23
TO59W-5066Q 1.23
F130V-E152H 1.21
S023W-G024Y 1.21
T004V-S023N 1.21
TO59R-5066Q 1.21
NOSOW-T(S54L 1.20
L282M-Q286P- 1.20
A289R
ATISV-VISOL- 1.19
S265W
L282M-Q286K 1.19
TOS9R-S5066N 1.18
L282F-Q286P 1.15
T004V-85023W- 1.15
G024M
S265P-L282F- 1.15
Q286R-L78H
L282F-Q286K 1.14
TO04V-S023W- 1.14
G024Y
S023W-G024M 1.13
[TOS9R-R256S 1.13
F130V-E152F 1.12
TO04V-G024W 1.12
INOSQW-TOQS4K 1.11
5023Y-G024M 1.11
T004V-5023Y 1.11
T004V-5023Y- 1.11
G024M
INO5SOY-T(O54H 1.10
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7 Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Cadigo variante

Estabilidad en
presencia de Tide®
2X con DTPA [ind.

T054H-A142T

rend.]

S023W-G024W 1.10
T004V-S023Y- 1.10
G024Y

T004V-S023N- 1.09
G024W

F130L-M138L- 1.09
EL1S2F-T179P-

V2911

(INOSQY-TO59K - 1.09
$0660Q

T004V-S023Y- 1.09
GO24W

T0O59K-S066N 1.09
T004V-$023N- 1.09
GO24Y

S023Y-G024W 1.09
NOSOF-TO54L 1.08
RO47K-T054K 1.08
S023N-G024W 1.07
L282M-A289R. 1.07
S023Y-G024Y 1.07
T004V-G024M 1.07
[282F 1.06
R047K-NOSOF- 1.06
TO54K

NOSOF-T0OS4K 1.05
TO59K-5066Q 1.05
S023N-G24M 1.05
S023N-G024Y 1.04
T0O041L-S023N 1.04
RO47TK-NOS0W- 1.04
T054H

TOO4AL-S023W- 1.04
G024Y

[T004S5-5023W 1.03
(NO46Q-NOSOW- 1.03
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Tabla 14.3 Resultados de ensayo de
estabilidad en presencia de 25 % de
TIDE® 2X con DTPA

Cadigo variante

Estabilidad en

T054K

presencia de Ti§1e®
2X con DTPA [ind.
rend.]
TO04L-S023Y 1.03
TO04V-5023W 1.03
INOSOW-T0O54H 1.02
T004S-S023N 1.02
T004S-1.282M 1.02
TO04L-S023W 1.02
INOSOF-T054H 1.01
NO50Y-TO54L 1.00
RO47K-NOSOW- 1.00
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Tabla 14.4 Resultados de ensayo
de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X sin DTPA

Cadigo
variante

I
|

Resultados de
ensayo estabilidad
en presencia de
Tide® 2X sin
DTPA [ind. rend.]

51291

S066Q-S129V 2.24
S066Q-51291 2.19
INOS0Y-S0660- 2.12
S129V

S066N-51291 2.08
T059K-S066Q- 2.06
S129V

S066N-S129V 2.05
F130L-E152W- 1.98
T179P

$265P-L282M- 1.96
0286R-A280R
F130L-E152V- 1.96
T179P

TOS9K-S066Q- 1.91
81291

T263W-S285P 1.85
T059K-S066N- 1.84
S1291

T263W-A273H- 1.83
5285P

S$265P-1.282F- 1.83
Q286R-A289R
F130V-E152W- 1.83
T179P

T263W-A273H- 1.82
S285R

V1901-D220P- 1.79
$265W

F130L-E152H 1.78
S066N-5129Q 1.77
S265P-1.282M- 1.77
Q286K-A289R
V1901-D220E 1.76
TOS9R-SO66N- 1.76
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Tabla 14.4 Resultados de ensayo
de estabilidad en presenciade |
25 % de TIDE® 2X sin DTPA

Cadigo
variante

]
[

Resultados de
ensayo estabilidad
en presencia de

- Tide® 2X sin DTPA

T179P

| [ind. rend.]
'V190I-D220E- 1.75
S265W
TOS9K-S1291 1.75
TO59R-S066Q- 1.75
51291
F130I-M138L- 1.74
E152H-T179P
F130I-T179P 1.74
T263W-A273H- 1.73
S285W
S016L-D220E- 1.72
S265W
S066Q-8129Q 1.72
V1901-D220E- 1.72
$265Q
TOSIR-S066Q- 1.71
S129V
D220E-S265N 1.69
(V190L-D220E 1.69
D220E-S265W 1.68
V190I-D220P 1.68
V190L-D220E- 1.68
S265N
L044Q-T263W- 1.67
S285R
S265P-L282M- 1.67
Q286P-A289R
F130L.-MI138L- 1.66
E152H-T179P
T263W-5285R. 1.66
L282M-Q286R- 1.65
A289R
[T263W-S285W 1.65
F130I-E152H- 1.65
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Tabla 14.4 Resultados de ensayo
de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X sin DTPA

Cadigo
variante

Resultados de
ensayo estabilidad
en presencia de

. Tide® 2X sin DTPA

| [ind. rend.]
[V 1901-D220E- 1.64
S2635N
V190L.-D220E- 1.63
S265W
V1901-D220P- 1.63
82650
TOS9R-S066N- 1.62
S129V
V190L-D220E- 1.62
5265Q
E152H-T179P 1.62
F130L-M138L- 1.61
E152F-T179P
QU62H-S066Q- 1.59
S126Q
TOS9R-5129V 1.58
V1901-D220E- 1.58
S265W-L282F
V1901-82650Q 1,58
F130L.-E152F- 1.58
T179P
D220E-8265Q 1.57
E152W-T179P 1.56
TOS9K-S0660Q- 1.56
S1290
F130L-M138L- 1.55
T179P
F130I-M138L- 1.55
E152F-T179P
F130L-M138L- 1.54
E152W-T179P
INO50Y-TO59W- 1.54
5066Q-S129V
S265P-1L.282M- 1,54
Q236K
TOS9R-S1291 1.53
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Tabla 14.4 Resultados de ensayo
de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X sin DTPA

Cadigo
variante

Resultados de
ensayo estabilidad
en presencia de
Tide® 2X sin
DTPA [ind. rend.]

F130V-E152H- 1.53
T179P

D220P-5265N 1.52
S265P-L282M- 1.51
Q286P

F1301-E152H 1.51
TO59R-S066Q- 1.51
IN092S-$1291

F130L-T179P 1.49
G99D-S265P- 1.48
L282F-Q286K-

A289R

T263W-A273H 1.48
V1901-S265N 1.48
D220P-5265W 1.47
FI30L-E152W 1.47
F130L-MI38L- 1.46
Ei152H

$265P-L282M 1.45
V1901-8265Q 1.45
FI30L-E152F 1.45
TO59K-S 129Q) 1.45
Q286R-A289R 1.45
MI38L-E152W- 1.44
T179P

F1301-M138L- 1.43
E152H

D220P-8265Q 1.42
V190L-S265N 1.42
F1301-M138L- 1.42
El152W

$265P-Q286K 1.41
V190L-5265Q 1.41
V1901-S265W 1.40
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Tabla 14.4 Resultados de ensayo
de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X sin DTPA

Cadigo
variante

Resultados de
ensayo estabilidad
en presencia de
Tide® 2X sin
DTPA [ind. rend.]

E152W

F130L-M138L- 1.40
E152F

F130V-E152H 1.40
E152F-T179P 1.39
NO50Y-TO59W- 1.38
S066N-S 120V
TO59R-S066N- 1.38
S129Q

FI30L-E152W 1.37
F130V-E152W 1.37
TO59R-S066Q- 1.37
$129Q

T263H-A273H- 1.36
S285P

IN9OS-A273H- 1.36
S285P

[V 190L-D220E- 1.36
S2635N-V2911

TOS9R-S129Q 135
A273H-S285P 1.34
F1301-M138L- 1.34
E152W-T179P
F130V-MI38L- 1.34
E152F

INOSOY-TOSOR- 1.34
$129Q

TOSOW-S066Q- 1.34
31291

F130V-MI38L- 1.34
T179P

F130V-MI138L- 1.33
E152W-T179P
V190L-S265W 1.33
F130V-M138L- 1.32

86

Tabla 14.4 Resultados de ensayo
de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X sin DTPA

Codigo
variante

Resultados de

 ensayo estabilidad

en presencia de
Tide® 2X sin
DTPA [ind. rend.]

TOSOW-S066Q- 1.32
S120V

V1901-5265Q 1.32
F130V-MI138L- 1.32
E152H

F130L-E152F 1.31
N157Y-T263W- 1.31
A273H-S285R
T263H-S285W 1.30
M138L-E152F- 1.30
T179P

A115V-V190L- 1.29
S265W

MI138L-E152M 1.29
T263H-A273H- 1.29
S285W

F130L-M138L- 1.28
E152W

TOS9K-SO66N- 1.28
KO8SE'

F1301-M138L- 1.27
E152F

F130I-M138L- 1.27
T179P

T004V-S023N 1.26
TOS9K-S066Q- 1.26
V102A-S129Q
F130L-M138L 1.26
INO47K-NOSOF- 1.24
T054K

T263H-A273H- 1.24
S285R

F130L-MI38L- 1.23
E152W-T179P-

Q286H

MI138L-E152H 1.22
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Tabla 14.4 Resultados de ensayo Tabla 14.4 Resultados de ensayo
de estabilidad en presencia de de estabilidad en presencia de
25 % de TIDE® 2X sin DTPA 25 % de TIDE® 2X sin DTPA
Codigo Resultados de Coédigo Resultados de
variante ensayo estabilidad variante ensayo estabilidad
en presencia de en presencia de
Tide® 2X sin Tide® 2X sin DTPA
DTPA [ind. rend.] [ind. rend.]
M 138L -S5066Q 1.22 F130V-E152F 1,12
1.282M-Q286R- 1.21 TOSOW-S066N- 1.10
A289R-P1625S S1290Q
L.282F-Q286R- 1.21 F130V-MI138L 1.09
A289R T263H-A273H 1.09
Q062K-5066Q- 1.21 L282M-Q286K- 1.07
S1291 A289R
A273H-S285R 1.20 INO46Q-NOSOW- 1.07
S265P-1.282F- 1.20 T054H-A142T
Q286P TOS9W-8066Q- 1.07
5265P-L282F- 1.20 S129Q
(Q286P-A289R S265P-1.282F- 1.07
S265P-L282M- 1.19 [A280R-T0658
Q286R-A289R- INOSOF-T054H 1.07
T2025-K203N $129Q-L282H 1.06
TO59W-S066N- 1.19 [.282M-Q286K- 1.03
S1291 A289R-S132T
V1901-S265L 1.18 L282M-Q286R- 1.03
TOS9W-S066N- 1.18 A289R-K1IN
S129V T0S9K-S066N 1.02
F1301-M138L 1.16 RO47TK-NO50OW- 1.01
L282M-Q286K- 1.16 [TO54K
A289R-1253V TO59K-S066Q 1.01
RO47K-NQOS0F- 1.15 T004V-S023Y 1.01
TOS4K TOS9W-SO66N- 1.00
MI138L-E152F 1.15 S129V-S290R
NOSOW-TOS4K 1.15 INOS0Y-T059K- 1.00
L1981-D220E- 1.13 S066Q
5265Q RO47K-NO50Y 1.00
L282F-Q286K- 1,13
A289R
INOSOF-TO54K 1.13
L282M-0286R 1.13
MI138L-E152W 1,13
S265P-L282F 1.12

[0314] Los datos de la siguiente tabla (Tabla 14.5) representan los datos de estabilidad relativa de variantes de
NprE en relacién con la estabilidad de la estabilidad de NprE natural en el ensayo de estabilidad del citrato. La
estabilidad se midié al determinar la actividad de caseina por medio de la determinacién de la actividad de AGLA
antes y después de la incubacion a elevada temperatura (véase «Ensayo de estabilidad del citrato», supra). La
tabla contiene los valores de estabilidad relativa en comparacion con la enzima natural en dichas condiciones. Se
presenta como el cociente de (actividad residual de la variante/actividad residual de la enzima natural). Un valor
mayor que uno indica una estabilidad mayor en presencia de detergente.
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Tabla 14.5. Resultados Tabla 14.5. Resultados Tabla 14.5. Resultados
ensayo estabilidad citrato ensayo estabilidad citrato ensayo estabilidad citrato
Cadigo Estabilidad Cadigo Estabilidad Cadigo Estabilidad
variante citrato variante citrato variante citrato
relativa relativa relativa
K013C 1.22 GO24R 1.03 T054H 1.09
K013D 1.32 G0248 1.11 T054K 1.02
IKO013E 1.07 G024T 1.03 T0S54L 1.06
IK013H 1.50 G024W 1.03 T054P 1.63
K0130Q 1.38 Q045D 1.07 T054Q 1.17
K0138 1.11 Q045E 1.12 TOS4R 1.11
T014G 1.31 Q045M 1.02 T054S 1.09
T014H 1.75 Q045N 1.16 TO54W 1.02
TO14K 1.62 Q045P 1.44 S0581 1.23
ro14M 1.09 INO46G 1.10 SOS8L 1.71
TO14P 1.07 INO46H 1.05 SOSEN 1.08
T014Q 2.01 IND461 1.46 S0S8P 2.53
TO14R 1.32 INO46P 1.47 TOS9E 1.08
T4V 1.03 IND46V 1.11 TOS9H 1.19
S023A 1.12 INO46Y 1.01 0591 1.02
S023G 1.13 RO47E 1.09 TOS9K 1.21
S0231 1.13 RO47T 1.07 [TO59L 1.16
S023K 1.39 Y049A 1.02 TO59M 1.04
S023M 1.00 Y049C i.03 [TOS98 1.07
SO23N 142 Y049D ~1.01 S066D 1.03
SO23T 1.15 YO49E 1.04 SO066E 1.03
5023V 1.20 Y0491 1.08 S066P 1.13
S023W 1.22 Y049K 1.04 50660Q 1.05
G024D 1.38 Y049T 1.16 S066T 1.17
GO24F 1.90 Y049V 1.19 S066V 1.00
G024H 1.09 Y 049W 1.00 QUB7A 1.05
G024M 1.23 T054D 1.01 Q087L 1.08
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Tabla 14.5. Resultados Tabla 14.5. Resultados Tabla 14.5. Resultados
ensayo estabilidad citrato ensayo estabilidad citrato ensayo estabilidad citrato
Codigo Estabilidad Codigo Estabilidad Codigo Estabilidad
variante citrato variante citrato variante citrato
relativa relativa relativa
Q0878 1.15 IE152G 1.09 V1S0L 141
QO87T 1.19 E152H 1.29 K211A 1.33
INO9OD 1.17 E152R 1.12 K21 1M 1.26
INO9OF 1.02 IE1528 1.17 K2110Q 1.16
INO9OG 1.04 E152W 1.21 K211S 1.28
INO9OL 1.25 D178A 2.07 K214A 1.38
INO9OT 1.02 D178C 1.79 K214C 1.12
INO96G 1.02 D178G 2.35 214E 1.08
K 100D 1.30 D178H 2.07 K2141 1.30
K100N 1.28 DI78K 1.73 K214L. 1.14
K 100P 1.04 D178 1.74 K214M 1.03
K100V 1.01 D178M 2.40 K214Q 1.47
D119H 1.05 D178N 2,34 K214R 1.12
D119T 1.03 D178P 1.83 K2148 1.05
D119W 1.00 D1780Q 1.22 K214V 1.49
G136 1.10 D178R 2.00 L216A 1.05
G136L 1.20 D178 2.58 216 1.04
G136P 2.19 D178T 1.75 [216S 1.19
G136V 2.03 D178V 1.73 ID220E 1.69
G136W 2.23 D178W 1.02 D220H 1.17
G136Y 1.56 D178Y 1.78 ID220K 1.17
IM138L 1.48 E186A 2.31 ID220N 1.01
D139A 2.52 E186C 242 D220P 1.20
D139C 2.22 E186D 2.03 1A221D 1.11
D139E 1.51 E186G 2.09 IA2215 1.05
D139G 2.54 IE186H 1.87 (G222C 1.01
D139H 1.88 E186K 2.69
D1391 2.40 IE186L 1.75
ID139K 2.27 E186M 2,62
ID139L 1,53 E186N 1.72
ID139M 2.49 E186P 2.60
D 139P 221 E1860Q 1.92
D139R 2.54 E186R 2.69
iD1398 2.22 IE186S 2.57
D139V 1.51 IE186¢T 2.69
D139W 1.94 EL186V 2.10
ID139Y 2.54 E186W 2.47
E152C 1.17 E186Y 2.48
E152F 1.21 V1901 1.38
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EJEMPLO 15
Perfil de rendimiento de pH de nprE en comparacion con BPN’ 217L

[0315] En este Ejemplo se describen los experimentos realizados para evaluar el rendimiento comparativo de
nprE y BPN' Y217L. En estos experimentos, se usaron manchas de EMPA 116 (BMI) y de hierba Equest.

Materiales:

[0316]
NprE, 8 mg/mL
BPN' Y217L, 25.6 mg/mL
Tela ensuciada de EMPA 116, 3" x 4.5" (7.62 cm x 11.43 cm) (Testfabrics)
Hierba Equest (med.), 3" x 4" (7.62 cm x 10.16 cm) (Warwick Equest)
Muestras de algodén blanco EMPA 221, 3" x 4.5" (1.62 cm x 11.43 cm)
Colorimetro Minolta CR200
TIDE@ 2005 (proporcionado por Procter & Gamble)

Concentrado de dureza del agua: 15 000 granos por galén (gpg) (256 500 ppm), 3:1 Ca:Mg 1 M de tampén
Bis-TRIS-propano

Acido sulfarico conc.

Mezcladora de 50 L con grifo y agitador
Terg-O-Tometer

Agua desionizada

[0317] Las muestras se prepararon para su tratamiento. Se realizé el tratamiento por triplicado, usandose 18
muestras por tratamiento. Las muestras de hierba se prepararon en un cuarto oscuro para evitar que se
descoloraran. Se obtuvieron los valores de reflectancia de alrededor de 18 muestras sucias por medio de un
colorimetro Minolta. Se obtuvieron tres lecturas por muestra. Se registraron los valores L, el valor L medio y la
desviacion tipica. Este es el valor Linigial-

[0318] La solucién de detergente se prepard del modo siguiente (para 40 L en total). Se prefirid preparar esta
solucion la noche antes de la prueba. La solucion se almacend en frio toda la noche. La solucién se preparé al
anadir 39.724 Kg de agua desionizada a la mezcladora de 50 L, activar el agitador, afiadir a la mezcla 60 gramos
de detergente liquido TIDE®, afadir a la mezcla 16 mL de solucién de dureza del agua y 200 mL de 1 M de Bis-
TRIS-propano. El pH se ajusté por medio de acido sulfdrico concentrado (ajustado a 0.2 unidades de pH por
debajo del pH deseado, si la solucion se almacen6 toda la noche, pues el pH aumenta lentamente por la noche).
Las concentraciones finales fueron: TIDE® = 1.5 g/L; dureza del agua = 6 gpg (105 ppm); y Bis-TRIS-propano =
5 mM.

[0319] Para realizar las pruebas en el Terg-O-Tometer, se anadié 1 L de solucién de detergente a cada
recipiente del Terg y se dej6 que tomara temperatura. Se afadié enzima a los recipientes en diversas
concentraciones. Para las pruebas de BMI, las concentraciones enzimaticas usadas fueron 0 mg/L, 0.275 mg/L,
0.55 mg/ml, 1.65 mg/L, 2.65 mg/L y 5,50 mg/L. Para las manchas de hierba, las concentraciones de nprE usadas
fueron 0 mg/L, 0.1925 mg/L, 0.385 mg/L, 1.155 mg/L, 1.925 mg/L y 3.85 mg/L (las concentraciones de BPN'
Y217L fueron las mismas que las usadas en las pruebas de BMI). Se inici6 la agitacion y se afnadieron las
muestras. Todas las muestras duplicadas se analizaron en paralelo en el mismo Terg-O-Tometer (por ejemplo,
0X 'y %2 X la primera lectura, 1X y 3X la segunda lectura y 5X y 10X la tercera lectura). La temperatura fue de
15 °C, la velocidad de agitacién fue de 100 cpm y el tiempo de lavado fue de 12 minutos. Las muestras tratadas
se aclararon tres veces en 4 L de agua del grifo (~6 gpg 0 ~105 ppm). Las muestras se secaron al aire toda la
noche sobre papel de cocina. Las muestras de hierba se taparon con papel de cocina y se dejaron secar en una
habitacion oscura. Los valores de reflectancia de las muestras secadas se determinaron del modo descrito
anteriormente. Se obtuvieron tres lecturas por muestra. Se registraron los valores L, el valor L medio y la
desviacion tipica. Este es el valor Linal.
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[0320] El porcentaje de eliminacion de suciedad (% SR) se determin6 para cada condicién de prueba y para
ambas enzimas por medio de la siguiente ecuacion:

% SR = (Lifinal = Linicia X 100 %
(Lo — Linicial)

Donde: Ly = reflectancia de muestras sin ensuciar
Linicial = reflectancia de muestras sucias

Lsina = reflectancia de muestras lavadas

[0321] El %SR delta sin control de enzimas se determiné por medio de la siguiente formula:
A % SR =% SRtratamiento - % SRsin control enzimas

[0322] BPN' Y217L se compar6 con nprE en EMPA 116 (BMI) a valores de pH de 6.7, 7.5, 8.5 y 9.5. El
rendimiento de nprE sobre EMPA 116 parecia estar en su punto maximo a un pH de 8 aproximadamente,
mientras que el rendimiento de BPN' Y217L estaba en su punto maximo a un pH de 8.8 aproximadamente. Los
resultados mostraron que la nprE tenia un mejor rendimiento que BPN' Y217L a un pH de 7.5 y 8.5, aunque no
tiene un rendimiento tan bueno como BPN' Y217L a un pH de 6.7. El rendimiento de estas enzimas fue igual a un
pH de 9.5. Asimismo, no hubo diferencia en el rendimiento de dichas enzimas en hierba Equest (med.) a un pH
de 7.8-8.4.

EJEMPLO 16
Comparacion de enzimas de PMN y nprE en detergente liquido

[0323] Este Ejemplo describe los experimentos de limpieza para determinar el rendimiento de limpieza de PMN y
nprE. El rendimiento de limpieza de las enzimas de PMN y nprE se sometié a prueba en detergente liquido
TIDE® en comparacién con una proteasa serinica de referencia (Proteasa A) en manchas sensibles a la
proteasa. Como se muestra en la siguiente tabla, PMN y nprE eliminan las manchas mucho mejor que la
proteasa A, incluso en niveles de enzimas bajos. En las siguientes tablas, los valores mas altos de SRI indican
un mejor rendimiento de limpieza.

Tabla 16.1. Comparacion de rendimiento de limpieza de PMN frente a Proteasa A en TIDE® liquido (en
lavadora de tamafo normal)

Proteina enzimatica 5.50 ppm Proteasa A | 5.50 ppm PMN
activa en la solucion

de lavado

0.55 ppm Proteasa A 0.55 ppm PMN

SRI en manchas de 53.1 60.8 60.7 67.2
hierba de suciedad
ligera

SRI en manchas de 46.5 55.0 54.2 59.8
hierba de suciedad
media

SRI en manchas de 39.1 45.8 445 51.6
hierba muy sucias

Tabla 16.2. Comparacion de rendimiento de limpieza de PMP frente a Proteasa A en TIDE® liquido (en
lavadora de tamafio mini)

Proteina enzimatica activa en la solucion de lavado 0.55 ppm Proteasa A 0.55 ppm PMN
SRI en manchas de hierba de suciedad ligera 28.1 52.8
SRI en manchas de hierba de suciedad media 22.8 33.1
SRI en manchas de hierba muy sucias 19.9 242
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Tabla 16.3. Comparacion de rendimiento de limpieza de nprE frente a Proteasa A en TIDE@ liquido (en
lavadora de tamafio mini)

Proteina enzimatica 0.55 ppm 2.75 ppm 5.50 ppm 0.28 ppm nprE

activa en la solucion de Proteasa A Proteasa A Proteasa A
lavado

SRI en manchas de 26.3 30.8 30.7 31.5
hierba de suciedad ligera
SRI en manchas de BMI 194 24.9 21.4 25.0

Manchas de potito de 63.2 68.8 69.4 711

carne de vacuno

EJEMPLO 17

Termoestabilidad de NprE y variantes de NprE

[0324] En este Ejemplo, se describen los experimentos realizados para determinar la termoestabilidad de NprE y
variantes de NprE. Las enzimas se produjeron y purificaron del modo descrito anteriormente. Se estim6 que las
proteinas purificadas eran lo bastante homogéneas, con una pureza superior al 95 % determinada mediante
SDS-PAGE al 10 %, pues se observd una sola proteina importante en el gel. Esta proteina fue de
aproximadamente 32 kDa, que es el peso molecular de la secuencia de nprE madura. La proteina se formuld
para su almacenamiento por medio de 25 mM del tampdn MES, pH 5.8, que contenia 1 mM de cloruro de zinc, 4
mM de cloruro de calcio y propilenglicol al 40 %. Los ensayos usados en estos experimentos fueron el ensayo de
proteasas por medio de la actividad de fluorescencia de AGLA descrita anteriormente y la calorimetria diferencial
de barrido (DSC), que se describe a continuacion.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

[0325] Las curvas de capacidad calorifica excesiva se midieron mediante un microcalorimetro de barrido
ultrasensible de gran capacidad VP-Cap DSC (Microcal). El procedimiento estandar para las medidas de DSC y
la teoria de la técnica son bien conocidos por los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Freire, 1995) Meth.
Mol. Biol., 41, 191-218 [1995]). En pocas palabras, se necesitaron aprox. 500 uL de 200-400 ppm de muestras
de proteinas concentradas puras o ultrafiliradas (UFC). Normalmente, se analizaron 400 ppm de NprE y de las
proteinas variantes (en ausencia y en presencia de 130 mM de citrato) en el intervalo de temperatura de 20-100
°C mediante una tasa de barrido de 200 °C/h en 5 mM de tampdn HEPES, pH 8.0. La misma muestra se volvi6 a
barrer luego para comprobar la reversibilidad del proceso. Para NprE, el proceso de despliegue térmico fue
irreversible. Se evaluaron los datos de dependencia de la tasa de barrido de la fusién térmica para NprE en una
tasa de barrido de 25 a 200 °C/h. También se evalué el efecto de diversos aditivos (por ejemplo, alcoholes
primarios y secundarios, sales, ciclodextrina, PEG, sorbitol, glicerol) en el punto de fusion térmica de NprE.

Resultados

[0326] Se determiné la estabilidad térmica de NprE natural en dos concentraciones distintas con el objetivo de
mostrar el efecto de la concentracion de proteinas en el punto de fusion térmica. Se determind que los valores de
Tm para 220 ppm y 440 ppm eran de 67.6 £ 0.5y 69.2 + 0.5 °C, respectivamente. El efecto de concentracion de
proteinas destaca un evento de segundo orden. Se contempla que se trata o de agregacion o bien de autolisis.
Sin embargo, no se pretende que la presente invencion esté limitada a ningin mecanismo en concreto. No
obstante, estos resultados indican que se necesita que las concentraciones de proteinas coincidan
correctamente para realizar una determinacién exacta y una comparacion de los puntos de fusion térmica para
NprE. El efecto de la tasa de barrido en el punto de fusion térmica mostré asimismo una dependencia en los
casos en los que el Tm dependia de la tasa de barrido hasta 150 °C/h y luego se nivelaba entre 150-200 °C/h. En
funcién se dichos resultados, 200 °C/h se seleccion6é como la tasa de barrido superior para todos los estudios
para minimizar la dependencia del Tm de la tasa de barrido.

[0327] En la Tabla 4 se muestran los datos recopilados para NprE y las variantes. La Tabla 4 también incluye los
puntos de fusién térmica por DSC obtenidos para NprE y variantes en presencia de 130 mM de citrato. En la
mayoria de los casos, se barrieron dos concentraciones de proteinas. Como se indica en esta tabla, en el caso
de los barridos en presencia de 130 mM de citrato, no todas las proteinas mostraron un perfil de despliegue
térmico.
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Tabla 17. Resultados de DSC

Enzima sometida

Concentracion térmica por DSC

a prueba Concentracion
220 ppm proteina 440 ppm proteina 440 ppm proteina con 130 mM citrato

NprE natural 67.6 +/- 0.5 69.2 +/-0.5 Sin transicion
Termolisina 87.0000 52.1000
NprE de B.subtilis 68.0000 55.0000
FNA 64.9000 51.7000
T14R 57.0000 51.7000
S23K 67.8000 Ninguna
S23R 67.8000 53.5000
G24R 63.7000 50.7
Q45E 70.6000 70.7000 53.0000
N46K 63.8000 50.7
S58D 63.3000 50.5000
T59P 68.8000 49.1000
S58D,T60D 59.0000 Sin transicion
T60D 66.2000 Sin transicion
S66E 70.3000 71.6000
S1291 70.2000 70.7000 50.3000
S 129V 69.9000 70.3000 Sin transicion
F130L 69.8000 48.5000
M138I 69.2000 52.5000
M138L 67.8000
V190l 69.0000 69.4000 51.5
L198M 68.2000 68.5000 53.3000
S199E 70.3000 70.3000 49.1000
D220P 69.3000 69.9000 49.4000
D220E 69.4000 69.8000 50.5000
K211V 69.8000
K214Q 68.9000
A221S 59.1000 52.5000
G222C 69.5000 Sin transicion
K244S 67.6000
K269T 69.5000 51.5
R280D 67.4000 67.9000 49.2000
N296E 60.5000 69.8000 49.5000
N50W, N296E 62.4000 47.2000
GSC, N61C 67.8000 48.4
Q45K, S199E 67.7000 51.3000
F130L, D220P 62.7000 70.3000 50.8000
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Tabla 17. Resultados de DSC

Enzima sometida Concentracion térmica por DSC

a prueba Concentracion

220 ppm proteina 440 ppm proteina 440 ppm proteina con 130 mM citrato

M138L, D220P 63.2000 68.2000 50.8000
S1291, V190l 70.3000 55.8000
S129V, V190l 69.9000 55.3000
S129V, D220P 70.6000 55.7000
S1291, D220P 70.7000 53.5000
S129V, R280L 69.5000 54.9000
V190l, D220P 69.8000 52.8000
Q45K, S199E 67.7000 51.3000
N50W, N296E 62.4000 47.2000
G24K K269T
D220E 65.0000 51.5000
S1291, F130L,
D220P 68.9000 56.6000
nprE-T004S-
S023N- 64.6000 Ninguna
G024M(+K269N)
nprE-T004V-
S023N 71.2000 49.0000
nprE-5023 W- .
Go24Y 64.0000 Ninguna
nprE-T004V-S023
W-GO24M 65.5000 49.3000
nprE-TO59K-
S66Q-51291 70.5000 49.3000
nprE-TO59R-
SB6N-S129I 70.2000 54.0000
nprE-TO59R-S129| 69.4000 54.0000
nprE-TO59K-
S66Q-5129V 70.3000 56.0000

[0328] En la Figura 27 se muestra una figura representativa de los perfiles de despliegue térmico (barridos de
DSC) para NprE natural y diversos mutantes de esta. Los perfiles de despliegue indican el punto medio natural y
muestran mutantes seleccionados que presentan unos puntos de fusién térmica elevados en relacion con la
NprE natural y los que presentan unos puntos de fusién disminuidos en relacion con la NprE natural. Esta figura
destaca claramente que la DSC distinguia entre variantes de NprE estables y menos estables, y resulta de
utilidad como cribado secundario. Se observa una tendencia general entre los puntos de fusién térmica de las
variantes y su estabilidad en detergente. Por ejemplo, las variantes S66E, S 199E, D220P/E, S1291/N son todas
ganadoras en TIDE® y presentan un aumento aproximado de 1 °C en el punto de fusién térmica en relacion con
la NprE natural. Este aumento de 1 °C en el punto de fusion térmica es pequefno pero significativo, ya que la
estabilidad térmica normalmente necesita multiples sustituciones de aminoacidos.

[0329] La Figura 28 muestra el despliegue térmico de variantes de NprE que presentan un perfil de despliegue
térmico en presencia de 130 mM de citrato. El citrato es un componente de detergente que provoca rapidamente
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la autolisis de NprE en ausencia de calcio. Para la NprE natural no hay un perfil de despliegue térmico en
presencia de citrato, lo que resulta coherente con una proteina que ya esta desplegada o que carece de un
nucleo hidréfobo bien formado. Los mutantes que presentan un perfil de despliegue térmico en presencia de
citrato se incluyen en la Tabla 17. Dichas variantes tienen puntos de fusion térmica en el intervalo de 47- 56 °C.
Los barridos de DSC en presencia de 130 mM de citrato indicaron variantes que son mas estables frente al
citrato que la NprE natural. Por ejemplo, las variantes estables frente al citrato se muestra que contienen S129I1 o
S 129V y las combinaciones que contienen cualquiera de estas dos sustituciones muestran un aumento de +
5 °C en el punto de fusién térmica.

Efecto de los aditivos en los puntos de fusién térmica de NprE

[0330] La Figura 29 muestra los resultados de los experimentos que incluian diversos aditivos. El tamp6n fue 5
mM de HEPES, pH 8.0. Las muestras se analizaron de 20 - 100 °C por medio de una tasa de barrido de
200 °C/h. En esta figura, la linea horizontal representa el Tm para NprE natural sin aditivos. En dichos
experimentos, los datos mostraron un efecto nulo o escaso en el punto de fusion térmica (Tm) de NprE en
presencia de dichos reactivos. Se demostré que la inclusion de un inhibidor de la actividad de NprE, en concreto
fosforamidén, aumentaba el Tm en aproximadamente 1 °C, lo que sugeria que puede que el inhibidor ejerciera
cierta estabilizacion a la NprE frente al proceso de despliegue térmico. Ninguna de las condiciones anteriormente
mencionadas ayudo a revertir el proceso de despliegue térmico. No obstante, no se pretende que la presente
invencion esté limitada a ningin mecanismo en concreto.

EJEMPLO 18
Estabilidad de homologos de NprE en TIDE® y rendimiento de lavado de BMI de los homologos

[0331] En este Ejemplo, se describen los experimentos realizados para evaluar la estabilidad de homélogos de
NprE en TIDE®, asi como el rendimiento de lavado de dichos homologos. Se incub6 NprE purificada («NprE»),
NprE de Bacillus subtilis (NprE B.S.), NprB de Bacillus thuringiensis (NprB B.T.) y termolisina de Bacillus
thermoproteolyticus (TLN) en 200 ul de tide al 25 % en 10 mM de HEPES, pH 8 a 10 ug/ml a 25 °C durante 90
min. Las actividades iniciales y las actividades restantes se midieron por medio del ensayo AGLA, del modo
descrito anteriormente. En pocas palabras, se afnadieron 10 ul de muestra a 200 ul de tampo6n AGLA (50 mM de
MES, pH 6.5, TWEEN®-80 al 0.005 %, 2.5 mM de CaCly), a continuacién se anadieron 10 ul de muestra diluida a
200 ul de sustrato AGLA (2.4 mM de Abz-AGLA-Nba en tampdn AGLA). Se superviso la excitacién a 350 nm y la
emision a 415 nm durante los primeros 100 segundos, la pendiente inicial se registré6 como actividad enzimatica.
El tanto por ciento de actividad restante se calculé al dividir la actividad restante entre la actividad inicial. La
Figura 30 proporciona un grafico que muestra la actividad restante tras 90 minutos.

[0332] Para determinar el rendimiento de lavado de estos homdlogos en TIDE®, se ahadié en primer lugar una
micromuestra de BMI lavada previamente a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. A continuacion, se
anadieron 190 ul de 1x TIDE® compacto (780 ug/ml de TIDE® compacto, 5 mM de HEPES, pH 8, 6 gpg/105 ppm
de dureza del agua). A continuacién, se anadieron 10 ul de NprE purificada, NprE de Bacillus subtilis, NprB de
Bacillus thuringiensis y termolisina de Bacillus thermoproteolyticus a los pocillos para producir una concentracion
enzimatica final de 0.25 ug/ml. La placa se incub6 a 25 °C durante 30 min con agitacién a 1400 rpm sobre un
termomezclador. Al finalizar la incubacion, 100 ul de sobrenadante se transfirieron a una nueva placa de 96
pocillos. A continuacién, se midi6 la DO a 405 nm de sobrenadante. La DO de sobrenadante se resté con la DO
de un ensayo en blanco sin adicién de enzimas. El indice de rendimiento se calcul6 al dividir la DO de cada
homologo entre la DO de NprE. La Figura 31 proporciona un grafico que muestra el rendimiento de lavado de
BMI de nprE, asi como de los homologos de nprE descritos en la presente memoria.

EJEMPLO 19

Analisis de metales de nprE natural y sus variantes

[0333] En este Ejemplo, se describen los experimentos realizados para determinar el contenido de cinc y calcio
de nprE y variantes de nprE. En estos experimentos, se llevaron a cabo andlisis de metales traza totales por
medio de una espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICPMS) y una emisién de rayos X
inducidos por particulas con un haz microcentrado (micro-PIXE) para confirmar el contenido de cinc y calcio de
NprE. En general, un i6n de cinc y dos iones de calcio estan unidos firmemente.

[0334] Todas las muestras de ICPMS y micro-PIXE se prepararon en un tampon libre de metales para eliminar
cualquier contaminante metdlico exdgeno. Normalmente, 250 ul de 40 mg/mL de muestras de NprE fueron
cambiadas de tampdn tres veces con 20 mM de HEPES, pH 8.2 mediante un aparato de microdidlisis YM-10. El
tampon libre de metales se generd al pasar el tampon por una columna provista de resina Chelax 100. La
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concentracién de proteinas final se determiné por medio del kit de ensayo de determinacion de la proteina de
acido bicinconinico (ensayo BCA) de Sigma. Las muestras de ICPMS se analizaron en West Coast Analytical
Services, Inc. Las muestras de micro-PIXE se analizaron en el lon Beam Analysis Laboratory.

[0335] La Tabla 19-1 muestra los resultados del andlisis de metales por ICPMS para iones de calcio y cinc de
NprE natural. En relacién con la concentracién de proteinas, se encontré la presencia de dos iones de calcio y
dos iones de cinc en la muestra.

Tabla 19-1 Analisis de metales por ICPMS de NprE natural
Ca (ppm) Zn (ppm)
ICPMS 73.8 156
Peso molecular 40.08 65.37
(g/mol)
Proteina (ppm) 833 833
Relacion/proteina 1.4* 1.9

[0336] El grafico de analisis de composicion elemental por MicroPIXE midi6 los contenidos de metal en relacion
con un estandar interno de proteinas. Todos los picos detectados por medio de Micro-PIXE se calcularon en
relacién con el pico de azufre proveniente de tres metioninas en el caso de NprE. Un gran pico observado de
iones de cloruro se debié a la presencia de sal en el tampén.

[0337] La Tabla 18-2 muestra el contenido de metales determinado por Micro-PIXE, que indica que, en general,
NprE contiene dos iones de calcio firmemente unidos y un i6n de cinc por molécula proteica. La NprE natural
mostré 1 i6n de cinc con 2 iones de calcio. Se contempla que puede que los iones de calcio hayan mostrado una
tasa de ocupacion baja debido a la preparacion de la muestra. S58D y T60D mostraron cerca de dos iones de
cinc por proteina, lo que indicaba que hubiera un posible ién de cinc adicional unido al sitio. La variante doble
presenta dos cisteinas afadidas que contribuyen a la exactitud de la técnica. No obstante, no se pretende que la
presente invencion esté limitada a ninguna forma de realizacién en concreto con un nimero especifico de iones.

Tabla 19-2. Determinacion de metales por Micro-PIXE que muestra contenidos de Ca y Zn para
NprE nativa y variantes

n.eS Ca/S Ca/prot Zn/S Zn/prot Ca/Zn
S58D 3 0.72 2.2 0.52 1.6 1.4
T60D 3 0.68 2.0 0.57 1.7 1.2
S58D.T60D 5 0.41 2.1 0.22 1.1 1.9
N46K 3 0.59 1.8 0.42 1.3 1.4
S23K 0.62 1.9 0.33 1.0 1.9
A221S 3 0.76 2.3 0.5 1.5 1.5
Natural 3 0.54 1.6 0.34 1.0 1.6

[0338] De manera coherente con otras proteasas neutras bien caracterizadas dependientes de calcio y cinc
como termolisina o proteasas similares a la termolisina (TLP) (véase, por ejemplo, Dahlquist et al., Biochem.,
15:1103-1111 [1976]; Srpingman et al., (1995) Biochemistry 34, 15713-15720 [1995]; y Willenbrock et al., (1995)
FEBS Lett. 358:189-192 ), se observo que NprE contenia al menos dos iones de calcio unidos firmemente y un
i6n de cinc por molécula. Se sugiere un tercer sitio de unién a calcio potencial, pero se espera que sea muy débil.
Dado que todas las muestras se desalaron para eliminar cualquier metal exdégeno, se espera que dichos sitios de
calcio de unién débil no estén ocupados.
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EJEMPLO 20

Estabilizacion de NprE con formiato calcico en detergente compacto HDL TIDE®

[0339] En este Ejemplo se describen los experimentos realizados para desarrollar medios de estabilizacion de
NprE en detergente compacto HDL TIDE@. En estos experimentos, se investigaron los medios para estabilizar
NprE al aumentar el nivel de formiato calcico a una concentracion fija de citrato al tiempo que se disminuye el
contenido de DTPA en una formulacion experimental de TIDE® compacto («TIDE® 2x»). Se usd una
metodologia estadistica de disefio de experimentos (DOE) para simplificar los experimentos asi como los analisis
de datos. Se demostro que la presencia de DTPA en TIDE® afecta de manera negativa a la estabilidad de NprE,
mientras que la adiciéon de formiato calcico ayuda a contrarrestar el efecto perjudicial en la formulaciéon pura de
TIDE® compacto.

[0340] Se usé como método DOE un modelo completo de superficie de respuesta con un disefio compuesto
central con duplicacion de puntos centrales. Se realizaron previamente un total de 16 formulaciones Unicas
variando cuatro componentes, de acuerdo con las variaciones de composicion enumeradas en la Tabla 19.1.
LAS varié de 0 — 6 % (p/p) con DTPA (0 - 0.25 %) y formiato célcico (0 - 0.2 %) a una concentracion fija de acido
citrico (1.9 %). El resto de componentes del detergente TIDE® se mantuvieron constantes. Las condiciones limite
de concentracion de componentes se determinaron en funcion de la estabilidad de fase de las diversas mezclas.
Las pruebas de estabilidad de proteinas se realizaron con 780 ppm de nprE en las mezclas de formulacién puras
(~100 %) y se incubaron a 32 °C. La inactivacion se midi6 hasta 24 horas. Todos los ensayos se realizaron por
medio del kit de ensayo de caseina marcada con rojo fluorescente (Invitrogen) con 0.5 ppm de concentracién de
proteinas. Las tasas de inactivacion de NprE se midieron en tres experimentos independientes. Los datos de
DOE se analizaron por medio de DOE Fusion Pro (S-Matrix).

Tabla 20.1. Composicion de las 16 formulaciones de TIDE® usadas para los estudios de DOE
HLAS Acido citrico DTPA Formiato de Ca

Form. 1 3 1.9 0 0.1

Form. 2 3 1.9 0.125 0.1

Form. 3 3 1.9 0.25 0.1

Form. 4 6 1.9 0.25 0.2

Form. 5 0 1.9 0 0.2

Form. 6 6 1.9 0 0.2

Form. 7 0 1.9 0.25 0.2

Form. 8 6 1:9 0.125 0.1

Form. 9 6 1.9 0.25 0

Form. 10 0 1.9 0.125 0.1

Form. 11 6 1.9 0

Form. 12 3 1.9 0.125

Form. 13 0 1.9 0.25

Form. 14 3 1.9 0.125 0.1

Form. 15 0 1.9 0 0

Form. 16 3 1.9 0.125 0.2

[0341] La Tabla 20.2 y la Figura 31 muestran los resultados de las medidas de estabilidad de NprE en diversas
mezclas de formulaciones. Las tasas medias y la desviacion tipica fueron la tasa de inactivacion de NprE (hora™)
media de tres medidas independientes. Cualitativamente, las formulaciones con un bajo contenido de DTPA con
una alta carga de calcio tienden a ser mas estables en el TIDE® compacto puro. A modo de ejemplo, la
Formulacién 5, sin adicién de DTPA y un alto nivel de formiato calcico mostré la tasa de inactivacion mas baja de
todas, lo que indico una alta estabilidad de NprE. Por el contrario, la Formulacioén 9, con una alta concentracién
de DTPA y sin afadir formiato calcico mostro la estabilidad mas baja de todas. En la Tabla 20.2, la clasificacién
se basa en la estabilidad medida (es decir, las tasas medias). Las medidas provienen de tres experimentos de
estabilidad independientes.
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Tabla 20.2. Tasas de inactivacion de NprE en 16 mezclas de formulaciones
Clasif. Med. 1 Med. 2 Med. 3 Tasa media (hora'1) Desviacion

tipica
Form. 5 1 0.031 0.053 0.067 0.050 0.019
Form. 1 2 0.060 0.044 0.081 0.062 0.019
Form. 15 3 0.050 0.079 0.060 0.063 0.015
Form. 6 4 0.312 0.057 0.059 0.143 0.147
Form. 7 5 0.364 0.254 0.128 0.249 0.118
Form. 11 6 0.099 0.288 0.395 0.261 0.150
Form. 10 7 0.337 0.238 0.226 0.267 0.061
Form. 16 8 0.063 0.593 0.188 0.281 0.277
Form. 2 9 0.392 0.372 0.296 0.354 0.051
Form. 14 10 0.387 0.451 0.269 0.369 0.093
Form. 4 11 0.665 0.333 0.336 0.445 0.191
Form. 8 12 0.682 0.554 0.378 0.538 0.153
Form. 3 13 0.864 0.440 0.389 0.566 0.261
Form. 13 14 1.417 0.931 0.964 1.104 0.272
Form. 12 15 1.005 1.620 1.029 1.218 0.349
Form. 9 16 0.875 2.099 0.694 1.223 0.764

[0342] La Figura 33 muestra los efectos de inactivacion de NprE por DTPA a diversos niveles de una
concentracion fija de formiato calcico. El Grafico A muestra la tasa de inactivacién de NprE por DTPA sin adicién
de formiato calcico. La correlacion muestra que DTPA presenta un efecto perjudicial significativo. El Gréafico B
muestra algo de disminucion del efecto de DTPA con 0.1 % de formiato calcico. El Grafico C muestra una
disminucion significativa del efecto de DTPA con 0.2 % de formiato calcico.

[0343] La Figura 34 muestra un perfil de prediccién generado por el software de andlisis de DOE (Fusion Pro) de
la composmon de DTPA y formlato célcico en funC|on de un objetivo de respuesta (tasa de decrecimiento)
inferior a 0.5 h™" (Grafico A), 0.25 h™" (Gréafico B) y 0.05 h™" (Gréfico C). Las zonas sombreadas indican relaciones
de composiciones de DTPA y formiato calcico que se prevé que mostraran estabilidad con una tasa de
decrecimiento por debajo del objetivo establecido. Por ejemplo, 0.16 % de formiato calcico en presen0|a de
0.04 % de DTPA proporcionara estabilidad a la NprE, con una tasa de decrecimiento inferior a 0.25 hora™, como
se muestra en el Grafico B de la Figura 34. Por otro lado, 0.08 % de formlato calcico no puede mantener la
estabilidad de la NprE, con una tasa de decrecimiento de al menos 0.25 hora™ en presencia de 0.16 % de DTPA.

EJEMPLO 21

Identificacion de los puntos de autolisis inducidos por citrato para metaloproteasa neutra NprE de B.
amyloliquefaciens

[0344] En este Ejemplo, se describen los métodos usados para evaluar la autolisis inducida por citrato de nprE
natural y la variante recombinante de nprE (por ejemplo, variante de B. subtilis). En estos experimentos, se indujo
la autolisis de la metaloproteasa neutra de B. amyloliquefaciens (natural y la variante recombinante expresada en
B. subtilis) por medio de citrato de sodio (Sigma). El proceso de autolisis se controlé al llevar a cabo la reaccién a
4 °C en 25 mM de tampén MES, pH 6.5. En estos experimentos, se optimiz6 la autolisis de 0.4 mg/ml de NprE al
variar o bien: (a) el tiempo de incubacion (10-100 minutos) en 10 mM de citrato; o (b) la concentracion de citrato
(10-100 de mM) pasados los 100 minutos. Se incubd un control de metaloproteasa neutra diluido solo en tampén
(es decir, sin citrato) en condiciones similares. Se puso fin a las reacciones autoliticas al afiadir un volumen igual
de 1N de HCI, las muestras se precipitaron por medio de TCA y el sedimento se lavd y sec6 mediante acetona.
El sedimento resultante se volvio a suspender en 20 uL de tampon, pH 6.5 y tamp6n de muestra 4X LDS
(NuPage, Invitrogen).

[0345] Los fragmentos autoliticos se separaron por medio de SDS-PAGE al 10 % (p/v) y se transfirieron por
electrotransferencia a una membrana de PVDF. Los 10 primeros residuos de amino&cidos se secuenciaron por
degradacién de Edman (Argo Bioanalytica). Se determinaron las secuencias de aminoacidos parciales de los
fragmentos autoliticos por medio de digestion en gel con tripsina y se analizaron mediante EM-LCQ (Agilent). El
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proceso de digestion en gel implicé la maceracion de la pieza de gel que contenia la proteina, la eliminacion de la
mancha de azul de Coomassie seguido de la rehidratacion de las piezas de gel en 25 mM de NH4CO3 que
contenian 2 M de urea. Se afadio tripsina a las piezas de gel rehidratadas durante aprox. 6 horas a 37 °C. Tras
la digestion, se extrajeron los péptidos mediante acetonitrilo y TCA. Los péptidos se separaron en una columna
hidréfoba C4 (Vydac) por medio de un gradiente de acetonitrilo y agua. Los mapas peptidicos resultantes se
buscaron con el programa de busqueda de la base de datos REQUEST® y se cotejaron con una base de datos
que contenia enzimas Genencor.

[0346] Las secuencias de aminodacidos de los 10 primeros aminoacidos de cada uno de los fragmentos se
compararon con la secuencia de aminodcidos conocida para NprE de B. amyloliquefaciens. Ello permitio la
identificacién del aminoacido en los extremos N-terminales y de ahi se explica el/los sitio(s) de corte.

[0347] La generacién de los fragmentos inducidos por citrato y su separacion se mostraron en SDS-PAGE al
10 %. Se identificaron los tamafos de los fragmentos por medio de un marcador estandar de peso molecular de
Invitrogen. En presencia de 10 mM de citrato, se observaron dos fragmentos, ademas de la NprE que
permanecio intacta, por encima del intervalo de tiempo de los 100 minutos. Se encontré que el tamafo de los dos
fragmentos formados en la concentracion baja de citrato era de 24 kDa y 9 kDa. La nprE intacta es de 32 kDa. El
intervalo de tiempo de los 100 minutos da lugar a una buena proporcién de proteina cortada (es decir, los
fragmentos de autolisis primaria). No se observaron ni detectaron fragmentos adicionales en dichas condiciones.
Se llevo a cabo un estudio por encima de los 100 minutos en presencia de concentraciones cada vez mayores de
citrato para obtener los fragmentos de autolisis secundaria. En este experimento, cuando se usaron
concentraciones de entre 10 - 30 mM de citrato, se observaron los dos fragmentos descritos anteriormente. Con
40 mM de citrato, fue aparente un nimero menor de los fragmentos mas grandes de 24-kDa, aunque también fue
aparente un fragmento de 15-kDa. Entre 50 - 100 mM de citrato, ya no se detect6 el fragmento de 24 kDa ni los
fragmentos de 9-kDa, aunque se observaron otros tres fragmentos de tamarfios 21 kDa, 15 kDa y 11 kDa.

[0348] Se determiné la identidad de los extremos N-terminales de los fragmentos de 24 kDa, 9 kDa (los dos
primeros fragmentos) y la de los fragmentos de 21 kDa, 15 kDa y 11 kDa (los siguientes fragmentos autoliticos)
por medio de la degradacién de Edman (Argo Bioanalytica).

Tabla 21. Secuencia de extremo N-Terminal de fragmentos

Nombre Secuencia de aminoacidos N-terminal (5'-3") Peso molecular correspondiente en
muestra (SEQ ID NO:) SDS-PAGE (kDa)

Banda A1 | AATTGTGTTL (SEQ ID NO:215) 24

Banda A2 | DAGDYGGVHT (SEQ ID NO:216) 9

AGDYGGVHTN (SEQ ID NO:217)
GDYGGVHTN (SEQ ID NO:218)

Banda A3 | AATTGTGTTL (SEQ ID NO:219) 21
Banda A4 | AATTGTGTTL (SEQ ID NO:220) 15
Banda A5 | LSNPTKYGQP (SEQ ID NO:221) 11

[0349] Las Bandas A1, A3 y A4 presentan la secuencia N-terminal nativa que coincide con el extremo N-terminal
de la NprE intacta. El informe de secuenciacion de la Banda A2 mostr6 tres fragmentos en los que la secuencia
menos intensa parecia ser idéntica a la secuencia mas intensa, con la salvedad de que eran dos residuos y un
residuo mas corto que las secuencias mas intensas, respectivamente. Ello era coherente con un desgaste de
dicho fragmento de proteina en concreto. El patron y el tamafio de los fragmentos de gel sugieren que el
fragmento de 15 kDa (Banda A4) puede que se derive del fragmento de 21-kDa (Banda A3) y de ahi se deduce
que el extremo C-terminal se encuentra en la posicion 198 o cerca de esta. No obstante, no se pretende que la
presente invencion esté limitada por esta forma de realizacién en concreto.

[0350] La Figura 35 proporciona las secuencias de aminodacidos de los diversos fragmentos (1-5 o A1-5 a
efectos de la secuenciacién N-terminal). Los residuos N-terminales del fragmento 1 (A1) equivalen a los de la
proteina nativa intacta (SEQ ID NO:222), el extremo N-terminal del fragmento 2 (Ad2) comienza en D220 o cerca
de dicha posicion (SEQ ID NO:223). También se destacan los dos residuos de aminoacidos siguientes (A221 y
G222) porque este fragmento se identificé como en proceso de desgaste. El fragmento 3 (A3) (SEQ ID NO:224)
y el fragmento 4 (A4) (SEQ ID NO:225) presentan el extremo N-terminal de la proteina intacta, y el fragmento 5
(A5) (SEQ | DNA:226) comienza en L198. Es probable que el extremo C-terminal del fragmento 4 se encuentre
en M138 o cerca de dicha posiciéon (en funcion de la diferencia de tamafo entre A3 y A4). No se detectd el
fragmento correspondiente para A3.
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[0351] La digestion con tripsina seguida de EM-LCQ de los mapas peptidicos para los fragmentos del 1 al 5
identificdé de manera positiva varios péptidos de aminoacidos en los respectivos fragmentos. Estos se destacan
en la Figura 35. La EM-LCQ ofreci6 un control positivo para la identificacién de los fragmentos.

[0352] En funcion del extremo N-terminal y el analisis EM-LCQ de los fragmentos de corte, los sitios de corte
primarios se identificaron en las posiciones de aminoacidos D220, A221, G222, M138 y L198. Estos sitios se
localizaron por medio de mutagénesis dirigida y se crearon genotecas de evaluacion del sitio de D220, A221,
G222, L198 y M138, D139. Se cribaron las proteinas mutantes en busca de un aumento de la estabilidad en
detergente y de un rendimiento de lavado de BMI, como se indica en la presente memoria. En algunos casos,
también se seleccionaron los aminoacidos a lo largo de dichos sitios para ingenieria de proteinas, con el objetivo
de garantizar que el sitio de corte se habia localizado de hecho.

[0353] Los resultados de ingenieria de proteinas indicaron claramente que las sustituciones de aminoacidos de
Pro o Glu en D220 generaron una molécula de NprE que es mas estable en detergente. Ademas, se le confirié
una estabilidad adicional a la molécula de NprE al sustituir G222 con Cys y M138 con o lle o Leu. En general,
estas sustituciones de aminoécidos especificas dotaron a la NprE de ventajas en relacion a la estabilidad del
detergente sin comprometer el rendimiento de lavado de BMI. Por tanto, estos experimentos proporcionan
importantes datos de cartografia para los sitios de autolisis inducida por citrato, lo que facilita la identificacién de
residuos de aminoacidos clave que alteran y afectan a la estabilidad global de NprE. El citrato (que es un
adyuvante que se afade a las matrices de detergente) desestabiliza y realiza la autolisis de NprE, y se sugiere
que lo hace al quelatar los atomos esenciales unidos a calcio. La aplicacion de NprE en condiciones de
detergentes agresivos exige que se utilice una molécula de NprE mas estable en dichas situaciones. En estos
experimentos, las sustituciones de uno o varios de los sitios de autolisis de NprE ha dado lugar a una molécula
de nprE mas estable respecto al detergente para su uso en estos detergentes agresivos.

EJEMPLO 22
Composiciones detergentes liquidas para ropa

[0354] En este Ejemplo, se proporcionan diversas formulaciones para composiciones detergentes liquidas para
ropa. Se preparan las siguientes composiciones detergentes liquidas para ropa de la presente invencién:

Compuesto Formulaciones

| ] ] v \')
LAS 24.0 32.0 6.0 3.0 6.0
HSAS NaC1s-C17 - - - 5.0 -
AE;gS C12-C15 - - 8.0 7.0 5.0
Propildimetilamina Cs-C1o 2.0 2.0 2.0 2.0 1.0
Oxido de alquildimetilamina C12-C14 - - - - 2.0
AS C12-Css - - 17.0 - 8.0
CFAA - 5.0 4.0 4.0 3.0
Alcoholetoxilato graso C2-C14 12.0 6.0 1.0 1.0 1.0
Acido graso C12-C1s 3.0 - 4.0 2.0 3.0
Acido citrico (anhidro) 45 5.0 3.0 2.0 1.0
DETPMP - - 1.0 1.0 0.5
Monoetanolamina 5.0 5.0 5.0 5.0 2.0
Hidroxido sédico - - 25 1.0 1.5
1 N de solucién acuosa de HCI #1 #1 - - -
Propanodiol 12.7 145 13.1 10. 8.0
Etanol 1.8 2.4 4.7 5.4 1.0
DTPA 0.5 0.4 0.3 0.4 0.5
Pectina liasa - - - 0.005 -
Amilasa 0.001 0.002 - -
Celulasa - - 0.0002 0.0001
Lipasa 0.1 - 0.1 - 0.1
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Compuesto Formulaciones

| ] mn v \'
nprE 0.05 0.3 - 0.5 0.2
PMN - - 0.08 - -
Proteasa A - - - - 0.1
Aldosa oxidasa - - 0.3 - 0.003
ZnCI2 0.1 0.05 0.05 0.05 0.02
Formiato de Ca 0.05 0.07 0.05 0.06 0.07
DETBCHD - - 0.02 0.01 -
SRP1 0.5 0.5 - 0.3 0.3
Acido bérico - - - - 2.4
Xilenosulfonato de sodio - - 3.0 - -
Cumenosulfato de sodio - - - 0.3 0.5
DC 3225C 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
2-butiloctanol 0.03 0.04 0.04 0.03 0.03
Blanqueador 1 0.12 0.10 0.18 0.08 0.10
Resto hasta 100 % perfume/tinte y/o agua
#1: Anadir 1N de solucion acuosa de HCI para ajustar el pH puro de la férmula en el intervalo de 3
aproximadamente a 5 aproximadamente.

[0355] El pH de los Ejemplos anteriores 22(1)-(Il) es de 5 aproximadamente a 7 aproximadamente, y de 22(lll)-(V)
es de aproximadamente 7.5 a 8.5 aproximadamente.

EJEMPLO 23
Composiciones detergentes liquidas de lavavajillas a mano

[0356] En este Ejemplo, se proporcionan diversas formulaciones de detergente liquidas de lavavajillas a mano.
Las siguientes son composiciones detergentes liquidas de lavavajillas a mano de la presente invencién:

Compuesto Formulaciones

| ] ] v \') Vi
AE;8S Ci2>-Cis 30.0 28.0 25.0 - 15.0 10.0
LAS - - - 5.0 15.0 12.0
Sulfonato de parafina - - - 20.0 - -
Oxido de alquildimetilamina C1o-C1s 5.0 3.0 7.0 - - -
Betaina 3.0, - 1.0 3.0 1.0 -
Amida de acido graso poli-OH C+» - - - 3.0 - 1.0
Amida de acido graso poli-OH C+4 - 1.5 - - - -
Ci1Eq 2.0 - 4.0 - - 20.0
DTPA - - - - 0.2 -
Citrato de trisodio dihidratado 0.25 - - 0.7 - -
Diamina 1.0 5.0 7.0 1.0 5.0 7.0
MgCls 0.25 - - 1.0 - -
nprE 0.02 0.01 - 0.01 - 0.05
PMN - - 0.03 - 0.02 -
Proteasa A - 0.01 - - - -
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Compuesto Formulaciones

| ] ] v \') Vi
Amilasa 0.001 - - 0.002 - 0.001
Aldosa oxidasa 0.03 - 0.02 - 0.05 -
Cumenosulfato de sodio - - - 2.0 1.5 3.0
PAAC 0.01 0.01 0.02 - - -
DETBCHD - - - 0.01 0.02 0.01
Resto hasta 100 % perfumef/tinte y/o agua

[0357] El pH de los Ejemplos 23(1)-(VI) es de 8 aproximadamente a 11 aproximadamente.

EJEMPLO 24

Composiciones detergentes liquidas de lavavajillas automatico

[0358] En este Ejemplo, se proporcionan diversas formulaciones de detergente liquidas de lavavajillas
automatico. Las siguientes son composiciones detergentes liquidas de lavavajillas a mano de la presente

invencién:

Formulaciones

Compuesto

| I ]] v \')
STPP 16 16 18 16 16
Sulfato de potasio - 10 8 - 10
1,2 propanodiol 6.0 0.5 2.0 6.0 0.5
Acido bérico - - - 4.0 3.0
CacCl; dihidratado 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
No iénico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
nprE 0.1 0.03 - 0.03 -
PMN - - 0.05 - 0.06
Proteasa B - - - 0.01 -
Amilasa 0.02 - 0.02 0.02 -
Aldosa oxidasa - 0.15 0.02 - 0.01
Galactosa oxidasa - - 0.01 - 0.01
PAAC 0.01 - - 0.01 -
DETBCHD - 0.01 - - 0.01

Resto hasta 100 % perfume/tinte y/o agua

EJEMPLO 25
Composiciones para ropa en forma granulada y/o de pastilla
[0359] Este Ejemplo proporciona diversas formulaciones para detergentes para ropa en forma granulada y/o de

pastilla. Se preparan las siguientes composiciones para ropa de la presente invencion, que puede que estén en
forma de granulos o de pastilla.

Compuesto Formulaciones
| ] [} v \'
Producto basico
AS C14-C15 0 TAS 8.0 5.0 3.0 3.0 3.0
LAS 8.0 - 8.0 - 7.0

AE3S C12-Cs 0.5 2.0 1.0 - -
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Compuesto Formulaciones

| | [l v Vv

Producto basico

Es 0 E3 C12-C1s 2.0 - 5.0 2.0 2.0
QAS - - - 1.0 1.0
Zeolita A 20.0 18.0 11.0 - 10.0
SKS-6 (adicion en seco) - - 9.0 - -
MA/AA 2.0 2.0 2.0 - -
AA - - - - 4.0
Citrato de 3Na 2H,0 - 2.0 - - -
Acido citrico (anhidro) 2.0 - 1.5 2.0 -
DTPA 0.2 0.2 - - -
EDDS - - 0.5 0.1 -
HEDP - - 0.2 0.1 -
PB1 3.0 4.8 - - 4.0
Percarbonato - - 3.8 5.2 -
NOBS 1.9 - - - -
NACA OBS - - 2.0 - -
TAED 0.5 2.0 2.0 5.0 1.00
BB1 0.06 - 0.34 - 0.14
BB2 - 0.14 - 0.20 -
Carbonato de Na anhidro 15.0 18.0 - 15.0 15.0
Sulfato 5.0 12.0 5.0 17.0 3.0
Silicato - 1.0 - - 8.0
nprE 0.03 - 0.1 0.06 -
PMN - 0.05 - - 0.1
Proteasa B - 0.01 - - -
Proteasa C - - - 0.01 -
Lipasa - 0.008 - - -
Amilasa 0.001 - - - 0.001
Celulasa - 0.0014 - - -
Pectina liasa 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Aldosa oxidasa 0.03 - 0.05 - -
PAAC - 0.01 - - 0.05

Resto hasta 100 % humedad y/o productos minoritarios*

* Perfume, tinte, blanqueador / SRP1 / carboximetilcelulosa de Na/ fotoblanqueante/ MgSQOs /
PVPVI/ supresor de jabonaduras /PEG de alto peso molecular/arcilla.

EJEMPLO 26
Detergentes liquidos para ropa

[0360] Este Ejemplo proporciona diversas formulaciones para detergentes liquidos para ropa. Se preparan las
siguientes formulaciones de detergente liquido para ropa:

Formulaciones

Compuesto

| | Il 1} v v
LAS 11.5 11.5 9.0 - 4.0 -
AE245S C12-Cis - - 3.0 18.0 - 16.0
E 2.5 S C14-Cys 115 11.5 3.0 - 16.0 -
E9 C12-C13 - - 3.0 2.0 2.0 1.0
E7 C12-C13 3.2 3.2 - - - -
CFAA - - - 5.0 - 3.0
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TPKFA

Acido citrico (anhidro)

Formiato de Ca
Formiato de Na
ZnCI2

Culmenosulfonato de

Na
Borato

Hidréxido de Na

Etanol
1,2 Propanodiol

Monoetanolamina

TEPAE

nprE

PMN

Proteasa A
Lipasa

Amilasa
Celulasa
Pectina liasa
Aldosa oxidasa

Galactosa oxidasa

PAAC
DETBCHD
SRP 1

DTPA

PVNO
Blanqueador 1

Antiespumante de

silicona
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Formulaciones

2.0 2.0 -
3.2 3.2 0.5
0.1 0.1 0.06
0.5 0.5 0.06
0.1 0.05 0.06
4.0 4.0 1.0
0.6 0.6 1.5
6.0 6.0 2.0
2.0 2.0 1.0
3.0 3.0 2.0
3.0 3.0 1.5
2.0 2.0 -
0.03 0.05 -
- - 0.01
- - 0.01
0.005 0.005 -
0.05 - -
- 0.04 -

0.03 0.03 0.02

0.2 0.2 -

0.2 0.2 0.07
0.04 0.04 0.02

Resto hasta 100 % perfumet/tinte y/o agua

EJEMPLO 27

Detergentes lavavajillas de alta densidad

[0361] Este Ejemplo proporciona diversas formulaciones para detergentes lavavajillas de alta densidad.

mn
2.0
1.2
0.1
0.1
0.03
3.0

v
0.5
2.0

0.05
0.05
1.2

\'
2.0
1.2

0.05
0.05

preparan los siguientes detergentes lavavajillas compactos de alta densidad de la presente invencién:

Compuesto

STPP

Citrato de 3Na 2H,0
Carbonato de Na

Bicarbonato
Silicato

Formulaciones

I ] i

- 45.0 45.0
17.0 - -
17.5 14.0 20.0

15.0 15.0 8.0
104

v

50.0

26.0

\'

40.2
8.0

25.0

\'/|
40.0

33.6

3.6

Se
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Formulaciones

Compuesto

| ] ]] v \') Vi
Metasilicato 25 4.5 4.5 - - -
PB1 - - 4.5 - - -
PB4 - - - 5.0 - -
Percarbonato - - - - - 4.8
BB1 - 0.1 0.1 - 0.5 -
BB2 0.2 0.05 0.1 - 0.6
No i6énico 2.0 1.5 1.5 3.0 1.9 5.9
HEDP 1.0 - - - - -
DETPMP 0.6 - - - - -
PAAC 0.03 0.05 0.02 - - -
Parafina 0.5 0.4 0.4 0.6 - -
nprE 0.072 0.053 - 0.026 - 0.01
PMN - - 0.053 - 0.059 -
Proteasa B - - - - - 0.01
Amilasa 0.012 - 0.012 - 0.021 0.006
Lipasa - 0.001 - 0.005 - -
Pectina liasa 0.001 0.001 0.001 - - -
Aldosa oxidasa 0.05 0.05 0.03 0.01 0.02 0.01
BTA 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3
Policarboxilato 6.0 - - - 4.0 0.9
Perfume 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2

Resto hasta 100 % humedad y/o productos minoritarios™

*Blanqueador / tinte / SRP1 / carboximetilcelulosa de Na/ fotoblanqueante/ MgSQOs /
PVPVI/ supresor de jabonaduras /PEG de alto peso molecular/arcilla.

[0362] El pH de los Ejemplos 27 (1) a (VI) es de 9.6 aproximadamente a 11.3 aproximadamente.

EJEMPLO 28

Composiciones detergentes en pastillas

[0363] Este Ejemplo proporciona diversas formulaciones de detergente en pastillas. Se preparan las siguientes
composiciones detergentes en pastillas de la presente invencion por medio de la compresién de una

composiciéon detergente de lavavajillas granulado a una presién de 13KN/cm? mediante una prensa rotativa de 12
cabezales estandar:

Compuesto Formulaciones

| ] ] v \') Vi Vi Vil
STPP - 48.8 447 38.2 - 42.4 46.1 46.0
Citrato de 3Na 2H,0 20.0 - - - 35.9 - - -
Carbonato de Na 20.0 5.0 14.0 15.4 8.0 23.0 20.0 -
Silicato 15.0 14.8 15.0 12.6 23.4 2.9 4.3 4.2
Lipasa 0.001 - 0.01 - 0.02 - - -
Proteasa B 0.01 - - - - - - -
Proteasa C - - - - - 0.01 - -
nprE 0.01 0.08 - 0.04 - 0.023 - 0.05
PMN - - 0.05 - 0.052 - 0.023

105



Compuesto

Amilasa
Pectina liasa
Aldosa oxidasa
PB1
Percarbonato
BB1

BB2

No i6nico
PAAC
DETBCHD
TAED

HEDP
DETPMP
Parafina

BTA
Policarboxilato
PEG 400-30 000
Glicerol
Perfume

ES 2529815713

0.012
0.005

6.0
0.2
1.5
0.01

1.0
0.7
0.4
0.2
4.0

]
0.012
0.03

0.2
2.0
0.01

0.5
0.3

0.012

0.02

3.8

0.5

2.0

0.5
0.3

Formulaciones

v \

- 0.015

0.002 -
002  0.02

- 7.8
6.0 -

- 0.3
0.5 -
2.2 1.0
002  0.02
0.9 -
0.5 -
0.3 0.3

- 4.9
005 02

Resto hasta 100 % humedad y/o productos minoritarios™

Vi

5.0
0.2
4.2

2.1
0.4

0.3
0.6
2.0
0.4
0.2

Vil
0.017

0.03

0.1
4.0

0.2
0.5
0.3
0.8

0.2

Vil
0.002

2.0
0.5
0.2

*Blanqueador / SRP / carboximetilcelulosa de Na/ fotoblanqueante/ MgSQO,4 / PVPVI/ supresor de

jabonaduras /PEG de alto peso molecular/arcilla.

[0364] EI pH de los Ejemplos 28(l) a 28 (VII) es de 10 aproximadamente a 11.5 aproximadamente; el pH de 15
(VIIl) es de 8-10. El peso de las pastillas de los Ejemplos 28(l) a 28(VIll) es de 20 gramos aproximadamente a 30

gramos aproximadamente.

EJEMPLO 29

Detergentes liquidos de limpieza de superficies duras

[0365] Este Ejemplo proporciona diversas formulaciones para detergentes liquidos de limpieza de superficies
duras. Se preparan las siguientes composiciones detergentes liquidas de limpieza de superficies duras de la

presente invencion:

Compuesto

Es Co-Ci1

E5C12-Cia

EG C7-Cg

E21C12-C14

LAS

Culmenosulfonato de sodio
AS Isachem ®

Na203

Citrato de 3Na 2H20

NaOH

2.4
3.6

1.0

1.5
0.6
0.6
0.5
0.3

1.9
2.9

0.8

2.6
0.6
0.13
0.56
0.33

106

Formulaciones

] v
2.5 2.5
2.5 2.5
4.0 2.0
- 0.8
- 1.5
0.6 0.1
0.5 0.6
0.3 0.3

2.5
2.5
8.0
2.0
0.8
1.5

0.2
0.75
0.5

Vi
2.4
3.6

1.0

1.5
0.6
0.6
0.5
0.3

Vi
2.5
2.5

2.0
0.8
1.5

0.2
0.75
0.5
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20
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Compuesto

Acido graso 0.6 0.13
2-butiloctanol 0.3 0.3
PEG DME-2000® 0.4

PVP 0.3 0.4
MME PEG (2000) ® - -
Jeffamine® ED-2001 - 0.4
PAAC - -
DETBCHD 0.03 0.05
NprE 0.07 -
PMN - 0.05
Proteasa B - -
Amilasa 0.12 0.01
Lipasa - 0.001
Pectina liasa 0.001 -
ZnClI2 0.02 0.01
Formiato calcico 0.03 0.03
PB1 - 4.6

0.05 -
Resto hasta 100 % perfumef/tinte y/o agua

Aldosa oxidasa

0.6

0.3
0.6

0.05

0.08

0.01

0.001

0.03

0.01

0.03

Formulaciones

0.1
0.3
0.35
0.3

0.03

0.03

0.005

0.05

3.8

0.4

0.3

0.5

0.5

0.5

0.03

0.06

0.02

0.02

0.6

0.3

0.5

0.03

0.01

0.01

0.005

0.05

0.02

[0366] El pH de los Ejemplos 29(1) a (VII) es de 7.4 aproximadamente a 9.5 aproximadamente.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0367]

<110> Genencor International, Inc.
The Procter and Gamble Company

<120> Uso y produccién de metaloproteasa neutra estable en el almacenamiento

<130> GRF/FP6763833

<140> Solicitud divisional del documento EP 06826175.9

<141> 12-10-2006

<150> EP 06826175.9
<151> 12-10-2006

<150> PCT/US06/40695
<151>12-10-2006

<150> US 60/726.448
<151>12-10-2005

<160> 226

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211> 713
107
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15

20

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 1

gagctgggta
attttccaaa
aaattcecga
gcgaatgttc
gtaaagttta
tccattgttc
gccgggactc
ctcatgtcta
agcgagagat
atattattcc
atttttttaa
ttgegttaac

<210>2
<211> 1578
<212> ADN

aagcctatga
cgagctttea
tattggttaa
atcttatttc
tttttcagaa
tcacggaagc
aggagcattt
ttttegttet
gatataccta
atctattaca
aaggagadgg
gttaatcttt

ES 2529815713

attcteccatt
aaaaagcctc
dcagcggegce
ttectececete
tacttttatc
acacgcaggt
aacctaaaaa
tttctgtatg
aatagagata
ataaattcac
taaagagtga
acgatggcgt

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 2

gctgagaatc
caatcagaat
aaagtcttta
ctecggctaca
caagtcatta
aacgatgttt
catgcttata

aaaaacaaag
gatgtaacca
gaaacaggaa
ggtacgactc
gtgctgcgeg
cgcgagtata
tetcagegeg
cagaagttta
tacggcagca
gacggttcat
catggcgtta
gaatccettet
gatattacgg
cctgataatt
gtgcatacaa
gtgaacaaag
acttttaaag
gatgctgcaa
ggaaatccygyg
tatgtcaagc

<210> 3
<211> 520
<212> PRT

ctcagcttaa
tgcctictgt
aaggcaatcce
agcacttccg
ttcacgtcga
ccgcecaaaac
aagcegategg

ccgagctgaa
tccgetacat
aaatcctgaa
ttaaaggaaa
atctttctaa
acctgcocggg
ctgcecgttga
atcgcaacag
gatacaataa
tetbetecace
cacaggaaac
ctgatgtatt
tcagccagece
tcaaaaatta
acagcggaat
cggagcagat
atgcaaaagc
gcgtagaagc
tectoctttttt
ttgggggg

agaaaacctg
cagtgacaaa
ttctgaaaga
ttatgtgcect
taaatccaac
ggcaaacagc
caaatcacct

ttcttectgct
tgcccecttge
aatggecyggec
tcaataattt
atcatgcttt
catttgaacg
agcatgacat
aaaatagtta
aaatcatctc
agaatagtet
gaagcaaaaa
tcagcaacat

acgaattttyg
gctatcaagce
ttgaagctga
gtcgtaaacg
aacgtctatg
aaaaaattat
gaagccgttt

atcaaaataa
aaatcggatg
gcatctgatg
tttcattcta
gaaaaaatat
aatttttteg
ttcagcataa
tttcgagtct
aaaaaaatgg
tttaagtaag
attgtggatc
gtctgcgcag

taccgaageca
aatacttgaa
ttgaccaaac
gtgtgcctgt
cgattaacgg
ctgcaaatca
ctaacggaac

cagactcgtg
cctgtctata
tetttgettg
tcccttttct
cacgataata
acaggaattt
tgaacattta
ctacggaaat
gtctactaaa
tctactctga
agcttgttgt
gct

ttetitggty
acaaaacggc
gaccgatgat
gaaagactct
tgaattaaac
ggcgetggat
cgttgcaaac

agcagcagcc
cgaaccggaa
aaagcaaaac
aacggtctca
acctaccgga
cacactcgta
tgcgcattac
ctacgacaat
cgcagecetgg
tctttccggt
agccaacctg
cgggtactte
ggctctecege
caaaaacctt
cccgaacaaa
ttactatcgt
cgctttgatt
tgcctggaat
atatctaaaa

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 3

acaaaagacg
cctgcaaact
aaagtggagc
ttaaatattt
acacaaatta
tccagoacca
aacctcggca
aaadggcggca
atcggegacce
tcaatggacg
aactacgaaa
aacgatactg
agcttatcca
ccgaacactyg
gccgcttaca
gctctgacgg
caatctgcge
gcagtcggat
acatttcaca

gcaaataccg
gggaagtaac
atgcecgecac
cttctgaaag
ttacgtacga
caaaccagtt
aagtgtatga
adgatcgtatc
aaatgattta
taaccgctca
atcagccggg
aggactggga
atccgacaaa
atgccggega
atacgattac
tatacctcac
gggaccttta
tgtaaacaag
gtggctteac

108

cctegeetat
cgttgatgeg
aaccggaaca
cggcaaatat
t¢ctgcaaaac
tacaacttct
ttatttctat
cteegttcat
cggtgacgge
tgaaatgaca
cgctttaaac
tatcgytygaa
atacggacag
ctacggcggc
aaaaatcggc
tecgtecatca
cggctctcaa
aaaagagacc
catgatcata

480
540
600
660
720
780
840
%00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1578

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
713

60
120
180
240
300
360
420



Met Gly
Ser Leu
Leu Lys

Ser Glu
50

Gln Asn

65

Asp Gln

Val Val
hsp Lys

Val Ser
130

Leu Asp

145

Asn Gly

Thr Lys
Ile Glu

Gly Lys
210

Gly Thr

225

Ser Glu

Thr Gln
Gly Thr
Arg Ala
290
Phe Tyr
305
Ile Val
Ile Gly
Pro Leu
Val Thr
370
Leu Asn
385
Asp Trp
Ser Leu
Tyr Lys
Thr Asn
450
Ile Gly
465
Tyr Leu
Gln Ser

Ala Rla

<210> 4

Leu
Thr
Glu
Leu
Gly
Thr
Asn

Ser

Asp
Pro
195
Ile
Gly
Ser
Ile
Leu
275
Ala
Gln
Ser
Asp
Ser
355
Gln
Glu
Asp
Ser
Asn
435
Ser
Val
Thr
Ala

Trp
515

<211> 523
<212> PRT

<213> Desconocido

Gly
Ile
20
Asn
Pro
Lys
Thr
Gly
100
Asn
Lys
Ala
val
Gly
180
Glu
Leu
Thr
Gly
Ile
260
Val
Val
Lys
Ser
Gln
340
Gly
Glu
Ser
Ile
Asn
420
Leu
Gly
Asn
Pro
Arg

500
Asn

Lys
Ser
Leu
Ser
Val
Asp
Val
Asn
Thr
Tyr
Ala
165
Lys
Pro
Lys
Thr
Lys
245
Thr
Ser
Asp
Phe
Val
325
Met
Ser
Thr
Phe
Gly
405
Pro
Pro
Ile
Lys
Ser
485

Asp

Ala

Lys
Leu
Thr
val
Lys
70
Asp
Pro
val
Ala
Lys
150
Asn
Tyy
Ala
Lys
Leu
230
Tyr
Tyr
Ser
Ala
Asn

310
Ris

Ile.

Met
Ala
Ser
390
Glu
Thr
Asn
Pro
Ala
470
Ser

Leu

val

Leu
Pro
Asn
Ser
Gly
Leu
Val
Tyr
Asn
135
Ala
Lys
Arg
Asn
Gln
215
Lys
Val
Asp
Thr
His
295
Arg
Tyr
Tyr
Asp
Asn
375
Asp
Asp
Lys
Thr
Asn
455
Glu
Thr
Tyr

Gly

ES 2529815713

Ser
Gly
Phe
40
Asp
Asn
Gly
Lys
Ala
120
Ser
Ile
Asn
Leu
Trp
200
aAsn
Gly
Leu
Leu
Thr
280
Tyr
Asn
Gly
Gly
Val
360
Leu
Val
Ile
Tyr
Asp
440
Lys
Gln
Fhe

Gly

Leu
520

val
val
25

Val
lys
Pro
Tyr
Asp
105
Ile
Lys
Gly
Lys
Ala
185
Glu
Lys
Lys
Arg
Gln
265
Asn
Asn
Ser
Sex
Asp
345
Thr
Asn
Phe
Thr
Gly
425
Ala
Ala
Ile
Lys

Ser
505

Ala
10
Gln
Pro
Ala
Ser
Lys
20
Ser
Asn
Lys
Lys
Ala
170
Tyr
val
val
Thr
Asp
250
Asn
Gln
Leu
Tyr
Arg
330
Gly
Ala
Tyr
Gly
Val
410
Gln
Gly
Ala
Tyr
Asp

490
Gln

Val
Ala
Lys
Ile
Glu
75
His
Gin
Gly
Leu
Ser
155
Glu
Asp
Thr
Glu
Val
235
Leu
Arg
Fhe
Gly
Asp
315
Tyr
Asp
His
Glu
Tyr
395
Ser
Pro
Asp
Tyr
Tyr
475
Ala

Asp

Ala
Ala
His
Lys
60
Arg
Phe
Val
Glu
Ser
140
Pro
Leu
Val
Val
His
220
Ser
Ser
Glu
Thr
Lys
300
Asn
Asn
Gly
Glu
Asn
380
Phe
Gln
Asp
Tyr
Asn
460
Arg
Lys

Ala

109

Bla
Glu
Ser
45

Gln
Leu
Arg
Ile
Leu
125
Ala
Glu
Lys
Thr
Asp
205
Ala
Leu
Lys
Tyxr
Thr
285
val
Lys
Asn
Ser
Met
365
Gln
Asn
Pro
Asn
Gly
445
Thr
Ala

Ala

Ala

Ser
Asn
30

Leu
Tyr
Lys
Tyr
Ile
110
Asn
Asn
Ala
Ala
Ile
160
Ala
Ala
Asn
Pro
Asn
270
Ser
Tyr
Gly
Ala
Phe
350
Thr
Pro
Asp
Ala
Phe
430
Gly

Ile

Leu

Ala

Ser
510

Phe
15

Pro
val
Leu
Leu
Val
His
Asn
Gln
Val
Ala
175
Arg
Glu
Thr
Ile
Thr
255
Leu
Ser

Asp

Gly

Ala

335
Phe

His
Gly
Thr
Leu
415
Lys
Val
Thr
Thr
Leu

495
Val

Met
Gln
Gln
Lys
Ile
Pro
Val
Asp
Ala
Ser
160
Ala
Tyr
Thr

Thr

Ser
240

Gly
Pro
Gln
Tyr
Lys
320
Trp
Ser
Gly
Ala
Glu
400
Arg
Asn
His
Lys
val
480
Ile

Glu



<220>
<223> Homélogo de NpreE

<400> 4

Val
1
Ile
Pro
Val
Leu
%5
Lys
TyE
Ile
Asn
Asn
145
Ala
Ala
Ile
Ala
Ala
225
Asn
Pro

Asn

Ser

meo
1YL

305
Gly

Ala
Fhe
Thr
Pro
385
Asp
Ala
Phe
Gly
Ile
465
Leu

Ala

Ser

Arg
Phe
Gln
Gln
50

Lys
Leu
Val
His
Asn
130
Gln
Val
Ala
Arg
Glu
210
Thr
Ile

Thr

Leu

Ala
Phe
His
370
Gly
Thr
Leu
Lys
val
450
Thr
Thr

Leu

Val

Ser
Thy
Leu
35

Ser

Gln

Ile

Pro
Val
115
Asp
Ala
Ser
Ala
Tyr
195
Thr
Thr
Ser
Gly
Pro

275
Gln

Trp
Ser
355
Gly

Ala

‘Glu

Arg
Asn
435
His
Lys
Val
Ile

Glu
515

Lys
Met
20
Lys
Glu
Asn
Asp
Val
100
Asp
Val
Leu
Asn
Thr
180
Ile
Gly
Gly

Ser

Thr

Ile
340
Pro
Val
Leu
Asp
Ser
420
Tyr
Thr
Ile
Tyr
Gln

500
Ala

Lys
Ala
Giu
Leu
Gly
Gln

85
Val

Lys
Ser
Asp
Gly
165
Lys
Glu
Lys
Thr
Glu
245
Gln

Thr

Ala

Thr
Asn
Trp
405
Leu
Lys
Asn
Gly
Leu
485

Ser

ala

Leu
Phe
Asn
Pro
Lys

70
Thr

Asn
Ser
Ala
Ris
150
Thr
Asp
Pro
Ile
Gly
230
Ser
Ile
Leu
Ala
Gln
310
Ser
Asp
Ser
Gln
Glu
390
Asp
Ser
Asn
Ser
Val
470
Thr
Ala

Trp

Trp
Ser
Leu
Ser
val
Thr
Gly
Asn
1ys
135
Ala
Val
Gly
Glu
Leu
215
Thr
Gly
Ile

val

Val
295

Lys
Ser
Gln
Gly
Glu
375
Ser
Ile
Asn
Leu
Gly
455
Asn
Pro

Arg

Asn
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Ile
Asn
Thr
40

Val
Phe
Asp
val
Asn
120
Thr
Tyx
Ala
Lys
Pro
200
Lys
Thr
Lys
Thr

Ser

Met
Ser
360
Thr
Phe
Gly
Pro
Pro
440
Ile
Lys
Ser

Asp

Ala
520

Ser
Met
Asn
Ser
Lys
Asp
Pro
105
Val
Ala
Lys
Asn
Tyr
185
Ala
Lys
Leu
Tyr
Tyr

265
Ser

His
Ile
345
Met
Ala
Ser
Glu
Thr
425

Asn

Fro

Ala

Ser

Leu
505
val

Leu
10

Ser
Phe
Asp
Gly

Leu

80
Val

Tyr
Asn
Ala
Lys
170
Aryg
Asn
Gln
Lys
val
250
Asp

Thr

Asn
Asp
Asp
410G
Lys
Thr
Asn
Glu
Thr
490
Tyr

Gly

Leu
Ala
val
Lys
Asn
Gly
Lys
Ala
Ser
Ile
155
Asn
Leu
Trp
Asn
Gly
235
Leu
Leu
Thr
Tyr
Asn
315
Gly
Gly
Val
Leu
val
355
Ile
Tyr
Asp
Lys
Gln
475
Phe
Gly

Leu

110

Phe
Gln
Pro
Ala
60
Pro
Tyr
Asp
Ile
Lys
140
Gly
Lys
Ala
Glu
Lys
220
Lys
Arg
Gln
Asn
Asn
Ser
Ser
Asp
Thr
Asn
380
Phe
Thr
Gly
Ala
Ala
460
Ile
Lys

Ser

Ala

Ala

Lys’

45
Ile

Ser
Lys
Ser
Asn
125
Lys
Lys
Ala
Tyr
Val
205
Val
Thr

Asp

Asn

-Gln

285
Leu

Vail
Gln
Gly
445
Ala
Tyr

hAsp

Gln

Leu
Ala
30

His
Lys
Glu
His
Gln
110
Gly
Leu
Ser
Glu
Asp
120

Thx

Glu

val

Leu
Arg

270
Phe

Asp
350
His
Glu
Tyr
Ser
Pro
430
Asp
Tyr
Tyr

Ala

Asp
510

Thr
15
Glu
Ser
Gln
Arg
Phe
95
val
Glu
Ser
Pro
Leu
175
vVal
val
His
Ser
Ser
255
Glu

Thr

Asn
Phe
Gln
415
AsD
Tyr
Asn
Arg
Lys

495
Ala

Leu
Asn
Leu
Tyr

Leu
80

Arg

Ile
Leu
Ala
Glu
160
Lys
Thr
Asp
Ala
Leu
240
Lys
Tyr
Thr
vVal

Lj(o
320
Asn
Ser
Met
Gln
Asn
400
Pro
Asn
Gly
Thr
Ala
480
Ala

Ala
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40

45

50

<210>5

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>5
gagctgggta aagcctatga at

<210>6

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
gttcagcaac atgtctgcge aggct

<210>7

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>7

ES 2529815713

22

25

gctgagaatc ctcagcttaa agaaaacctg 30

<210> 8

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8

ggcttcacca tgatcatata tgtcaagctt gggggg 36

<210>9

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>9

caggttttct ttaagctgag gattctcage agectgegea gacatgttge tgaac

111

55
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15

20

25

30

35

<210> 10
<211> 55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 10

ES 2529815713

gttcagcaac atgtctgcge aggctgetga gaatccicag cttaaagaaa acctg

<210> 11
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 11

ccccccaagc ttgacatata tgatcatggt gaagec

<210> 12
<211> 1566
<212> ADN

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 12

gtgggtttag
agtctgeccgg
gtaccgaagc
caatacttga
attgaccaaa
ggtgtgcctg
gcgattaacg
tctgcaaatce
tctaacggaa
ggcaaatacc
tgggaagtaa
catgcecgeca
tettctgaaa
attacgtacy
acaaaccagt
aaagtgtatyg
aagatcgtat
caaatgattt
gtaaccgctc
aatcagccgg
gaggactggg
aatccgacaa
gatgceggceg
aatacgatta
gtatacctca
cgggaccttt
ttgtaa

<210> 13
<211> 521
<212> PRT

gtaagaaatt
gtgttcaggc
attetttggr
aacaaaacgg
cgaccgatga
tgaaagactc
gtgaattaaa
aggcgctgga
ccgttgcaaa
gcctegecta
ccgttgatge
caaccggaac
gcggcaaata
atctgcaaaa
ttacaacttc
attatttcta
cctocegttca
acggtgacgg
atgaaatgac
gcgctttaaa
atatcggtga
aatacggaca
actacggcgg
caaaaatcgg
ctccgtecatc
acggctctca

gtctgttget
cgctgagaat
gecaatcagaa
Caaagtcttt
tctoggetac
tcaagtcatt
caacgatgtt
tcatgcttat
caaaaacaaa
tgatgtaace
ggaaacagda
aggtacgact
tgtgctgcge
ccgecgagtat
ttctcagcge
tcagaagttt
ttacggcage
cgacggttca
acatggcgtt
cgaatccttc
agatattacg
gcctgataat
cgtgcataca
cgtgaacaaa
aacttttaaa
agatgctgca

<213> Bacillus amyloliquefaciens

36

gtcgeoeogett
cctcagctta
ttgccttctg
aaaggcaatc
aagcacttcce
attcacgteg
tccgecaaaa
aaagcgatcg
gccgagctga
atcegetaca
aadatcctga
cttaaaggaa
gatctttcta
aacctgccgg
gctgccegttg
aatcgcaaca
agatacaata
ttcttctcac
acacaggaaa
tctgatgtat
gtcageccage
ttcaaaaatt
aacagcyggaa
gcggagcaga
gatgcaaaag
agcgtagaaqg

cctttatgag
aagaaaacct
tcagtgacaa
cttctgaaag
gttatgtgcece
ataaatccaa
cggcaaacag
gcaaatcacc
aagcagcagc
tegaaccgga
aadagcaaaa
aaacggtctce
aacctaccgg
gcacactcgt
atgcgcatta
gctacgacaa
acgcagcctyg
ctctttocgy
cagccaacct
tcgggtactt
cggctoctecg
acaaaaacct
tececgaacaa
tttactatcg
ccgetttgat
ctgcctggaa

112

55

tttaaccatc
gacgaatttt
agctatcaag
attgaagctyg
tgtegtaaac
caacgtctat
caaaaaatta
tgaagccgtt
cacaaaagac
acctgcaaac
caaagtggag
attaaatatt
aacacaaatt
atccagcacc
caacctecgge
taaaggcgge
gatcggcgac
ttcaatggac
gaactacgaa
caacgatact
cagcttatcc
tccgaacact
agccgettac
tgctctgacg
tcaatctgeg
tgcagtcgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1566



<400> 13

Met Gly
i
Ser Leu

Leuw Lys

Ser Glu
50

Gln Asn

65

Ile Asp

Prec Val
Val Asp

Asp Val
130

Ala Leu

145

Ser Asn

Ala Thr
Tyr Ile
Thr Gly
210
Thr Gly
225
Ser Ser
Gly Thr
Pro Gly
Gln Arg
290
Tyr Phe
+305
Lys Ile
Trp Ile
Ser Pro
Gly Vval
370
Ala Leu
385
Glu Asp
Arg Ser

Asn Tyr

His Thr
450

Lys Ile

465

Val Tyr

Ile Gln

Glu Ala

<210> 14

<400> 14

Leu Gly Lys

Thr
Glu
35

Leu
Gly
Gln
Val
Lys
115
Ser
Asp
Gly
Lys
Glu
185
Lys
Thr
Glu
Gln
Thr
2715
Ala
Tyr
val
Gly
Leu
355
Thr
Asn
Trp
Leu
Lys

435
Asn

Ile
20

Asn
Pro
Lys
Thr
Asn
100
Ser
Ala
His
Thr
Asp
180
Pro
Ile
Gly
Ser
Ile
260
Leu
Ala
Gln
Ser
Asp
340
Ser
Gin
Glu
Asp
Ser

420
Asn

Ser

Gly val

Leu

Thr

Ser Ala

Ala
515

500
Trp

Ser
Leu
Ser
vVal
Thr
85

Gly
Asn
Lys
Ala
val
i65
Gly
Glu
Leu
Thr
Gly
245
Ile
Val
Val
Lys
Ser
325
Gln
Gly
Glu
Ser
Ile
405

Asn

Leu

Lys
Leu
Thr
Val
Phe
70

Asp
Val
Asn
Thr
Tyr
150
Ala
Lys
Pro
Lys
Thr
230
Lys
Thr
Ser
Asp
Phe
310
Val
Met
Ser
Thr
Fhe
3920
Gly

Pro

Pro

Leu
Pro
Asn
Ser
55

Lys
Asp
Pro
Val
Ala
135
Lys
Asn
Tyr
Ala
Lys
2153
Leu
Tyr
Tyr
Ser
Ala
295
Asn
His
Ile
Met
Ala
375
Ser

Glu

Thr

ES 2529815713

Ser
Gly
Phe
40

Asp
Gly
Leu
Val
Tyr
120
Asn
Ala
Lys
Arg
Asn
200
Gln
Lys
val
Asp
Thr
280
His
Arg
Tyr
Tyr
Asp
360
Asn
Asp
Asp

Lys

Val
val
25

Val
Lys
Asn
Gly
Lys
105
Ala
Ser
Ile
Asn
Leu
185
Trp
Asn
Gly
Leu
Leu
265
Thr
Tyr
Asn
Gly
Gly
345
val
Leu
val

Ile

Tyr
425

Asn Thr Asp

Gly Ile Pro

Asn

Pro
485

455

Lys Ala

470
Ser

Ser

Arg Asp Leu

Asn

Ala

Val

440
Asn

Glu
Thr
Tyr

Gly
520

Ala
10

Gln
FPro
Ala
Pro
Tyr
20

Asp
Ile
Lys
Gly
Lys
170
Ala
Glu
Tys
Lys
Arg
250
Gln
Asn
Asn
Ser
Ser
330
Asp
Thr
Asn
Phe
Thr
410
Gly

Ala

Lys Ala

Gln
Phe
Gly

505
Leu

Ile

Lys
430
Ser

val
Ala
Lys
Ile
Ser
75

Lys
Ser
Asn
Lys
Lys
155
Ala
Tyr
val
Val
Thr
235
Asp
Asn
Gln
Leu
Tyr
315
Arg
Gly
Ala
Tyr
Gly
395
Val
Gln

Gly

Ala

Ala

His

Ala

Glu

Ser

. 45

Lys
60

Glu
His
Gln
Gly
Leu
140
Ser
Glu
Asp
Thr
Glu
220
Val
Leu
Arg
Phe
Gly
300
Asp
Tyr
Asp
His
Glu
380
Tyr
Ser

Pro

Asp

Gln
Arg
Phe
Val
Glu
125
Ser
Pro
Leu
Val
Val
205
His
Ser
Ser
Glu
Thr
285
Lys
Asn
Asn
Gly
Glu
365
Asn
Phe
Gln
Asp

Tyr
445

Ser
Asn
30

Leu
Tyr
Leu
Arg
Ile
110
Leu
Ala
Glu
Lys
Thr
190
Asp
Ala
Leu
Lys
Tyr
270
Thr
val
Lys
Asn
Ser
350
Met
Gln
Asn
Pro
Asn

430
Gly

Phe
15

Pro
Val
Leu
Lys
Tyr
95

Ile
Asn
Ash
Ala
Ala
175
Ile
Ala
Ala
Asn
Pro
255
Asn
Ser
Tyr
Gly
Ala
335
Phe
Thr
Pro
Asp
Ala
415
Phe

Gly

Ala Tyr Asn Thr Ile
460
Tyr Tyr

4715

Asp Ala

Gln Asp

113

Arg
Lys

Ala

Ala

Ala

Ala
510

Leu

Ala
495

Met
Gln
Gln
Lys
Leu
Val
His
Asn
Gln
Val
160
Ala
Axg
Glu
Thr
Ile
240
Thr
Leu
Ser
Asp
Gly
320
Ala
Phe
His
Gly
Thr
400
Leun
Lys
vVal
Thr
Thx

480
Leu

Ser Val
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15

20

25

000

<210> 15

<400> 15

000

<210> 16

<400> 16

000

<210> 17

<211>194

<212> PRT
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 17

Rla
1
His
Lys
Glu
His
65
Gln
Gly
Leu
Ser
Glu
145
Asp

Thr

Glu

<210> 18

Glu
Ser
Gln
Arg
50

Phe
Val
Glu
Ser
Pro
130
Leu
val

Val

His

Asn
Leu
Tyr
35

Leu
Arg
Ile
Leu
Ala
115
Glu
Lys

Thr

Asp

<211> 300
<212> PRT
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 18

Pro
Val
20

Leu
Lys
Tyr
Ile
Asn
100
Asn
Ala
Ala
Ile

Ala
180

Gln
Gln
Lys
Leu
Val
His
85

Asn
Gln
Val
Ala
Arg

165
Glu

Leu
Ser
Gln
Ile
Pro
70

vVal
Asp
hla
Ser
Ala
150
Tyr

Thr

Lys
Glu
Asn
Asp
55

Val
Asp
val
Leu
Asn
135
Thr

Ile

Gly

ES 2529815713

Glu
Leu
Gly
40

Gln
Val
Lys
Ser
Asp
120
Gly
Lys

Glu

Lys

Asn
Pro
25

Lys
Thr
Asn
Ser
Ala
105
His
Thr
Asp

Pro

Ile
185

Leu
10

Ser
Val
Thr
Gly
Asn
90

Lys
Ala
Val
Gly

Glu
170

Leu

Thr Asn
vVal Ser
Phe Lys
Asp Asp
Val Prxo
75
Asn Val
Thr Ala
Tyr Lys
Ala Asn
140
Lys Tyr
155
Prc Ala

Lys Lys

114

Phe
Asp
Gly
45

Leu
Val
Tyr
Asn
Ala
125
Lys
Arg

Asn

Glao

Val
Lys
30

Asn
Gly
Lys
Ala
Ser
110
Ile
Asn
Leu

Trp

Asn
120

Pro
Ala
Pro
Tyr
Asp
Ile
95

Lys
Gly
Lys
Ala
Giu

175
Lys

Lys
Ile
Ser
Lys
Ser
80

Asn
Lys
Lys
Ala
Tyr
160
Val

Val
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Ala Ala Thr Thr Gly Thr Gly Thr Thr Leu

Leu Asn Ile Ser Ser Glu Ser Gly Lys Tyr
20 25
Lys Pro Thr Gly Thr Gln Ile Ile Thr Tyr
35 40
Tyr Asn Leu Pro Gly Thr Leu Val Ser Ser
50 55
Thr Ser Ser Gln Arg Ala Ala Val Asp Ala

Val Tyr Asp Tyr Phe Tyr Gln Lys Phe Asn
: 85 90
Lys Gly Gly Lys Ile val Ser Ser Val His
100 105
Asn Ala Ala Trp Ile Gly Asp Gln Met 1le
115 12¢
Ser Phe Phe Ser Pro Leu Ser Gly Ser Met
130 135
Met Thr His Gly Val Thr Gln Glu Thr Ala
145 150
Gln Pro Gly Ala Leu Asn Glu Ser Phe Ser
165 170
Asn Asp Thr Glu Asp Trp Asp Ile Gly Glu
180 185
Pro Ala Leu Arg Ser Leu Ser Asn Pro Thr
195 200
Asn Phe Lys Asn Tyr Lys Asn Leu Pro Asn
210 215 .
Gly Gly Val His Thr Asn Ser Gly lle Pro
225 230
Thr Tle Thr Lys Ile Gly Val Asn Lys Ala
245 250
Ala Leu Thr Val Tyr Leu Thr Pro Ser Ser
260 265
Ala Ala Leu Ile Gln Ser Ala Arg Asp Leu
275 280
Ala Ser Val Glu Ala Ala Trp Asn Ala Val
290 295

<210> 19

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
ctgcaggaat tcagatctta acatttttcc cctatcattt ttcceg

<210> 20

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20

Lys
Val
Asp
Thr
His
75

Arg
Tyr
Tyr
Asp
Asn
155
Asp
Asp
Lys
Thr
Asn
235

Glu

Thr

'Tyr

Gly

ggatccaagc ttcccgggaa aagacatata tgatcatggt gaagec

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

11

Gly Lys Thr

Leu Arg Asp
30
Leu Gln Asn
45
Thr Asn Gln
60
Tyr Asn Leu

Asn Ser Tyr

Gly Ser Arg
110
Gly Asp Gly
125
Val Thr Ala
140
Leu Asn Tyr

Val Phe Gly

Ile Thr Val
190
Tyr Gly Giln
205
Asp Ala Gly
220
Lys Ala Ala

Gln Ile Tyr

Phe Lys Asp

270

Gly Ser Gln
285

Leu
300

46

46

5

Val
i5

Leu
Arg
Phe
Gly
Asp
Tyr
Asp
His
Glu
Tyr
175
Ser
Pro
Asp
Tyr
Tyr
255
Ala

Asp

Ser
Serx
Glu
Thr
Lys
80

Asn
Asn
Gly
Glu
Asn
160
Phe
Gln
Asp
Tyx
Asn
240
Arg

Lys

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2529815713

<220>
<223> cebador

<400> 21
gtcagtcaga tcttccttca ggttatgace 30

<210> 22

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
gtctcgaaga tctgattget taactgcttc 30

<210> 23

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 23
gtggagcatg ccgccacann sggaacaggt acgactctta a

<210> 24

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 24
caggtacgac tcttaaanns aaaacggtct cattaaatat

<210> 25

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

40
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 25
gtacgactct taaagganns acggtctcat taaatatttc

<210> 26

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 26
cgactcttaa aggaaaanns gtctcattaa atatttc

<210> 27

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 27
cattaaatat ttcttctgaa nnsggcaaat atgtgctgeg

<210> 28

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(22)

37

40

40

117
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 28
taaatatttc tictgaaagc nnsaaatatg tgctgcgega tc

<210> 29

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 29
gtgctgegeg atctttctnn scctaccgga acacaaatta t

<210> 30

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 30
aaattattac gtacgatctg nnsaaccgcg agtataacct g

<210> 31

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 31
ttattacgta cgatctgcaa nnscgecgagt ataacctgec

<210> 32

42

41

41

40
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<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 32
cgtacgatct gcaaaacnns gagtataacc tgccggg

<210> 33

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 33
gatctgcaaa accgcgagnn saacctgccg ggcacactc

<210> 34

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 34
ctgcaaaacc gegagtatnn sctgccggge acactegtat ¢

<210> 35

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

37

39

41
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<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 35
gagtataacc tgccgggenn sctegtatce agcaccac

<210> 36

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 36
cgggcacact cgtatccnns accacaaacc agtttac

<210> 37

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 37
gcacactcgt atccagenns acaaaccagt ttacaac

<210> 38

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 38

38

37

37
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cactcgtatc cagcaccnns aaccagttta caacttc

<210> 39

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 39
ccacaaacca gtttacanns tcttctcage gegetge

<210> 40

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 40

caaaccagtt tacaactnns tctcagcgeg ctgccgttg

<210> 41

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 41
gtgtatgatt atttctatnn saagtttaat cgcaacag

<210> 42

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

37

37

39

38
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 42
attatttcta tcagaagttt nnscgcaaca gctacgacaa taa

<210> 43

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 43
ttaatcgcaa cagctacgac nnsaaaggcg gcaagatcgt atc

<210> 44

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 44
gcaacagcta cgacaatnns ggcggcaaga tegtatc

<210> 45

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (20)..(21)

43

37
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 45
ctacgacaat aaaggcggen nsatcgtatc ctcegttcat ta 42

<210> 46

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 46
gaggactggg atatcggtnn sgatattacg gtcagccag 39

<210> 47

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 47
gtcagccagc cggctetenn sagcttatcc aatccgac 38

<210> 48

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 48
gacagcctga taatttcnns aattacaaaa accttcc 37

<210> 49
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<211>40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 49
gataatttca aaaattacnn saaccttccg aacactgatg

<210> 50

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 50
gcgactacgg cggegtgnns acaaacagcg gaatccc

<210> 51

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 51
ctttgattca atctgcgnns gacctttacg gctctcaag

<210> 52

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

39

40
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<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 52
ttaagagtcg tacctgttcc snntgtggeg geatgetcea ¢

<210> 53

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 53
atatttaatg agaccgtttt snntttaaga gtcgtacctg

<210> 54

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 54
gaaatattta atgagaccgt snntccttta agagtcgtac

<210> 55

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 55

41

40

40
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gaaatattta atgagacsnn ttttccttta agagtcg 37

<210> 56

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 56
cgcagcacat atttgcesnn ticagaagaa atatttaatg

<210> 57

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 57
gatcgegeag cacatattts nngctticag aagaaatatt ta

<210> 58

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 58
ataatttgtg ttccggtagg snnagaaaga tcgcgcagcea ¢

<210> 59

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

40

42

41
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 59
caggttatac tcgcggttsn ncagatcgta cgtaataatt t

<210> 60

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 60
ggcaggttat actcgcgsnn ttgcagatcg tacgtaataa

<210> 61

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 61
cccggeaggt tatactesnn gtittgcaga tegtacg

<210> 62

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc feature
<222> (20)..(21)

37
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 62
gagtgtgcee ggecaggttsn nctcgeggtt tigcagate 39

<210> 63

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 63
gatacgagtg tgcccggeag snnatactcg cggtittgca g 41

<210> 64

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 64
gtggtgctgg atacgagsnn gcccggeagg ttatactc 38

<210> 65

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 65
gtaaactggt ttgtggtsnn ggatacgagt gtgcccg 37

<210> 66
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<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 66
gttgtaaact ggtttgtsnn gctggatacg agtgtge

<210> 67

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 67
gaagttgtaa actggttsnn ggtgctggat acgagtg

<210> 68

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 68
gcagcgegct gagaagasnn tgtaaactgg titgtgg

<210> 69

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

37

37

37
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<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(22)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 69
caacggcagc gcgcetgagas nnagttgtaa actggtttg

<210> 70

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 70
ctgttgcgat taaacttsnn atagaaataa tcatacac

<210> 71

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 71
ttattgtcgt agetgttgeg snnaaacttc tgatagaaat aat

<210> 72

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 72

38

39

43
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gatacgatct tgccgcecttt snngtcgtag ctgttgcgat taa 43
<210>73

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(20)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 73

gatacgatct tgccgeesnn attgtcgtag ctgttge 37
<210> 74

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(23)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 74

taatgaacgg aggatacgat snngccgcect ttattgtcgt ag 42
<210> 75

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 75

ctggctgacc gtaatatcsn naccgatatc ccagtcctc 39

<210> 76

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 76
gtcggattgg ataagctsnn gagagccgge tggctgac

<210> 77

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 77
ggaagotttt tgtaattsnn gaaattatca ggctgtc

<210> 78

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 78
catcagtgtt cggaaggtts nngtaatttt tgaaattatc

<210> 79

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (19)..(20)

37

38

40
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 79
gggattcege tgtttgtsnn cacgecgeeg tagtege 37

<210> 80

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 80
cttgagagcc gtaaaggtcs nncgcagatt gaatcaaag 39

<210> 81

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 81
gtggagcatg ccgccacann sggaacaggt acgactctta aagg 44

<210> 82

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 82
ccggaacagg tacgactctt aaannsaaaa cggtctcatt aaatatttct tctgaaage

<210> 83
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<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(30)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 83
cggaacacaa attattacgt acgatctgnn saaccgcgag tataacctge ¢

<210> 84

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 84
gtacgatctg caaaaccgcg agnnsaacct gccgggeaca ctcgtatce

<210> 85

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 85
gtacgatctg caaaaccgeg agtatnnsct gccgggceaca ctegtatcca g

<210> 86

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 86
ccagcaccac aaaccagttt acannstctt ctcagcgegc tgeegttg

<210> 87

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(31)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 87

48

gcagatacaa taacgcagcc tggatcggen nscaaatgat ttacggtgac ggcgac

<210> 88

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 88
ccaaatgatt tacggtgacg gcgacnnstc attcttctca cctctttceg gttc

<210> 89

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 89
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ggtgacggeg acggttcann sttctcacct ctttceggte ¢ 41

<210> 90

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(26)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 90
catgaaatga cacatggcgt tacannsgaa acagccaacc tgaactac 48

<210> 91

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(29)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 91
catgaaatga cacatggcgt tacacagnns acagccaacc tgaactacg 49

<210> 92

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(26)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 92
catggcgtta cacaggaaac agccnnsctg aactacgaaa atcagecg 48

<210> 93

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc feature
<222> (27)..(28)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 93

ctgatgtatt cgggtacttc aacgatnnsg aggactggga tatcggtg 48

<210> 94

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 94
gcagcttatc caatccgaca aaannsggac agcctgataa titcaaaaat tac

<210> 95

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (27)..(28)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 95

53

gcagcttatc caatccgaca aaatacnnsc agcctgataa tttcaaaaat tacaaaaacc 60

<210> 96

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 96
gaacactgat gccggegacn nsggcggegt geatacaaac 40

<210> 97

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 97
gaacaaagcc gcttacaata cgattnnsaa aatcggegtg aacaaageg

<210> 98

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 98
gcagatttac tatcgtgctc tgacgnnsta cctcactccg tcatcaactt ttaaag

<210> 99

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 99
gatttactat cgtgctctga cggtannsct cactccgtca tcaactttta aag

<210> 100
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<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 100
gtgctctgac ggtatacctc nnscecgtcat caacttttaa agatge 46

<210> 101

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(29)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 101
ccgtcatcaa cttttaaaga tgcaaaanns getttgattc aatctgcgeg g

<210> 102

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 102
gattcaatct gcgcgggacn nstacggctc tcaagatgct gc 42

<210> 103

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 103
cgcgggacct ttacggenns caagatgctg caagcgtag 39

<210> 104

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 104
cctttacggc tctcaagatg ctnnsagegt agaagctgec tggaatg 47

<210> 105

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 105
ctcaagatgc tgcaagegta gaannsgect ggaatgcagt cggattg 47

<210> 106

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t
<400> 106
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gcaagcgtag aagctgectg gnnsgcagtc ggattgtaaa caagaaaag

<210> 107

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22).. (23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 107

gaagctgcct ggaatgcagt cnnstigtaa acaagaaaag agaccggaaa tcc

<210> 108

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 108

cacactcgta tccagcaccn nsaaccagtt tacaacttct tctcag

<210> 109

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 109
ctccgttcat tacggcagen nstacaataa cgcagectgg atc

<210> 110

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 110
ctcacctctt tccggttcaa tgnnsgtaac cgctcatgaa atgacac 47

<210> 111

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(26)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 111
cctttaagag tcgtacctgt tcesnntgtg geggceatget ccac 44

<210> 112

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (35)..(36)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 112
gctttcagaa gaaatattta atgagaccgt tttsnnttta agagtcgtac ctgttccgg

<210> 113

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 113
ggcaggttat actcgcggtt snncagatcg tacgtaataa ttigtgticc g

<210> 114

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26).. (27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 114
ggatacgagt gtgccecggea ggttsnncte geggtittge agatcgtac

<210> 115

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (25).. (26)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 115
ctggatacga gtgtgcccgg cagsnnatac tcgeggtttt gcagategta ¢

<210> 116

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 116
caacggcagc gcgctgagaa gasnntgtaa actggtttgt ggtgctgg

<210> 117
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<211> 56
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 117
gtcgcegtca cegtaaatea tttgsnngec gatccagget gegttattgt atctge

<210> 118

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(29)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 118
gaaccggaaa gaggtgagaa gaatgasnng tcgccgtcac cgtaaatcat ttgg

<210> 119

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 119
ggaccggaaa gaggtgagaa snntgaaccg tcgecgtcac ¢ 41

<210> 120

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<220>
<221> misc_feature
<222> (23).. (24)
<223>nesa,c,g,0t
<400> 120
gtagttcagg ttggctgttt csnntgtaac gccatgtgtc atttcatg 48
<210> 121
<211>49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t
<400> 121
cgtagttcag gttggctgts nnctgtgtaa cgccatgtgt catttcatg 49
<210> 122
<211>48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 122
cggctgattt tcgtagtica gsnnggctgt ticctgtgta acgecatg

<210> 123

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 123

48
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caccgatatc ccagtcctes nnatcgttga agtacccgaa tacatcag

<210> 124

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(30)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 124
gtaattittg aaattatcag gctgtcesnn ttttgtcgga ttggataage tge

<210> 125

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (33)..(34)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 125

48

53

gotttttgta atitttgaaa ttatcaggct gsnngtattt tgtcggattg gataagctge

<210> 126

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 126
gtttgtatgc acgccgeesn ngtcgecgge atcagtgtic 40

<210> 127

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 127
cgctitgttc acgccgattt tsnnaatcgt attgtaageg getttgttc 49

<210> 128

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(31)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 128
ctitaaaagt tgatgacgga gtgaggtasn ncgtcagagc acgatagtaa atctge

<210> 129

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (27)..(28)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 129
ctitaaaagt tgatgacgga gtgagsnnta ccgtcagagc acgatagtaa atc

<210> 130

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(26)

147
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<223>nesa,c,g,0t

<4'00> 130
gcatctttaa aagttgatga cggsnngagg tataccgtca gagcac

<210> 131

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 131
ccgegeagat tgaatcaaag csnntittge atctttaaaa gttgatgacg g

<210> 132

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 132
gcagcatctt gagagccgta snngtcccge gcagattgaa tc 42

<210> 133

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 133
ctacgcttgc agcatcttgs nngecgtaaa ggtceegeg 39

<210> 134
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<211> 47
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 134
cattccaggc agcttctacg ctsnnagcat cttgagagcc gtaaagg

<210> 135

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 135
caatccgact gcattccagg csnnttctac gettgcagea tcttgag

<210> 136

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (27)..(28)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 136
ctittctigt ttacaatceg actgecsnnce aggceagctte tacgetige

<210> 137

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(32)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 137
ggatttccgg tetcttttct tgtitacaas nngactgeat tccaggeagc ttc

<210> 138

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 138
ctgagaagaa gttgtaaact ggttsnnggt gctggatacg agtgtg

<210> 139

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 139

gatccaggct gegttattgt asnngctgec gtaatgaacg gag 43

<210> 140

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 140

150
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gtgtcatttc atgagcggtt acsnncattg aaccggaaag aggtgag

<210> 141

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (27).. (28)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 141
gcgacggttc attcttctca cetetinnsg gttcaatgga cgtaaccgcet ¢

<210> 142

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(31)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 142

gcgacggttc attcttctca cctetttcen nstcaatgga cgtaaccgct catg

<210> 143

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 143
cttctcacct ctttccggtn nsatggacgt aaccgcteat g 41

<210> 144

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

151

47

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2529815713

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 144
cctctttceg gttcaatgga cnnsaccgct catgaaatga cac 43

<210> 145

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 145
cagccagcecg gceteteegen nsttatccaa tccgacaaaa tacggacag

<210> 146

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 146
cagccagcecg gcetetcegea gennstecaa tccgacaaaa tacggacag

<210> 147

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (26).. (27)

152
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 147
cagccagcecg gceteteegea gettannsaa tccgacaaaa tacggacagce ¢ 51

<210> 148

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(32)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 148
cagcctgata atticaaaaa ttacaaaaac nnsccgaaca ctgatgccgg cgac 54

<210> 149

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (34)..(35)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 149
cagcctgata atttcaaaaa ttacaaaaac cttnnsaaca ctgatgccgg cgac 54

<210> 150

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (37)..(38)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 150
cagcctgata atttcaaaaa ttacaaaaac cttccgnnsa ctgatgccgg cgactac 57

<210> 151

153
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<211>59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (40)..(41)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 151

cagcctgata atttcaaaaa ttacaaaaac cttccgaacn nsgatgccgg cgactacgg

<210> 152

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (43)..(44)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 152

cagcecctgata atttcaaaaa ttacaaaaac cttecegaaca ctnnsgecegg cgactacgge

agcg

<210> 153

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(47)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 153

cagcctgata atttcaaaaa ttacasaaac cttccgaaca ctgatnnsygg cgactacggce

ggcgty

<210> 154
<211> 42

ES 2529815713
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 154
ccttccgaac actgatgeen nsgactacgg cggegtgeat ac 42

<210> 155

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 155
cgggaccttt acggetctnn sgatgctgca agegtagaag ctg 43

<210> 156

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 156
gcgtagaagc tgcctggaat nnsgtcggat tgtaaacaag aaaagagacc gg 52

<210> 157

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 157
gagcggttac gtccattgaa ccsnnaagag gtgagaagaa tgaaccgteg ¢

<210> 158

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 158
catgagcggt tacgtccatt gasnnggaaa gaggtgagaa gaatgaaccg tcgc

<210> 159

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 159
catgagcggt tacgtccats nnaccggaaa gaggtgagaa g 41

<210> 160

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 160
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gtgtcatttc atgagcggts nngtccattg aaccggaaag agg 43

<210> 161

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(30)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 161
ctgtccgtat ttigtcggat tggataasnn gcggagagec ggctggetg

<210> 162

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 162
ctgtccgtat tttgtcggat tggasnngct gecggagagec ggcetggcetg

<210> 163

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (25).. (26)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 163
ggctgtcegt attttgtcgg attsnntaag ctgcggagag ccggetggcet g

<210> 164

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (23)..(24)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 164
gtcgceggcea tcagtgticg gsnngttitt gtaattitty aaattatcag gcetg

<210> 165

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 165
gtcgceggea tcagtgttsn naaggititt gtaattitty aaattatcag getg

<210> 166

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 166

gtagtcgecg geatcagtsn ncggaaggtt ttigtaatit ttgaaattat caggetg

<210> 167

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (19)..(20)

158
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<223>nesa,c,g,0t

<400> 167

ccgtagtcge cggeatcsnn gticggaagg titttgtaat ttttgaaatt atcaggetg

<210> 168

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 168

cgccgeegta gtcgecgges nnagtgttcg gaaggttittt gtaatttttg aaattatcag

gctg

<210> 169

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(21)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 169

cacgccgecy tagtcgecsn natcagtgtt cggaaggttt ttgtaatttt tgaaattatce

aggctyg

<210> 170

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

ES 2529815713
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<400> 170
gtatgcacgc cgccgtagte snnggcatca gtgttcggaa gg

<210> 171

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 171
cagcttctac gcttgcagea tcsnnagagc cgtaaaggtc ccg

<210> 172

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(32)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 172

ccggtetctt ttettgtita caatccgacs nnattccagg cagcttctac ge

<210> 173

<211> 521

<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 173

1 10

160

42

43

Met Gly Leu Gly Lys Lys Leu Ser Val Ala Val Ala Ala Ser Phe Met
3

15



Ser
Leu
Ser
Gln
Ile
Pro
vVal
Asp
Ala
145
Ser
Ala
Tyr
Thr
Thr
225
Gly
Pro
Gln
Tyr
305
Lys
Trp
Ser
Gly
Ala
385
Glu
Arg
Asn
His
Lys
465
Val
Ile

Glu

Leu
Lys
Glu
50

Asn
Asp
Val
Asp
Val
130
Leu
Asn

Thr

Ile

Tle
Pro
Val
370
Leu
Asp
Ser
Tyr
Thr

450
Ile

Tyr
Gln

Ala

Thr
Glu
335

Leu
Gly
Gln
Val
Lys

115
Ser

Ala
Tyr
Vval
Gly
Leu
355
Thx
Asn
Trp
Leu
Lys
435

Asn
Gly
Leu

Ser

Ala
515

<210> 174
<211> 521
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis

<400> 174

Ile
20

Asn
Pro
Lys
Thr
Asn
100
Ser
Ala
His
Thr
Asp
180

Pro

Ile

Ala
Gln
Ser
Asp
340
Ser
Gln
Glu
Asp
Ser
420
Asn

Ser
val
Thr
Ala

500
Trp

Ser
Leu
Ser
val
Thr
85

Gly
Asn
Lys
Ala
val
165
Gly
Glu
Leu
Thr
Gly
245
Ile
val
Val
Lys
Ser
325
Glin
Gly
Glu
Ser
Ile
405
Asn

Leu

Gly

Asn

Pro
485
Arg

Asn

Leu
Thr
Val
Phe
70

Asp
Val
Asn
Thr
Ty
150
Ala
Lys
Pro
Lys
Thr
230
Lys
Thr
Ser
Lsp
Phe
310
Val
Met
Ser
Thr
Phe
390
Gly
Pro
Pro
Ile

Lys
470
Ser

Asp

Ala

Pro
Asn
Ser
Lys

Asp

Pro

Val
Ala
135
Lys
Asn
Tyr
Ala
Lys

Leu

Ser
Ala
295
Asn
His
Ile
Met
Ala
375
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro

455
Ala

Ser

Leu

Val

ES 2529815713

Gly

Phe

Asp

Gly
Leu
Val
Tyr
120
Asn
Ala
Lys
Arg
Asn
200
Gln

Lys

<I
o
-

Asp
Thr
280
His
Arg
Tyr
Tyr
Asp
360
Asn
Asp
Asp
Lys
Thr
440

Asn

Glu
Thr
Tyr

Cly
520

val
25

val
Lys
Asn
Gly
Lys
105
Ala
Ser
Ile
Asn
Leu
185
Trp

Asn

Asn
Gly
Gly
345
Val
Leu
Val
Ile
Tyr
425
Asp
Lys
Gln
Phe
Gly

505
Leu

Gln
Pro
Ala
Prao
Tyr
20

Asp
Ile
Lys
Gly
Lys
170
Ala
Glu
Lys

Lys

.
AXg

250
Gln

Asn
Asn
Ser
Ser
330
Asp
Thr
Asn
Fhe
Thr
410
Gly
Ala
Ala

Ile

Lys
490
Ser

Ala
Lys
Ile
Ser
75

Lys
Ser
Asn
Lys
Lys
155
Ala
Tyr

Val

Gln
Leu
Tyr
315
Arg
Gly
Ala
Tyr
Gly
395
Val
Gln
Gly
Ala

Tyxr
475
Asp

Gln

Ala
Hisg
Lys
&0

Glu
His
Gln
Gly
Leu
140
Ser
Glu

Asp

Thr

Phe

Gly

300

Asp
Tyr
Asp
His
Glu
380
Tyr
Ser
Pro
Asp
Tyr
460
Tyr

Ala

Asp

161

Glu
Ser
Gln
Arg
Phe
Val
Glu
125
Ser
Pro
Leu
val
val

205
His

Lys
Asn
Asn
Gly
Glu
365
Asn
Phe
Gln
Asp
Tyr
445

Asn

Arg

Lys

A—la

Asn
30

Leu
Tyr
Leu
Arg
Ile
110
Leu
Ala
Glu
Lys
Thr
130
Asp

Ala

Lys
Asn
Ser
350
Met
Gln
Asn
Pro
Asn
430
Gly
Thr

Ala

Ala

Ala
510

Pro
val
Leu
Lys
Tyr
95

Ile
Asn
Asn
Ala
Ala
175
Ile
Ala
Ala
Asn

P
rIro

255
Asn
Ser
Tyx
Gly
Ala
335
Phe
Thr
Fro
Asp
Ala
415
Phe
Gly
Ile

Leu

Ala
495
Ser

Gln
Gln
Lys
Leu
Val
His
Asn
Gln
val
160
Ala
Arg
Glu
Thr
Ile
2490
Thr
Leu
Ser
Asp
Gly
320
Ala
Fhe
His
Gly
Thr
400
Leu
Lys
Val

Thr

Thr

480
Leun

Val



Met
Ser
Leu
Ser
Lys
65

Val
Pro
Val
Gln
Ala
145
Ser
Glu
Tyr
Thr
Thr
225
Ser
Gly
Pro
Gln
Tyr
309
Lys
Trp
Ser
Gly
Ala
385
Glu
Arg
Asn
His
Lys
465
Thr

Ile

Glu

Gly
Leu
Lys
Glu
Asn
Glu
Val
Asp
Ser
130
Len
Asn
Thr
val
Gly
210
Gly
Tyr
Thr
Gly
Arg
290
Phe

Ile

Thr

Pro
Val
370
Leu
Asp
Ser
Tyr
Thr
450
Leu
Tyr
Gln

Ala

Leu
Ser
Glu
35

Leu
Ser
Ser
Val
Lys
115
Ala
Ala
Gly
Lys
Glu
195
Ser
Ser
Glu
Gln
Thr
275
hla
Tyr
Val

Gly

Leu
355
Thr
Asn
Trp
Leu
Arg
435
Asn
Gly
Leu

Ser

Ala
515

<210> 175
<211> 509
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureos

Gly
Ile
20

Asn
Ser
Asn
Thr
Asn
100
Ser
Ala
Leu
Ala
Asp

180
Pro

Ile,

Gly
Gly
Ile
260
Leu
Ala
Ser

Ser

Asp

340
Ser

Gln
Glu
Asp
Ser
420
Asn
Ser
Val
Thr
Ala

500
Trp

Lys
Ser
Gln
Ala
Ile
Thr
Gly
Asp
Lys
Ala
Ala
165
Gly
Glu
Leu
Thx
Gly
245
Ile
Val
val
Asn
Ser

325
Gln

Gly
Glu
Ser
Ile
405
Asn
Leu
Gly
Ser
Pro
485

Arg

Asn

Lys
Leu
Thr

Pro

Leu

Pro

Asn

Asn

.55

Fhe
70

Asp
val
Asn
Thr
Phe
150
Lys
Ser
Pro
Lys
Thr
230
Lys
Thr
Ser
Asp
Phe
310
Val

Met

Ser
Thr
Phe
390
Gly
Pro
Pro
Ile
Lys
470
Ser

Asp

Ala

Lys
Ala
Pro
Val
Asp
135
Lys
Asn
Tyr
hla
Gln
215
Leu
Tyr
Tyr
Ser
Ala
295
Lys
His
Ile
Leu
Ala
375
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
455
Ser
Ser

Leu

Val

ES 2529815713

Ser
Gly
Phe
40
Asp
Gly
Leu
Ile
Tyr
120
Asn
Ala
Ser
Arg
Asn
200
Gln
Lys
Val
Asp
Thr
280
His
Arg
Tyr
Tyr
Asp
360
Asn
Asp
Asp
Lys
Thr
440
Asn
Gln
Tﬁr
Tyr

Gly
520

val
Val
25

Leu
Lys
Asp
Gly
Lys
105
Ala
Ser
Ile
Asn
Leu
185
Trp
Asn
Gly
Leu
Leu
265
Thx
Tyr
Asn
Gly
Gly
345
val
Leu
Val
Ile
Tyr
425
Asp
Lys
Gln
Phe
Gly

505
Leu

Arg
10

Gln
Ser
Ala
Pro
Tyr
90

Asp
val
Gln
Gly
Lys
170
Ala
Glu
Lys
Ala
Arg
250
Gln
Lys
Asn
Ser
Thr'
330
Asp
Thr
Ile
Phe
Thr
410
Asn
Glu
Ala
Ile
Lys

490
Ser

Val
Ala
Lys
Val
Ser
75

Lys
Ser
Asn
Lys
Lys
155
Ala
Tyr

Val

Val.

Thr
235
Asp
Asn
Thr
Leu
Tyr
315
Gln
Gly
Ala
Tyr
Gly
395
Val
Gln
Gly
Ala
Tyr
475
Asp

Thr

Ala
Ala
Lys
Lys
60

Lys
His
Gln
Gly
Val
140
Ser
Glu
Asp
Leun
Glu
2249
Val
Leu
Arg
Phe
Gly
300
Asp
Tyr
Asp
His
Glu
igo
Tyxr
Ser
Pro
Asp
Tyr
460
Tyr

Ala

Asp

162

Ala
Glu
Fro
45

Gln
Ser
Fhe
val
Glu
125
Ser
Pro
Leu
val
Val
205
His
Pro
Ser
Gln
Thr
285
Lys
Asn
Asn
Gly
Glu
365
Asn
Phe
Gln
Asp
Tyr
445
Asn
Arg
Lys

Ala

Ser
Gly
30

Ile
Phe
Val
Arg
Ile
110
Leu
Ser
Asp
Lys
Thr
190
Asp
Ala
Leu
Lys
Ser
270
Ser
Val
Lys

Asn

Ser

350
Met

Gln
Asn
Prao
Asn
430
Gly
Thr
Ala

Ala

Ala
510

Phe
15

His
Ala
Leu
Lys
Tyr
Val
His
Glu
Ala
Ala
175
Ile
Ala
Ala
Asn
Pro
255
Arg
Ser
Tyr
Gly
Ala

335
Phe

Thr
Pro
Asp
Ala
415
Tyr
Gly
Ile
Leu
Ala

495
Lys

Met
Gln
Gln
Lys
Leu
Ala
His
Asn
Lys
Val
160
Ile
Arg
Glu
Ala
Ile
240
Thr
Leu
Ser
Lsp
Ser
320
Ala
Phe
His
Gly
Thr
400
Leu
Ala
val
Thr
Thr
480

Leu

Val



<400> 175

Met Arg Lys
1
Leu Leu Ser

Lys Pro Ala
35
Ala Val Lys
50
His Tyr Gln
65
Phe Thr His

Asp Lys Glu

Ile Asn Gly
115
Thr Leu Ser
130
Ile Asp Lys
145
Asn Lys Val

Glu Leu Ile

Asp Ala Asp
195
Ala Ala Ala
210
Ile Asn Ile
225
His Gin Gly

Ala Thr Leu

Arg Ala Gly
275
Tyr Lys Asn
290
Ile Val Ser
305
Asn Asn Ala

Gly Axrg Thr

Glu Leu Thr
355
Asp Gln Ser
370
Phe Val Asp
385
Gly Lys Glu

Gly Gln Pro

Gly Gly Vval
435
Val Ile Gln
450
Ala Leu Thr
465
Asp Ala Leu

Glu Gln Vval

<210> 176
<211> 548
<212> PRT

Phe
Ser
20

Thz
Ala
Asp
Tyr
Val
100
Asp
Lys
Asn
Glu
Thr
180
Thr

Thr
Asn
Lys
Ile
2690
Val
Thr
Leu
Ala
Phe
340
His
Gly
Asp
Gly
Ser
420
His
Ala
Glu
Tyr

Tyr
500

Ser
Leu
Ser
Leu
Tyr
Thr
85

Lys
Thr
Asp
Lys
Ile
165
Val
Gly

Gly
Ser
Leu
245
Thr
Asp
Phe
Thr
Trp
325
Thr
Gly
Ala
Glu
Asp
405
His
Thr
Ile
Tyr
Gln

485
Glu

Arg
Thr
Asp
Lys
Ser
70

Leu
Val
Asp
Glu
Ala
150
Asp
Thr
Ala

Thr

Ile
230
Ser
Asn
Ala
Gly
His
310
Ile
Asn
Vval
Leu
Asp
390
Ala
Met
Asn
Gly
Leu
470
Ala

Ala

Iyr
Pro
Ile
Glu
55

Val
Gln
His
Ala
Ala
135
Lys
Gly
Pro

Val

Gly

215
Asp

Ala
Glu
Asn
Arg
295
Val
Gly
Leu
Thr
Asn
375
Phe
Leu
Lys
Ser
Lys
455
Thr

Ala

Trp

<213> Bacillus stearothermophilis

ES 2529815713

Ala
Ala
Asn
40
Leu
Thr
Pro
Ala
Lys
1z0
Ala
Asn
Asp
Glu
Val
200
Lys
Gly
Tyr
Asp
Tyr
280
Glu
Asn
Asp
Ser
Gln
360
Glu
Leu
Arg
Asp
Gly
440
Ser
Ser

Lys

Asn

Phe
Ala
25

Phe
Pro
Asp
Ser
Asp
105
Lys
Asp
Leu
Ser
Ile
185
Glu

Gly

Gly
Asn
Glu
265
Tyr
Ser
His
Lys
Gly
345
Glu
Ser
Met
Ser
Tyr
425
Ile
Lys
Asn

Asp

Glu
505

Thr
10

Leu
Glu
Lys
Vval
Val
90

Lys
Val
Lys
Gln
Asn
170
Ser

Lys
Val
Phe
Phe
250
Asn
Ala
Tyr
Tyr
Met
330
Ala
Thr
Phe
Gly
Met
410
val
Pro
Ser
Ser
Leu

490
Val

Ser
Ala
Ile
Ser
Lys
75

Asp
Ser
Lys
Ala
Asp
155
Lys
His
Thr

Leu

Ser
235
Asn
Ehe
Lys
Asp
Gly
315
Ile
Asn
Ala
Ser
Glu
395
Ser
Tyr
Asn
Glu
Asn
475
Tyx

Gly

Met
Ser
Thr
Glu
€0

Thr
Gly
Gly
Pro
Phe
140
Asp
Tyr
Tre

Asn

Gly

220
Leu

Asp
Val
Gln
Asn
300
Gly
Tyr
Asp
Asn
Asp
380
Asp
Asn
Thr
Lys
Gln
460
Phe

Asp

Val

163

Ala
Asp
Gln
45

Asn
Asp
Val
Lys
Thr
125
Asn
val
Ile
Lys
Leu

205
Asp

Glu
Gln
Lys

Thr

Thr
Thr
30

Lys
Val
Lys
His
Val
110
Asn
Ala
Ile
Tyr
Val
1920
Val

Thr

Asp
Thr

Asp
270
Tyr

285 .

His
Gln
Gly
val
Leu
365
val
Val
Pro
Glu
Ala
445
Ile
Lys

Glu

Glu

Gly
Asp
Asp
Val
350
Glu
Phe
Tyr
Glu
Lys
430
Ala
Tyr
Asp

Gln

Val
15
Asn
Ser
Lys
Lys
Ala
55
val
Lys
Val
Lys
Asn
175
Lys
Lys
Lys
Leu
Gly
255
Asp
Asp
Ser
Asn
Gly
335
Ala
Tyr
Gly
Thr
Gln
415
Asp
Tyr
Tyr
Cys

Thr
495

Thr
His
Asp
Asn
Gly
Pro
Leu
Val
Lys
Glu
160
Ile
Ile
Glu

Asp

Thr
240
Gln
Gln
Tyr
Pro
Arg
320
Asp
His
Lys
Tyr
Pro
400
pPhe
Asn
asn’
Arg
Lys

480
Ala



<400> 176

Met
1
Leu
Asn
Gly
Glu
65
Leu
Glu
His
Asn
Gln
145
Lys
Tyr
Phe
Asp
Gly
225
Gly
Tyr
Thr
Asp
Ala
305
Gly
His
val
Ile
Ala
385
Ser
Asp
Aia
Tyr
Asn
465
Val
Lys
Phe
Gly

val
545

Asn Lys
Ala Ala
Glu Gln
35

Gly Glu
50

Asn Gly
Ile Gly

Gln Arg

Arg
Pro
20

Trp
Gln
Thr
Lys

His
160

Ala
5

Ile
Lys
Ala
Fhe
Gln

85
His

Met
Gly
Thr
Leu
Arg
70

Thy

Gly

Val Lys Asp Gly Glu

115
Leu Asp
130
Gln Ala

Glu Arg
Pro Thr

Leu Thr
195

Gly Ala

210

Gly Gly

Val Leu
Gly Tyr

Tyr Asp
275

Gly Asp

290

His Tyr

Arg Leu
Tyr Gly

Tyr Gly
355

Asp Val

370

Gly Leu

Asp Ile
Trp Glu

Leu Arg
435

Ser Lys

450

Ser Gly

His Tyr
Ile Phe

Ser Gln
515

Ser Thr

530

Gly Vval

Gly
Glu
Pro
Asp
180
Pro
Ile
Gln
Gly
Tyr
260
Gly
Asn
Tyr

Ser

Arg G

340
Asp

Val
Val
Phe
Ile

420
Ser

Arg-

Ile
Gly
Tyr
500
Leu

Ser

Tyr

Gln
Ala
Thr
165
Gly
Val
Leu
Pro
Asp
245
Tyr
Arg

Gln

Ala

Lo =3
= R

“ounnr

Gly
Gly
Tyr
Gly
405
Gly
Met
Tyr
Ile
Val
485
Arg

Arg

Gln

Pro
Ile
150
Thr
Thy
Pro
Asn
Val
230
Gln
Leu
Asn
Phe
Gly
310
Asp
Tyr
Asp
His
Gln
390
Thr
Glu
Ser
Thr
Asn
470
Ser
Ala
Ala

Glu

Leu
Ala
Pro
Glu
55

Leu

Asp

Ile

Leu
Arg
1335
Ala
Glu
Ala
Gly
Lys
215
Ala
Lys
Gln
Arg
Thr
295
Val
Gly
Asn
Gly
Glu
375
Asn
Leu
Asp
Asp
Gly

455
Lys

Val.

Leu

Ala

val
535

ES 2529815713

Gly
Ser
sSer
40

Glu
Gly
Glu

Pro

Ile
120
Leu
Glu
Asn
Arg
Asn
200
Phe
Gly
Tyr
Asp
Thr
280
Ala
Val
Ser
Asn
Gln
360
Leu
Glu
Val
Ile
Pro
440
Thr
Ala
Asn
Val
Cys

520
Asn

Rla
Ala
25

Phe
Leu
Gly

Leu

Val

105
Ala

Lys
Gln
Gly
Leu
185
Trp
Asn
Ala
Ile
Asn
265
Val
Ser
Tyr
Asn
Ala
345
Thr
Thr
Ser
Glu
Tyr
425
Ala
Gln
Ala
Gly
Tyr
505

val

Ser

Ile
10
Lys
Val
Val
Arg
Gly
90
Tyr
Leﬁ
Lys
Asp
Glu
170
Ala
Val
Gln
Ser
Asn
250
Thr

Leu

Phe
410
Thr
Lys
Asp
Tyr
Ile
490
Tyr
Gln

Val

Gly
Gly
Ser
Tyr
Ala
75
His
Gly
Ser
Ala
Val
155
Arg
Tyr
Tyr
Ile
Thr
235
Thr
Arg
Pra
Asp
Tyr
315
Ala
Trp
Leu
Ala
Ala
395
Tyr
Pro
Tyr
Asn
Leu
475
Gly
Leu

Ala

Lys

Leu
Glu
Gly
Gln
Arg
Thr

Thr

Gly
Lys
140
Thr
Thr
Glu
Ile
Asp
220
Val
Thr
Gly
Gly
Ala
300
Tyr
Ile
Asn
Prao
Val
380
Ile
Ala
Gly
Gly
Gly
460
Leu
Arg
Thr

Ala

Gln
540

164

Ala
Ser
Ser
Tyr
Asp
Val

Met

Ser
125
Thr
Glu
Arg
Vval
Ile
203
Ser
Gly
Tyr
Ser
Ser
285
Ala
Lys
Arg
Gly
Phe
365
Thr
Asn
Asn
Val
Asp
445
Gly
Ser
Asp
Pro
Ala

525
Ala

Phe
Ile.
30
Leu
Val
Arg

Met

Leu

i1c¢
Leun

Val
Thr
Leu
Asn
120
Asp
Arg
Val
Ser
Gly
270
Leu

Ala

Asn

Ser T

Gly
Val
Leu
Asp
Leu
Arg

95
Ala

Ile
Thr
Val
Val
175
Val
RAla
Gln
Gly
Ser
255
Ile
Trp
Val

Val

Ser Gln

350
Ser

Asp
Glu
Arg
Ala
430
Fro
Val
Gln
Lys
Thr
510
Asp

Phe

Gly
Tyr
Ala
Asn
415
Gly
Asp
His
Gly
Met
495
Ser

Leu

Asn

Leu
Trp
Asn
Arg
Ala
80

Phe

Ala

Pro
Val
Thr
160
Ile
Arg
Thr
Pro
Arg
240
Tyr
Phe
Thr
Asp
His
320
Val
Met
Gly
Thr
Met
400
Pro
Asp
His
Thr
Gly
480
Gly
Asn

Tyr

Ala



<210> 177
<211> 544

<212> PRT
<213> Bacillus caldolyticus

<400> 177

Met
1
Met
Asn
Arg
Thx
65
Asn
Ile
Asp
Lys
Met
145
Ala
Glu
Val
Leu
Pro
225
Asp
Tyr
Arg
Gln
hla
305
Tyr
Gly
Gly
Gly

Tyr
385

Asn
Ala
Glu
Cys
50

Phe
Lys
Ala
Gly
Arg
130
Ile
Ala
Thr
Pro
Asn
210
Val
Gln
Leu
Asn
Phe
290
Gly
Asp
Tyr
Asp
His

370
Gln

Lys
Trp
Gin
35

Ser
Gln
Leu
Ala
Glu
115
Thr
Ala
Glu
Pro
Gly
185
Lys
Ala
Lys
Gin
Arg
275
Phe
Val
Gly
Asn
Gly
355
Glu

Asn

Arg
Pro
Trp

Gln

Leu

Asp
Ser
100
Leu
Leu
Lys
Glu
Arg
180
Asn
Trp
Gly
Tyr
Rsp
260
Thr
Ala
Val
Ser
Asn
340
Gln

Leu

Glu

Ala
Phe
Lys
Glu
Gly
Glu
Leu
Ser
Lys
Gln
Gly
165
Leu
Trp
Asn
Thr
Ile
245
Asn
Val
Ser
Tyr
Asn
325
Ala
Thr

Thr

Ser

Met
Gly
Thr
Leu
Gly
70

Leu
Cys
Ser
Thr
Asp
150
Lys
Ala
Ile
Gln
Ser
230
Asn
Thr
Leu
Tyr
Asp
31¢
Ala
FPhe
Phe
His

Gly
390

Leu
Ala
Pro
val
55

Gln
Gly
Met
Leu
Glu
135
Val
Pro
Tyt
Tyr
Met
215
Thr
Thr
Arg
Fro
Asp
295
Tyr
Ala
Trp
Leu
Ala

375
Ala

ES 2529815713

Gly
Ser
Ser
40

Tyx
Ala
His
Gly
Ser
120
Ala
Ala
Thr
Glu
Met
200
Asp
Val
Thr
Gly
Gly
280
Ala
Tyr
Ile
Asn
Pro
360
Val

Ile

Ala
Ala
25

Phe
Arg
Arg
Thr
Ala
105
Gly
Ala
Asgp
Arg
val
185
Ile
Glu
Gly
Tyr
Ser
265
Ser
Ala
Lys
Arg
Gly
345
Phe
Thr

Asn

Ile
10

Lys
Val
Tyr
Glu
Val
Val
Thr
1le
Arg
Leu
170
Asn
Asp
Ala
Vval
Ser
250
Gly
Leu
Ala
Asn
Ser
330
Ser
Ser

Asp

Glu

Gly
Gly
Ser
Leu
Arg
75

Met
Leu
Leu
Ser
Val
155
Val
vVal
Ala
Lys
Gly
235
Ser
Ile
Trp
Val
Val
315
Thr
Gln
Gly
Tyr

Ala
395

Leu
Lys
Gly
Asp
60

Leu
Arg
Val
Ile
Ile
140
Thr
Ile
Arg
Ala
Pro
220
Arg
Tyr
Phe
Ala
Asp
300
His
Val
Met
Gly
Thr

380
Met

165

Ala
Ser
Ser
Gln
Ser
Phe
Ala
Pro
125
Gln
Lys
Tyr
Phe
Asp
205
Gly

Gly

Tyr

i‘hr
Asp
285
Ala
Gly
Hisg
Val
Ile
365
Ala

Ser

Phe
Met
30

Leu
Glu
Leu
Glu
His
11¢Q
Asn
Gln
Glu
Pro
Leu
190
Gly
Gly
Val
Gly
Tyr
2170
Gly
His
Arg
Tyr
Tyr
350
Agp
Gly

Asp

Gly

Val

Leu

Lys
Ile
Gln
Val
Leu
Ala
Axg
Asp
175
Thr
Lys
Ala
Leu
Tyr
255
Asp
Asp
Tyr
Leu
Gly
335
Gly
Val

Leu

Ile

Leu
Trp
Gly
Asn
Gly
80

Ala
Asn
Asp
Giu
Pro
160
Glu
Pro
Val
Gln
Gly
240
Tyr
Gly
Asn
Tyr
Ser
320
Arg
Asp
Val
Val

Fhe
400



10

Gly
Gly
Met
Tyr
Ile
465
val
Arg

Arg

Gln

Thr
Glu
Ser
Thr
450
Asn
Ser
Ala

Ala

Glu
530

Leu
Asp
Asp
435
Gly
Lys
Val
Leu
Ala

515
Val

<210> 178
<211> 566
<212> PRT
<213> Bacillus thuringiensis

<400> 178

Met
1
Thr
Leu
Ser
Phe
65
Ser
Thr
Val
Lys
Leu
145
Gln
Asp
Val
Ile
His

225
Gln

Lys
Thr
Ser
Gly
50

Asp
Ala
Asp
Tre
Val
130
Lys
Lys
Leu
Asn
Glu
210
val

Glu

Lys
Phe
Thr
35

Asp
Tyr
Gln
Ser
Gly
115
Leu
Asn
Asp
Tyr
Leu
195
Ala
Ala

Val

Val
Ile
420
Pro
Thr
Ala
Thr
val
500
Cys

Asn

Lys
Gly
20

Lys
Leu
Leu
Asp
Thr
100
Ser
Ser
Lys
Leu
Val
180
Asn
Asp

Asn

Lys

Glu
405
Tyr
Ala
Gln
Ala
Gly
485
Tyr
Val

Ser

Ser
Gly
Lys
Thr
Asn
Cys
85

Val
Thr
Gly
Asn
Gly
165
Tyr
Phe
Ser

Glu

Pro
245

Phe
Thr
Lys
Asp
Tyr
470
Ile
Tyr
Gln

Val

Leu
Thr
Tyr
Glu
Ala
Phe
Leu
Gln
Thr
Lys
150
Ile
Gln
Leu
Gly
Asp

230
Ala

Tyr
Pro
Tyr
Asn
455
Leu
Gly
Leu

Ala

Lys
535

Ala
Gly
Asn
Ala
Ala
Lys
Arg
Val
Val
135
Ile
Thr
Asn
Asp
Lys
215
Lys

Val

ES 2529815713

Ala
Gly
Gly
440
Gly
Leu
Arg
Thr
Ala

520
Gln

Leu
Ser
Glu
40

Thr
Lys
val
Leu
Ala
120
Ala
Glu
Pro
Gly
Pro
200
vVal

Ser

Lys

Asn
Val
425
Asp
Gly
Ser
Asp
Pro
505
Ala

Ala

val
Ala
25

Thr
Gly
Gly
Lys
Gin
105
His
Pro
Gly
Lys
Glu
185
Ser
Leu

Pro

Pro

Arg
410
Ala
Pro
Val
Gln
Lys
490
Thr
Asp

Phe

Leu
10
Phe
vVal
Lys
Asp
Gln-
90
Gln
Val
Asp
Ala
Tyr
170
Glu
Pro
Asn

Val

val
250

Asn Fro
Gly Asp
Asp His
His Thr
460
Gly Gly
435
Met Gly
Ser Asn

Leu Tyr

Asn Ala
540

Ala Thr
Ala Asp
Gln Ser

Lys Ala
60

Tyr Lys

75

Ala Lys

Val Tyr
Ser Lys

Leu Asp
140
Lys Ala
155
Glu Vval

Thr Thr
Gliy Asn
Lys Tyr

2290
Lys Gln

235
Thr Gly

166

Asp
Ala
Tyr
445
Asn
Val
Lys
Fhe
Gly

525
Val

Gly
Ser
Pro
Glu
Leu
Lys
Glu
Asp
125
Lys
Ile
Glu
Tyr
Tyr
205
Asn

Glu

Thr

Trp
Leu
430
Ser
Ser
His
Ile
Ser
510

Ser

Gly

Met
Lys
30

Glu
Ser
Gly
Asp
Gly
110
Gly
Lys
Glu
Pra
Ala
190
Tyr
Lys
Ala

Asn

Glu
415
Arg
Lys
Gly
Tyr
Phe
495
Gin
Thr

Val

Ala
Asn
Phe
Val
Glu
Ala
95

Val
Ser
Glu
Ile
Lys
175
Tyr
Tyr
Leu

Pro

Ala
255

Ile
Ser
Arg
Ile
Gly
480
Tyr
Leu

Ser

TyE

val
val
val
val
Lys
80

Val
Pro
Leu
Lys
Ala
160
Ala
Val
Phe
Asp
Lys

240
val



10

Gly Thr Gly
.Ser
275

Thr

Leu Ser

Ile Phe
290
Trp Val
305
Val

Asp

Asp Alz

Thr Phe Asn

Thr Val His

355

Gln Met val

370

Gly Gly Ile

385
Tyr

Ser Ser

Ala Ile Ser

Asn Pro Asp

435

Gly Asp Ala
450

Asp His
465

His

Tyr

Thr Asn

Gly Gly Thr
Ala
515

Phe

Leu Gly
Thr
530
Tyx

Thr

Leu
545
Ser

Gly

Ala val

<210> 179
<211> 566
<212> PRT
<213> Bacillus

<400> 179

Met Lys Lys
1
Thr Thr Phe

Leu Ser Thr
- 35
Ser Gly Asp
50

Phe Asp Tyr
65

Ser

Lys
260
Ser

Gly
Ser

Tyr Asp

Ala Asp

His Tyr
325
Arg Asn
340
Tyr Gly

Tyr Gly

Asp Val
Len
405
Val

Asp

Asp
420
Trp Glu

Leu Arg

Ser Lys
Gly
485
His Tyr
500
Ile Tyr

Ser Gln

Ala Asn

Ile
565

Gly

cereus

Lys Ser
Gly Gly
20
Lys Lys

Leu Thr

Leu Ash

val

Tyr

Ala

Asn
3l0
Tyr
Ser
Ser
Asp
Ile
380
Ile
Phe
Ile
Ser
Arg
470
Ile
Gly
Tyr
Ala
Ser

550
Asn

Leu
Thr
Tyr
Glu

Ala
70

Leu
Tyr
Lys
295
Val
Ala
Ile
Lys
Gly
375
Gly
Tyr
Gly
Gly
Met
455
Tyx
Ile
Val
Arg
Arg

535
Ala

Ala
Gly
Asn
Ala

Ala

ES 2529815713

Gly
Leu
280
Asn
Phe
Gly
Asn
Tyx
360
Asp
His
Gln
Thr
Giu
440
Ser
Thr
Asn
Thr
Ala
520
Ala

Glu

Leu
Ser
Glu
40

Thr

Lys

Asp
265
Gln
Arg
Asn
Lys
Asp
345
Asn
Gly
Giu
Asn
Leu
425
AsSp
Asp
Gly
Lys
val
505
Asn

Gly

Val

Vval
Ala
25

Thr
Gly

Gly

Thr Lys Ser

Asp Asn Thr

Thr Thr Leu

300

Ala Ala Tyr
315

Thr Tyr

330

Ala

Asp

Gly Ala

Asn Ala Phe

Thr Phe
3go
His

val

Thr
385
Ser

Leu

Glu
410
Val

Gly

Glu Phe

Ile Tyr Thr

Pro Thr Lys

460

Thr Ser Asp
475

Gln Ala

490

Thr

Tyr

Gly Ile

Thr Gln Tyr

Ala Gln
540
Val

Val

Ala
555

Asn

Leu Ala Thr

10

Phe Ala Asp

Val Gln Ser

Lys Lys Ala

Asp Tyr

75

Lys

167

Leu
Arg
285
Pro
Asp
Tyr
Pro
Trp
365
Thr
ala
Rla
Tyr
Pro
445
Tyr
Asn
Leu
Gly
Phe
528
Ala

Lys

Gly
Ser
Pro
45

Glu

Leu

Asn Thr
270
Gly Ala

Gly Thr
Ala Ala
Tyr Lys
335
Leu Lys
350
Aan Gly
Ser Leu
val Thr

Leu Asn
415

Asp Asn

430

Gly Lys

Gly Asp
Gly Gly
Leu Ala
495
Lys Asp
510~
Thr Gln
Ala Ala

Gln Ser

Ser Val

Gly Glu

Thr
Thr
Leu
Ala
320
Ala
Ser
Ser
Ser
Glu
400
Glu
Arg
Ala
Pro
Val
480
Asn
Lys
Ser
Asp
FPhe
560

val
Val
Ile
Val

Lys
80



Ser
Thr
Val
Lys
Leu
145
Gln
Asp
val
Ile
His
225
Gln
Gly
Leu
1le
Trp
305
Val
Thr
Thr
Gln
Gly
385
Asn
Ala
Asn
Gly
Asp
465
His
Gly

Leu

Thr

Leu
545
Ser

Ala
Asp
Trp
Val
130
Lys
Gln
Leu
Asn
Glu
210
val
Asp
Thr
Ser
Phe
230
Ala
Asp
Fhe
Val
Met
370
Gly
Ser
Ile
Pro
Asp
450
His
Thr
Gly

Gly

Thr

530
Tyr

Ala

Gln
Ser
Gly
115
Leu
Asn
Asp
Tyr
Leu
195
Ala
Thr
Ala
Gly
Gly
275
Thr
Asp
Ala
Asn
His
355
Val
Ile
Ser
Ser
Asp
435
Ala
Tyr
Asn
Thr
Ala

515
Phe

Gly

Val

<210> 180
<211> 538
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis

<400> 180

Asp
Thr
100
Ser
Ser
Lys
Leu
Val
180
Asn
Asp
Asn
Lys
Lys

260
Ser

His
Arg
340
Tyr
Tyr
Asp
Asn
Asp
420
Trp
Leu
Ser
Ser
His
500
Ile

Ser

Ala

Gly

Ser
val
Thr
Gly
Asn
Gly
165
Tyr
Phe
Ser
Asp
Ala
245
Gly

Ser

Asp

Tyr
325
Asn
Gly
Gly
Val
Leu
405
Ile
Glu
Arg
Lys
Gly
485
Tyr
Tyr
Gln

Asn

Val
565

Phe
val
Gln
Thr
Lys
150
Val
Gln
Leu
Gly
Asp
230
Val
Val
Tyr
Ala
Asn
310
Tyr
Ser
Ser
Asp
Ile
390
Ile
Phe
Ile
Ser
Arg
470
Ile
Gly
Tyr

Ala

Ser
550

Asn

Lys
Arg
Val
val
135
Ile
Thr
Asn
Asp
Lys
215
Lys
Val
Leu
Tyr

Lys
295

Val F

Ala
Ile
Asn
Gly
375
Gly
Tyr
Gly
Gly
Met
455
Tyr
Ile
Val

Arg

Arg

535
Ala

ES 2529815713

Val
Met
Ala
120
Ala
Glu
Pro
Gly
Pro
200
Val
Ser
Lys
Gly
Leu

280
Asn

Gly
Asn
Tyr
360
Asp
His
Gln
Thr
Glu
440
Ser
Thr
Asn
Thr
Ala

520
Ala

Glu

Lys
Gln
105
His
Pro
Gly
Lys
Glu
185
Ser
Leu

Pro

Pro

Lys
Asp
345
Asn
Gly
Glu
Asn
Leu
425
Asp
Asp
Gly
Lys
val
505
Asn

Gly

Val

Gln
Gln
Val
Asp
Ala
Tyr
170
Glu
Pro
Asn
Val
Val

250
Thr

Val
Leun
Glu
410
Val
Ile
Pro
Ser
Gln
490
Thr
Thr

Ala

Ala

Val
Val
Ser
Leu
Lys
155
Glu
Thr
Gly
Lys
Lys
235
Thr
Lys
Asn
Thr
Ala
315
Tyr
Giy
Ala
Thr
Thr
395
Ser
Glu
Tyr
Thr
Ser
475
Ala
Gly

Gln

Val

Ala
555

Lys
Tyx
Lys
Asp
140
Ala
Val
Thr
Asn
Fhe
220
Gln
Gly
Ser
Thr
Leu
300
Tyr
Asp
Ala
Fhe
Phe
380
His
Gly
Phe

Thr

Lys

460
Asp

Tyr
ile
Tyr

Gln

540
Val

168

Lys
Glu
Asp
125
Lys
Ile
Glu
Tyr
Tyr
205
Asn
Glu
Thr
Leu
Arg
285
Pro
Asp
Tyr
Pro
Trp
365
Thr
Ala
Ala
Tyr
Pro
445
TyX
Asn
Leu

Gly

Phe
525

Ala

Lys

Asp
Gly
110
Gly
Lys
Glu
Pro
Ala
190
Tyr
Thr
Ala

Asn

Leu
350
Asn
Ser
Val
Leu
Asp
430
Gly
Gly
Gly
Leu
Lys
510
Thr

Ala

Gln

Ala Val
Val Pre
Ser Leu
Glu Lys

Ile Ala
160

Lys Ala

175

Tyr Val

Tyr FPhe
Ile Asp

Pro Lys
240

Lys Val

255

Thr Thr

Ala Thr
Thr Leu

Ala
220
Lys Ala
335

Lys Serx

g
-
w

Gly Ser
Leu Ser

Thr Glu

400
Asn Glu
415
Asn Arg

Lys Ala
Asp Pro
Gly val
48¢
Ala Asn
495
Asp Lys
Gln Ser

Ala Asp

Ser Phe
560



Met Arg
Ala Ala
Glu Tyr
Pro Gln
50

Tyr Leu
65

Ser His

Thr Phe

Phe Glu

Ala Lys

Ala Gly
225
Thr Glu

Gly Ile
Leu Leu

Thr Ser
290

Gln Ala

305

Asp Gln

Trp Asn
Asp Gly
His Glu
370
Gln Gly
385
Ala Met
Pro Gly
Gln Gly
Tyr Gly
450
Leu Leu
465
Gly Arg
val Thr
Ala Ala

Glu Lys
530

<210> 181

Asn
Gln
Asp
35

Lys
Asp
Phe
Fhe
Gln
115

Lys

Glu

Thr
185
Asn
Thr
Gln
Asn
Ser
275
Val
val
Asn

Asn

Ser

355
Ile

Glu
Ala
Ile
Asn
435
Gly
Ala
Glu
Ala
Asn

515
ala

<211> 568
<212> PRT
<213> Bacillus cereus

Leu Thr Lys

Met
20

His
Pro
Lys
Arg
Lys
100
Ala
Val
Lys
Lys

Pro
fgi

.180

Ser
Gly

Gly

Asn

Thx
260
Gln

-Phe

Tyr
Gly
Ala
340
Lys
Thr
Pro
AsD
Ala
420
Pro
Val
Glu
Ala
Ser
500
Asp

Tyr

Val
Thr
Val
His
Val
85

Leu

val

Lys
Ile
Gly
245
Phe
Leu
Asn
Asp
Ala
325
Ala
Phe
His
Gly
Arg
405
Gly
Asp
His
Gly
Ser
485
Thr

Leu

Glu

Phe
Tyr
Gln
Gln
10

Ser

Thr

Ala

230
Arg

Asp
Ile
Glu
Tyr
310
Arg
Trp
Lys
Ala
Ala
39C
Asp
Asp
His
Ile
Gly
470
Glu
Asp
Tyr

Ala

Thi
Val
Gln
Asn
55

Thr
Lys
Glu
Met
Gln
135
I1le

Tyr

9

v

Glu
Ile
215
val
Phe
Ala
Gly
Pro
295
Tyr
Ile

Asn

Pro

Val
375
Leu
Asp
Ser
Tyr
Asn
455
val
Gln
Phe

Gly

Val
535

ES 2529815713

Ser
Thr
Thr
40

Thr
Gln
Thr
Val
Lys
120
Ile

His

Ser ¢

Tyr
Lys
Tyr
280
Ala
Ser
Thr
Gly

Leu

360
Thr

Asn
Trp
Leu
Ser
449
Ser
His
Ile
Ser
Glu

520
Gly

Leu
His
25

Pro
Thr
Phe
Ile
Tyr

105
Glu

Leu
Asn
265
Thr
Ala
Lys
Ser
Val

345
Ser

Gln
Glu
Glu
Arg
425
Asn
Ser
His
Tyr
Met
505
Gly

Ile

Leu
10

Ala
Ser
Gln
Lys
Lys
90

Lys
Asn
Asp
Ala

Gly
170

har
aSP

Tyr
Fhe
Asp
Ala
250
Leu
Gly
Val
Thr
Thr
330
Gln
Gly
Tyr
Ser
Iie
410
Ser
Arg
Ile
Gly
Tyr
490
Met

Ser

Leu

Leu
Ser
Tyr
Lys
Len
75

Asp
Gly
Lys
Val
Arg

155
Glu

Trp
Asn
Glu
235
Asp
Asn
Lys
Asp
Phe
315
Val
Met

Ser

Ser
Tle
385
Gly
Leu
Tyr
His
Val
475
Arg
Lys

Lys

Ala
Ala
Tle
Glu
60

Lys
Pro
Ile
Gln
Ser
140
Arg

Pro

Glu
Glu
Ala
300
Gly
His
Val

Leu

Ala
380
Ser
Glu
Glu
Thr
Asn
460
Gln
Ala
Gln

Gln

169

Gly
Glu
Ile
45

Ser
Gly
Lys
Pro
val
125
Val

Glu

Thz
Thr
Ile
285
His
Arg
Val
Tyr

Asp

365
Gly

Asp
Asp
AsDp
Gly
445
Lys
val
Leu

hla

Ser
525

Leu
Glu
Glu
Leu
Asn
Thr
Ile
110
Lys
Thr
Leu
Gly

T,an
el

190
Phe

His
Fhe
Arg
Leu
270
Val

Ala

ASp

.Gly

Gly
350
Ile

Leu
Ile
val
Pro
430
Thr
Ala
Glu
Thr
Ala

510
Ala

Cys
15

Ser
Lys
Phe
Ala
Lys
95

Tyr
Ser
Pro
Glu
Glu
175

val

Vaa

Ile
Glu
Asp
Gly
255
Phe
Ser
Asn
Ser
Lys
335
Asp

Val

Leu
Met
Tyr
415
Ser
Glu
Ala
Gly
Tyr
495
Ile

Ser

Thr
Ile
Ser
Ser
Asn
80

Gln
Gly
Phe

Ser

Ala

Ala
val
240
Lys
Thr
Gly
Ala
Phe
320
Glin
Gly

Lla

Tyr
Gly
400
Thx
Lys
Asp
Tyr
Ile
480
Tyr
Glu

val



<400> 181

Met
1

Met
Asp
Thr
Lys
65

Ser
Thr
Gly
Val
Gln
145
Ile
Val
Ile

Ile

Gly
225
Ser
Met
Leu
Tyr
Asp
305
Ser
Tyr
Val
Trp
Ile
385
Thr
Asn
Asn
Phe
Asp
465
Gly
Ile
Glu
hsn
Ala

545
Gln

Lys
Leu
Leu
Val
50

Gly
Lys
Thr
Tyr
Ser
130
Pro
Tyr
val

Thr

Asp

210
Ile
Gln
Asn
Ala
Lys
290
Leu
Ala
Ser
His
Phe
370
val
Arg
Glu
Asn
Arg
450
Tyr
Gly
Ala
Asp
Met
530
Thr

Ala

Asn
Ser
Lys
35

Pro
Lys
Val
Leu
Gin
115
Gly
Tle
Gly
Tyr
Phe

195
Ala

Gln
Asp
Arg
Asp
275
Asp
Val
His
Arg
Gly
355
Asn
Arg
Asn
Ala
Gly
435
Asp
Arg
val
Ser
Lys
515
Thr

Asn

Phe

Lys
val
Val
Ser
Thr
Asn
val
100
Leu
Asp
Thr
Asp
Val
180

Ser

Phe

Val
Pro
Thr
260
Tyr
Ty
Thr
Tyr
Asn
340
Trp
Ala
Ala
Glu
Ile
420
Lys
Met
His
His
Gly
500
Met
Ser

Leu

Lys

Lys Asn
5

Ile Met
Glu Thr

Gln Lys
r

Glu Gln

70
Tyr Asn
85
Arg Leu

Thr RAla
Ser Ala

Leu Ser
150

Asn Leu

165

Asp Glu

Ala Ser

val Gly

Asp Ser
230

Ser Lys

245

Phe Gly

Ser Arg
Asn Asnh

Ser Asn
210

Leu Ala

325

Ser Phe

Asn Thr
Phe Ser
Phe Asp
390
Ser Gly
405
Ser Asp
Phe Asn
Lys Asn
Tyr Asn

470
Thr Asn

485

Gly Asn
Phe Asp
Asp Phe
Tyr Gly

550

Ala Ala
565

Phe
Pro
Lys
Ser
55
Ala
Val
Gln
His
Gln
135
Glu
Thr
Asn

Thr

Asp

215
Ser

Leu
Ile
Gly
Tyr
295
Ser
Thr
Asp
Asn
Asn
375
val
Leu
Ile
Trp
Pro
455
Asn
Ser
His
Ile
Lys
535
Lys

Tyr

ES 2529815713

Val
Tyr
Glu
40

Ala
Leu
Thr
Gln
Ile
120
Asp
Glu
Phe
Thr
Pro

200
Leu

Ile
Thr
Ser
Lys
2B0O
Arg
Thr
Lys
Asn

Gly

360

Gly
Ala
Glu
Leu
Thr
440
Ser

Leu

Ser

Asn’

Phe
520
Glu
Asp

Ile

Lys
Gly
25

Asp
Glu
Ser
Gln
Thr
105
Asn
Leu
Asp
Val
Asn
185
Glu

Leu
Val
Gly
Gln
265
Gly
Arg
Asn
val
Asn
345
Thr
Ala
Gly
Tyr
Gly
425
Met
Ser
Pro
Ile
Gly
505
Tyr

Leu

Ser

Ile
10
Asp
Thr
Asn
Ser
Ser
20
Tyr
Asp
Gin
Ala
Glu
170
Lys
Tyr
Lys
Gln
Thr
250
Arg
Ile
Asn
Phe
Tyr
330
Gly
Asn
Met
His
Ala
410
Val
Gly
Ile
Ile
Ile
490

Val

Tyr

‘Lys

Ser

Gly
Ala
Phe
Val
Lys
75

Arg
Glu
Asp
Gln
Lys
155
Glu
Ala
Val

Glu

Ser
235
Gly
Ser
Glu
Ile
Thr
315
Asp
Gln
Lys
Leu
Glu
395
Gly
Ala
Glu
Ser
Asp
475
Asn
Asn
Ala

Glu

Glu
585

Leu
Tyr
Arg
Ala
60

Gln
Lys
Gly
Gly
Gln
140
Lys
Pro
Thr

Ser

Leu

220
Ala

Lys
Asp
Thr
Trp
300
Asp
Phe
Lys
Gly
val
380
Phe
Glu
Val
Gln
Ser
460
Ala
Lys
Val
Asn
Ala

540
Val

170

Thr
Ala
Thr
a5

Lys
Val
Ser
Arg
val
125
Glu
Gln
Glu

Ser

Gly-

205
Val

Thr
Asp
Gly
Tyr
285
Gly
Pre
Tyr
val
Asn
365
Tyr
Thr
Ala
Glu
Ser
445
Arg

Ala

val'

Gln
Thr
525
Cys

Gln

Thr
Ala
Gly
Asp
Asn
Tyr
Asp
110
Leu
Asp
Leu
Ile
Ala
130
Thr

Gln

Ser
Asp
Thr
270
Thr
Tyr
Lys
Gln
Ile
350
Pro
Gly
His
Gly
Lys
430
Gly
Ty
His
Ala
Gly
210
Asp

Ile

Ala

Gly
15
Thr
Asn
Ala
Thr
Asp
Val
Thr
Leu
Phe
Lys
175
Tyr
Val
Lys
Asn
Leu
255
Tyr
Ala
Leu
Ala
Glu
335
Ser
Lys
Asp
Ala
Ala
415
Tyr
Arg
Pro
AsSp
Tyr
495
ile
Glu

Arg

Val

val
Glu
Leu
Leu
Glu
80

Gly
Tyr
Ser
Lys
Lys
160
Gin
Gln

Leu

Leu

Lys
240
Gly
Thr
Asn
Asp
Val
320
Lys
val
Gln
Pro
Val
400
Ile
Ala
Ile
Glu
His
480
Leu
Gly
Leu

Val

Gln
560
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15

<210> 182
<211> 316
<212> PRT

<213> Bacillus thermoproteolyticus

<400> 182

ES 2529815713

Ile Thr Gly Thr Ser Thr Val Gly Val Gly Arg Gly Val Leu Gly Asp

1

5

10

15

Gln Lys Asn Ile Asn Thr Thr Tyr Ser Thr Tyr Tyr Tyr Leu Gln Asp

20

25

30

Asn Thr Arg Gly Asn Gly Ile Phe Thr Tyr Asp Ala Lys Tyr Arg Thr

Thr
Ser
" 65
Tyr
Asn
‘Ala
Thr
Thr
145
Ser
Lys
Tyr
Ala
Gln
225
Ala
Gly
Gln

Val

Ser
305

<210> 183
<211> 316

Leu
50

Tyr
Asp
Ala
Phe
Phe
130
His
Gly
rhe
Thr
Lys
210
Asp
Tyr
Ile
Tyr
Gln

290
Val

35
Pro

Asp
Tyr
Ala
Trp
115
Ile
RAla
Ala
Tyr
Pro
195
Tyr
Asn
Leu
Gly
Leu
275

Ser

Lys

<212> PRT
<213> Bacillus stearothermophilis

<400> 183

Gly Ser Leu

Ala
Tyr
Ile
100
Asn
Pro
Val
Ile
Ala
180
Gly
Gly
Gly
Ile
Arg
260
Thr

Ala

Gln

Pro
Lys
85

Arg
Gly
Leu
Thr
Asn
165
Asn
Ile
Asp
Gly
Ser
245
Asp
Pro

Thr

Ala

Ala
70

Asn
Ser
Ser
Ser
Asp
150
Glu
Lys
Ser
Pro
Val
230
Gln
Lys
Thr
Asp

Phe
310

Trp
55

Val
Val
Ser
Gln
Gly
135
Tyr
Ala
Asn
Gly
Asp
215
His
Gly
Leun
Ser
Leu

295
Asp

40

Ala Asp Ala

Asp
His
Val
Met
120
Gly
Thr
Ile
Pro
Asp
200
His
Ile
Gly
Gly
Asn
280
Tyr

Ala

Ala
Asn
His
105
Val
Ile
Ala
Ser
Asp
185
Ser
Tyr
Asn
Thr
Lys
265
Phe

Gly

Val

His
Arg
90

Tyr
Tyr
Asp
Gly
Asp
170
Trp
Leu
Ser
Ser
His
250
Ile
Ser

Ser

Gly

Asp
Tyr
75

Leu
Ser
Gly
val
Leu
155
Ile
Glu
Arg
Lys
Gly
235
Tyr
Phe
Gln

Thr

Val
315

171

Asn
60

Tyr
Ser
Gln
Asp
Val
140
Ile
Phe
Ile

Ser

Arg

220

Ile
Gly
Tyr
Leu
Ser

300
Lys

45
Gln

Ala
Tyr
Gly
Gly
125
Ala
Tyr
Gly
Gly
Met
205
Tyr
Ile
Val
Arg
Arg

285
Gln

Phe
Gly
Asp
Tyr
110
Asp
His
Gln
Thr
Glu
190
Ser
Thr
Asn
Ser
Ala
270

Ala

Glu

Fhe
Val
Gly
95

Asn
Gly
Glu
Asn
Leu
175
Asp
Asp
Gly
Lys
Val
255
Leu
}ila

Val

Ala
Thr
80

Asn
Asn
Gln
Leu
Glu
160
val
val
Pro
Thr
Ala
240
val
Thr

Ala

Ala



Ile Thr
Gln Lys
Asn Thr
Thr Leu
50

Ser Tyr
65

Tyr Asp

Asn Ala

Ala Phe

Gly Thr

Asn Ile

5

20

Arg Gly

35

Pro Gly
Asp Ala
Tyr Tyr

Ala Ile

Ser
Asn
Asn
Ser
Pro

Lys

Thr
Thr
Gly
Leu

Ala

val
Thr
Ile

Trp

Gly
Tyr

Phe

ES 2529815713

val

Ser

Gly

10

25

40

55

70

85

100

Trp Asn

115

Thr Phe Ile
' 130
Thr His Ala

145

Ser Gly Ala

Glu Phe Tyr

Tyr Thr Pro

195

Ala Lys Tyr
210
Gln Asp Asn

225

Ala Tyf Leu

Gly Ile Gly

Gln Tyr Leu

275

Val Gln Ser
230
Ser Val Lys

305

<210> 184
<211> 319
<212> PRT

<213> Bacillus caldoyticus

<400> 184

Pro

Val

Ile

Ala
180
Gly
Gly
Gly
Ile
Arg
260
Thr
Ala

Gln

Arg

Gly

Leu

Thr,

Asn
165
Asn
Ile
Asp
Gly
Ser
245
Asp
Pro

Thr

Ala

Asn

Ser

Ser
Asp
150
Glu
Lys
Ser
Pro
Val
230
Gln
Lys
Thr

Asp

Phe
310

Val
val

Ser

Ser Gln Met

Gly
135
Tyr
Ala
Asn
Gly
Asp
215
His
Gly
Leu
Ser
Leu

295
AsSp

Ala
Asp
His

Val

Thr
Asp
Ala
Asn

His

Thr

TyYr

Ala

His

Arg

Arg
Tyr
Asp
Asp

Tyr

Gly
Tyr
Ala

Asn

Val Leu Gly Asp

15

Tyr Leu Gln Asp

30

Lys Tyr Arg Thr

45

60

75

90

105

120

val

Tyr

Leu

Ser

Tyr Gly Asp

Gly Ile Asp Val

Thr
Ile
Pro
Asp
200
His
Ile
Gly
Gly
Asn
280

Tyr

Ala

Ala
Ser
Asp
185
Ser
Tyr
Asn
Thr
Lys
265
Phe
Gly

val

Gly
Asp
170
Trp
Leu
Ser
Ser
His
250
Ile
Ser

Ser

Gly

Leu
155
Ile
Glu
Arg
Lys
Gly
235
Tyr
FPhe
Gln

Thr

Val
315

172

Tyr
Ser

Gln

Val
140
Ile
FPhe
Ile
Ser
Arg
220
Ile
Gly
Tyr
Leu
Ser

300
Lys

Gln Phe Phe Ala

Ala Gly Val Thr

80

Tyr Asp Gly Asn

95

Gly Tyr Asn Asn

110

Gly Asp Gly Gln

125
Ala His Glu Leu

Tyr Gln Asn Glu
160

Gly Thr Leu Val

175
Gly Glu Asp Val
190

Met Ser Asp Pro

205

Tyr Thr Gly Thr

Ile Asn Lys Ala
240

Val Ser Val val

255
Arg Ala Leu Thr
270

Arg Ala Ala Ala

285

Gln Glu Val Ala



10

Val
Gln
Leu
Asn
Phe
Gly
Asp
Tyr
Asp
His
145
Gln

Thr

Glu

Ser
Thr
225
Asn
Ser
Ala

Ala

Glu
305

Ala
Lys
Gln
Arg
50

Phe
Val
Gly
Asn
Gly
130
Glu
Asn

Leu

Asp

Asp
210
Gly
Lys
Val
Len
Ala

290
Val

Gly
Tyr
Asp
35

Thr
Ala
Val
Ser
Asn
i15
Gln
Leu
Glu
Val

Ile

195
Pro

Thr
Ala
Thr
Val
275
Cys

Asn

<210> 185
<211> 317
<212> PRT
<213> Bacillus cereus

<400> 185

Thr
Ile
20

Asn
Val
Ser
Tyr
Asn
100
Ala
Thr
Thr
Ser
Glu

180
Tyr

Ala
Gln
Ala
Gly
260
Tyr

Val

Ser

Ser
Asn
Thr
Leu
Tyr
Asp
Ala
Phe
Phe
His
Gly
165

Phe

Thr

Lys
Asp
Tyr
245
Ile
Ty
Gln

Val

Thr
Thr
Arg
Pro
Asp
70

Tyr
Ala
Trp
Leu
Ala
150
Ala
Tyr

Pro

Tyr

Asn
230

Leu-

Gly
Leu
Ala

Lys
310

Val
Thr
Gly
Gly
S5

Ala
Tyr
Ile
Asn
Pro
135
val
Ile

Ala

Gly

Gly
218
Gly
Leu
Arg
Thr
Ala

295
Gln

ES 2529815713

Gly
Tyr
Ser
40

Ser
Ala
Lys
Arg
Gly
120
Phe
Thr
Asn

Asn

Val

200
Asp

Gly
Ser
Asp
Pro
280
Ala

Ala

val
Ser
25

Gly
Leu
Ala
Asn
Ser
105
Ser
Ser
Asp
Glu
Arg

185
Ala

Pro
Val
Gln
Lys
265
Thr

Asp

Phe

Gly
10

Ser
Ile
Trp
val
Val
Thr
Gln
Gly
Tyr
Ala
170

Asn

Gly

Asp
His
Gly
250
Met
Ser

Leu

Asn

Arg Gly
Tyr Tyr
Phe Thr
Ala Asp
Asp Ala
His Gly
Val His
Met Val
Gly Ile
140
Thr Ala
155
Met Ser

Pro Asp

Asp Ala

His Tyr
220
Thr Asn
235
Gly Val

Gly Lys
Asn Phe
Tyr Gly

300

Ala Val
315

173

Val
Gly
Tyr
45

Gly
His
Arg
Tvr
Tyr
125
Asp
Gly
Asp

Trp

Leu

205
Ser

Ser
Ris
Ile
Ser
285

Ser

Gly

Leu
Tyr
30

Asp
Asp
Tyr
Leu
Gly
110
Gly
Val
Leu
Ile
Glu

190
Arg

Lys
Gly
Tyxr
Phe
270
Gln

Thr

val

Gly
15

Tyr
Gly
Asn
Tyr
Ser
Arg
Asp
Val
Val
Phe
175

Ile

Ser

Arg
1le
Gly
255
Tyr
Leu

Ser

Tyr

Asp
Tyr
Arg
Gln
Ala
80

Tyr
Gly
Gly
Gly
Tyr
160
Gly
Gly

Met

Tyr
Ile
240
Val
Arg
Arg

Gln
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Val
Thr
Asp
Ser
Ala
65

Thr
Ala
Asn
val
Leu
145
Glu
Val
Ile
Pro
Ser
225
Gln

Thr

Thr

Ala

Ala
305

Thr
Lys
Asn
Thr
50

Ala
Tyr
Gly
Ala
Thr
130
Thr
Ser
Glu
Tyr
Thr
210
Ser
Ala
Gly

Gln

Val
290
Rla

Gly
Ser
Thr
35

Leu
Tyr
Asp
Ala
Fhe
115
Fhe
His
Gly
Fhe
Thr
195
Lys
Asp
Tyr
Ile

Tyr

275
Gln

Val

<210> 186
<211> 304
<212> PRT
<213> Bacillus brevis

<400> 186

Thr
Leu
20

Arg
Pro
Asp
Tyr
Pro
100
Trp
Thr
Ala
Ala
Tyr
180
Pro
Tyr
Asn
Leu
Gly

260
Phe

Ala

Lys

Asn
Asn
Gly
Gly
Ala
Tyr
85

Leu
Asn
Ser
val
Leu
165
Asp
Gly
Gly
Gly
Leu
245

Lys

Thr

Ala

Gln

Lys
Thr
Ala
Thr
Ala
Lys
Lys
Gly
Leu
Thr
15¢Q
Asn
Asn
Lys
Asp
Gly
230
Ala

Asp

Gln

Ala

Ser
310

Val
Thr
Thr
Leu
55

Ala
Ala
Ser
Ser
Ser
135
Glu
Glu
Arqg
Ala
Pro
215
Val
Asn

Lys

Ser

Asp
295
Phe

ES 2529815713

Gly
Leu
Ile
40

Trp
val
Thr
Thr
Gln
120
Gly
Asn
Ala
Asn
Gly
200
Asp
His
Gly

Leu

Thr

280
Leu

Ser

Thr
Ser
25

Phe
Ala
Asp
Phe
Val
105
Met
Gly
Ser
Ile
Fro
185
Asp
His
Thr
Gly
Gly

265
Thr

Tyr

Ala

Gly
10

Gly
Thr
Asp
Ala
Asn
His
Val
Ile
Ser
Ser
170
Asp
Ala
Tyr
Asn
Thr
250

Ala

Fhe

Gly

Val

Lys Gly
Ser Ser
Tyr Asp
Ala Asp
His Tyr
75
Arg Asn
Tyr Gly
Tyr Gly
Asp Val
140
Asn Leu
155
Asp Ile
Trp Glu
Leu Arg
Ser Lys
220
Ser Gly
235
His Tyr
Ile Tyr

Ser Gln

Ala Asn

300
Gly Vval
315

174

Val
Tyr
Ala
45

Asn
Tyr
sSer
Ser
Asp
125
Ile
Ile
Phe
Ile
Ser
205
Arg
Ile
Gly
Tyr

Ala

285
Ser

Asn

Leu
Tyr
30

Lys
Val
Ala
Ile
Asn
110
Gly
Gly
Tvyr
Gly
Gly
120
Met
Tyr
Ile
Val
Arg

270
Arg

Ala

Gly
15
Leu

Asn

_Phe

Gly

Asn
Tyr
Asp
His
Gin
Thr
175
Glu
Ser
Thr
Asn
Thr
255
Ala

Ala

Glu

Asp
Gln
Arg
Asn
Lys
80

Asp
Asn
Gly
Glu
Asn
160
Leu
Asp
Asp
Gly
Lys
240
Val

Asn

Gly

val



Val Thr
1
Thr Thr

Lys Gly
Thy Leu
Asp Ala
65
His Asn
Val His
Met val
Gly Leu
130
Thr Ala
145
Met Ser
Gly Glu
Leu Gln
Tyr Thr
210
Asn Asn
225
Val Arg
His Ala

Arg Arg

Arg Gln
290

Ala
Lys
Ile
Met
His
Arg
Tyr
Tyr
115

Asp

Gly

Asp’

Asp
Asp
195
Gly
Lys
Val
Leu
Ala

275
Val

<210> 187
<211> 302
<212> PRT

<213> Bacillus polymyxa

<400> 187

Thr
Gln
20

Glu
Thr
4la
Asn
Ser
100
Gly
Val
Leu
Ile
Ile
180
Pro
Ser
&la
Asn
Thr
260

Ala

Gln

Gly
Gly
Thr
Asp
His
Ser
Thr
Asp
val
Val
Phe
165
Tyr
Ala
Gln
Ala
Gly
245
His
Val

Ala

Lys
Ser
Tyr
Ser
Ala
70

Tyr
Arg
Gly
Ala
Tyr
150
Gly
Thr
Ala
Asp
Tyr
230
Ile
Tyr
Leu

Val

Gly
Thr
Thr
Asp
55

Gln
Asp
Tyr
Asp
His
135
Gln
Ala
Pro
Tyr
Asn
215
Leu
Gly
Leu

Ser

Asn
295

ES 2529815713

Val
Tyr
Ala
40

Asn
Lys
Gly
Asn
Gly
120
Glu
Asn
Met
Gly
Gly
200
Gly
Leu
Arg
Thr
Ala

280
Ala

Leu
Met
25

Asn
Tyr
Thr
Asn
Asn
105
Thr
Leu
Glu
val
Arg
185
Asp
Gly
Ala
Thr
Pro
265
Thr

Ala

Gly
10

Len
Asn
Trp
Tyr
Gly
Ala
Thr
Thr
Ser
Asp
170
Ser
Pro
Val
Glu
Asp
250
Tyr

Asp

Tyx

Asp Thr
Lys Asp
Arg Thr
Thr Asp
60
Asp Tyr
Ala Val
Phe Trp
Phe Leu
His Ala
140
Gly Ala
155
Asn Asp
Gly Asp
Asr His
His Thr
220
Gly Gly-
235
Thr ala
Ser Asn

Leu Phe

Asp Ala
300

175

Lys
Thr
Ser
45

Gly
Fhe
Ile
Asn
Pro
125
val
Leu
Asp
Ala
Tyx
205
Asn
Thr
Lys
Phe
Gly

285
val

Gln
Thr
30

Leu
Ala
Arg
Arg
Gly
110
Leu
Thr
Asn
Trp
Leu
120
Ser
Ser
His
Ile
Ser
270
Ala

Gly

Phe
Arg
Pro
Ala
Asn
Ser
Ser
Ser
Glu
Glu
Leu
175
Arg
Lys
Gly
Tyxr
Tyr
255
Ala

Asn

val

Glu
Gly
Gly
Val
val
Thr
Gln
Gly
Arg
Ser
160
Met
Ser
Arg
Ile
Gly
240
Tyr
Met

Ser

Lys



10

Ala
Ala
Ile
Leu
His
65

Arg
Tyr
Tyr
Asp
Thr
145
Phe
Gly
Met
Tyr
Ile
225
Val
Ser

Arg

Ala

Thr
Ser
val
Thr
50

Ala
Asn
Gly
Gly
Pro
130
Ser
Ser
Asp
Ser
Lys
210
Asn
Thr
Ala

Ala

Glu
290

Gly
Gly
Thr
35

Asp
Tyr
Ser
Ser
Asp
115
Asp
Asn
Asp
Asp
Asn
185
Gly
Lys
Val
Phe
Ala

275
Ala

<210> 188
<211> 300
<212> PRT

<213> Bacillus

<400> 188

Ala
1
Leu

Lys
Ser
Ser

&5
Val

Ala
Asn
Pro
Arg
50

Ser

Tyt

Ala
Ile
Thr
35

Leu

Ser

Asp

Lys
Ser
20

Tyr
Ala
Ala
Ile
Arg
100
Gly
val
Leu
Val
Ile
180
Pro
Ser
Ala
Asn
Thr
260

val

Thr

Gly
Ser
Thr
Asp
Ala
Asp
85

Tyr
Asp
Val
Glu
Ile
165
Tyr
Thr
Ser
Tyr
Gly
245
Asnh

Ile

Ala

pumilus

Thr
Ser
29

Gly
Pro

Gln

Tyr

Gly
Tyr
Thr
Gly
Arg

Phe
85

Val
Tyr
Ala
Asn

Lys
70

Gly.

Asn
Gly
Gly
Tyr
150
Gly
Thr
Leu
Asp
Tyr
230
Ile
Tyr
Gln

Ala

Ser
Glu
Gln
Thr
Ala

70
Tyr

Leu
Gln
Ser
Val
Thr
Arg
Asn
Asp
His
135
Tyr
Asn
Pro
Tyr
Asn
215
Leu
Gly
Leu

Ala

Ala
295

Gly
Gly
Ile
Leu
Ala

Ser

ES 2529815713

Gly
Leu
Asn
10

Trp
Tyr
Gly
Ala
Gly
120
Glu
Gly
Asp
Asn
Asp
200
Gly
Leu
Arg
Thr
Ala

280
Lys

Thr
Gly
Ile
Val
val

Asn

Asp
Lys
25

Arg
Asn
Asp
Leu
Phe
105
Ser
Leu
Glu
Ile
Ile
185
Gln
Gly
Ala
Asp
Ser
265
Lys

Ser

Thr
Lys
25

Thr
Ser

Asp

Phe

Ser
10

Asp
Gln
Asp
Tyr
Gln
90

Trp
Thr
Thr
Ser
Gln
170
Cys
Pro
val
Gln
Ala
250
Ser

Asp

Phe

Leu
10

Tyr
Ty
Ser

Ala

Lys
90

Lys
Thr
Ser
Prc
Tyrx
75

Leu
Asn
Phe
His
Gly
155
Arg
Gly
His
His
Gly
235
Ala
Ser

Leu

Asp

Lys
Val
Asp
Thr
His

75
Arg

Ser
Thr
Ile
Ala
60

Lys
Arg
Gly
Ile
Gly
140
Ala
Lys
Asp
His
Thr
22¢
Gly
Val
Asp
Tyr

Ala
300

Gly
Leu
Leu
Thr
60

Tyr

Asn

176

Phe
Arg
Pro
45

Gly
Ser
Ser
Ser
Ala
125
Val
Leu
Asn
Ala
Tyr
205
Asn
Thr
Gln
Phe
Gly

285
Val

Ala
Arg
Gln
45

Lys

Asn

Ser

Thr
Gly
Gly
Val
Lys
Thr
Gln
110
Phe
Thr
Asn
Tzp
Leu
190
Ser
Ser
Phe
Ile
Ser
270

Ala

Gly

Thr
Asp
Asn
Thr
Leu

Tyr

Thr
15

Asn
Thr
Asp
Phe
Val
95

Met
Ser
Glu
Glu
Leu
175
Arg
Asn
Gly
His
Tyr
255

Asn

Asn

Val
Leu
Arg
Phe
Gly

Asp

Thr
Gly
Leu
Ala
Gly
80

His
Thr
Gly
Tyr
Ala
160
Val
Ser
Leu
Ile
Gly
240
Tyr
Ala

Ser

Pro
Ser
Gln
Thr
Lys

80
Asn
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Lys
Asn
Ser
Met
145
Gln
Asn
Pro
Asn
Gly
225
Thr
Ala
Ala

Ala

Gly
Ala
Phe
130
Thr
Pro
Asp
Ala
Tyr
210
Gly
Ile
Leu

Ala

Lys
290

Ser
Ala
115
Phe
His
Gly
Thr
Leu
185
Ala
Val
Thr
Thr
Leu

27%
val

<210> 189
<211> 300
<212> PRT

<213> Bacillus

<400> 189

Ala
1
Leu
Lys
Ser
. Ser
Val
Lys
Asn
Ser
Met
145
Gln
Asn
Pro
Asn
Gly
225
Thr
Ala
Ala

Ala

Ala
Asn
Pro
Arg
50

Ser
Tyr
Gly
Ala
Phe
130
Thr
Pro
Asp
Ala
Tyr
210
Gly
Ile
Leu

Ala

Lys
290

Ala
Ile
Thr
35

Leu
Ser
Asp

Ser

aAla
115

Phe

His
Gly
Thr
Leu
195
Ala
val
Thr

Thr

Leu
275

val

Lys
100
Trp
Ser
Gly
Ala
Glu
180
Arg
Asn
His
Lys
Thr
260
Ile

Glu

Ile
Thr
Prao
Val
Leu
165
Asp
Ser
Tyr
Thr
Leu
245
Tyr

Gln

Ala

val
Gly
Leu
Thr
150
Asn
Trp
Leu
Arg
Asn
230
Gly
Leu

Sex

Ala

subtilis var.

Thr
Ser
20

Gly
Pro
Gln
Tyr
Lys
100
Trp
Ser
Gly
Ala

Glu
i80

Arg
Asn
His
Lys
Thr
260

Ile

Glu

Gly
Tyt
Thr
Gly
Arg
Phe
Ile
Thr
Pro
Val
Leu
165
Asp
Ser
Tyr
Thr
Leu
245
Tyr
Gln

Ala

Ser
Glu
Gln
Thr
Ala
70

Tyr
val
Gly
Leu
Thr
150
Asn
Trp
Leu
Arg
Asn
230
Gly
Leu

Ser

Ala

Ser
Asp
Ser
135
Gln
Glu
Asp
Ser
Asn
215
Ser
Val
Thr

Ala

Trp
295

Gly
Gly
Iie
Leu
55

Ala
Ser
Ser
Asp
Ser
135
Gln
Glu
Asp
Ser
Asn
215
Ser
Val
Thr

Ala

Trp
295

ES 2529815713

Ser
Gln
120
Gly
Glu
Ser
Ile
Asn
200
Leu
Gly
Ser
Pro
Arg

280
Asn

Thr
Gly
Ile
40

Val
val
Asn
Ser
Gln
120
Gly
Glu
Ser
Ile
Asn
200
Leu
Gly
Ser
Pro
Arg

280
Asn

Val
105
Met
Ser
Thr
Phe
Gly
185
Pro
Pro
Ile
Lys
Ser
265
Asp

Ala

Thr
Lys
25

Thr
Ser
Asp
Phe
val
105
Met
Ser
Thr
Phe
Gly
185
Pro
Pro
Ile
Lys
Ser
265
Aszp

Ala

His
Ile
Leu
Ala
Ser
170
Glu

Thr

Asn

Pro
Ser
250
Ser

Leu

val

Leu
10

Tyr
Tyr
Ser
Ala
Lys
90

His
Ile
Leu
Ala
Ser
170
Glu
Thr
Asn
Pro
Ser
250
Ser

Leu

val

Tyr
Tyr
Asp
Asn
155
Asp
Asp
Lys
Thr
Asn
235
Gln
Thr
Tyr

Gly

Lys
Val
Asp
Thr
His
75

Arg
Tyr
Tyr
Asp
Asn
155
Asp
Asp
Lys
Thr
Asn
235
Gln
Thr
TYE

Gly

Gly
Gly
Val
14Q
Leu
Val
Ile
Tyxr
Asp
220
Lys
Gln
Phe

Gly

Leu
300

Gly
Leu
Leu
Thr
60

Tyr
Asn
Gly
Gly
val
140
Leu
Val
Ile
Tyr

Asp

220

Lys
Gln
Phe
Gly

Leu
3bo

177

Thr
Asp
125
Thr
Ile
Phe
Thr
Asn
205
Glu
Ala
Ile
Lys

Ser
285

Ala
Arg
Gln
45
Lys
Asn
Ser
Thr
Asp
125
Thr
Ile
Phe
Thr
Asn
208
Glu
Ala
Ile

Lys

Ser
285

Gln
110
Gly
Ala
Tyr
Gly
Val
190
Gln
Gly
Ala
Tyr
Asp

270
Thr

Thr
Asp
Asn
Thr
Leu
Tyr
Gln
110
Gly
Ala
Tyr
Gly
val
190
Gln
Gly
Ala
Tyr
Asp

270
Thr

Tyr
Asp
His
Glu
Tyr
175
Ser
Pro
Asp
Tyx
Tyr
255
Ala

Asp

val
15

Leu
Arg
Phe
Gly
Asp
95

Tyr
Asp
His
Glu
Tyr
175
Ser
Pro
Asp
Tyr
Tyr
255
Ala

Asp

Asn
Gly
Glu
Asn
la0
Phe
Gln
Asp
Tyr
Asn
240
Axg
Lys

Ala

Pro
Ser
Gln
Thr
Lys
80

Asn
Asn
Gly
Glu
Asn
160
Phe
Gln
Asp
Tyxr
Asn
240
ATrg
Lys

Ala
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15

<210> 190
<211> 230

<212> PRT
<213> Bacillus subtilis

<400> 190

Ala
1
Ser
Ser
Asp
Ser
65
Gln
Glu
Asp
Ser
Asn
145
Ser
Val
Thr

Ala

Trp
225

<210> 191

val
Asn
Ser
Gln
50

Gly
Glu
Ser
Ile
Asn
130
Leu
Gly
Ser
Pro
Arg

210
Asn

Asp
Phe
val
35

Met
Ser
Thr
Phe
Gly
115
Pro
Pro
Ile
Lys
Ser
195
Asp

Ala

<211> 300
<212> PRT
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 191

Ala
Lys
20

His
Ile
Leu
Ala
Ser
100
Glu
Thr
Asn
Pro
Ser
180
Ser

Leu

Val

His
Arg
Tyr
Tyr
Asp
Asn
85

Asp
Asp
Lys
Thr
Asn
165
Gln
Thr
Tyr

Gly

Tyr
Asn
Gly
Gly
Vval
70

Leu
val
Ile
Tyr
Asp
150
Lys
Gln
Phe
Gly

Leu
230

Asn
Ser
Thr

Asp

Thr

Ile
Phe
Thr
Asn
135
Glu
Ala
Ile
Lys

Ser
215

ES 2529815713

Leu
Tyr
Gln
40

Gly
Ala
Tyr
Gly
Val
120
Gln
Gly
Ala
Tyr
Asp

200
Thr

Gly
Asp
25

Tyr
Asp
His
Glu
Tyr
105
Ser
Pro
Asp
Tyr
Tyr
185
Ala

Asp

Lys
10

Asn
Asn
Gly
Glu
Asn
Phe
Gln
Asp
Tyr
Asn
170
Arg

Lys

Ala

Val Tyr
Lys Gly
Asn Ala
Ser Phe
Met Thr
Gln Pro
Asn Asp
Pro Ala
Asn Tyr
140
Gly Gly
155
Thr Ile
Ala Leu

Ala Ala

Ala Lys
220

178

Asp
Ser
Ala
Phe
His
Gly
Thr
Leu
125
Ala
Val
Thx
Thr
Leu

205
Val

Tyr
Lys
30

Trp
Ser
Gly
Ala
Glu
110
Arg
Asn
His
Lys
Thx
190

Ile

Glu

Phe
Ile
Thr
Pro
Val
Leu
Asp
Ser
Tyr
Thr
Leu
175
Tyr
Gln

Ala

Tyr
Val
Gly
Leu
Thr
80

Asn
Trp
Leu
Arg
Asn
160
Gly
Leu

Ser

Ala
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ARla Ala
Leu Asn
Lys Pro
Tyr Asn
50
Thr Ser
Val Tyr
Lys Gly
Asn Ala
Ser Phe
130
Met Thr
145
Gln Pro
Asn Asp
Pro Ala
Asn Phe
210
Gly Gly
225
Thr Ile
Ala Leu
Ala Ala

ala Ser
290

Thr
Ile
Thr
35

Leu
Ser
Asp
Gly
Ala
115
Phe
His
Gly
Thr
Leu
195
Lys
Val
Thr
Thr
Leu

275
Val

<210> 192
<211> 300
<212> PRT

<213> Bacillus

<400> 192

Ala Ala
1
Leu Asn

Lys Pro

Tyr Asn
50

Thr Ser

65

Val Tyr

Thr
Ile
Thx
35

Leu

Ser

Asp

Thr
Ser
20

Gly
Pro
Gln
Tyr
Lys
100
Trp
Ser
Gly
Ala
Glu
180
Arg
Asn
His
Lys
val
260
Ile

Glu

Gly
Ser
Thr
Gly
Arg
Phe
Ile
Ile
Pro
Val
Leu
165
Asp
Ser
Tyr
Thr
Ile
245
Tyr
Gln

Ala

Thr
Glu
Gln
Thr
Ala
70

Tyr
val
Gly
Leu
Thr
150
Asn
Trp
Leu
Lys
Asn
230
Gly
Leu

Ser

Ala

Gly
Ser
Ile
Len
55

Ala
Gln
Ser
Asp
Ser
i35
Gln
Glu
Asp
Ser
Asn
215
Ser
Val
Thr

Ala

Trp
295

amyloliquefaciens

Thr
Ser
Gly
Pro
Gln

Tyr

Gly
Ser
Thr

Gly

Arg

Phe

Thr
Glu
Gln
Thr
Ala

70
Tyr

Gly
Ser
Ile
Leu
Ala

Gln

ES 2529815713

Thr
Gly
Ile
40

Val
Val
Lys
Ser
Gln

120
Gly

Glu

Ser
Ile
Asn
200
Leu
Gly
Asn
Pro
Arg

280
Asn

Thr
Gly
Ile
40

Val
Val

Lys

Thr
Lys
25

Thr
Ser
Asp
Phe
Val
105
Met
Ser
Thr
Phe
Gly
185
Pro
Pro
Ile
Lys
Ser
265
Asp

Ala

Thr
Lys
25

Thr
Ser

Asp

Fhe

Leu
10

Tyxr
Tyr
Ser
Ala
Asn
30

His
Ile
Met
Ala
Ser
174
Glu
Thr
Asn
Pro
Ala
250
Ser
Leu

Val

Leu
10
Tyr

Tyr

Ser

Ala

Asn

Lys Gly
Val Leu
Asp Leu
Thr Thr
60
His Tyr
75
Arg Asn
Tyr Gly
Tyr Gly
Asp Val
140
Asn Leu
155
Agp Val
Asp Ile
Lys Tyx
Thr Asp
220
Asn Lys
235
Glu Gin
Thr Phe
Tyr Gly

Gly Leu
300

Lys Gly
Val Leu
Asp Leu
Thr Thr
&0
His Tyr

75
Arg Asn

179

Lys
Arg
Gln
45

Asn
Asn
Ser
Ser
Asp
125
Thr
Asn
Phe
Thr
Gly
205
Ala
Ala
Ile
Lys

Ser
285

Lys
Aryg
Gln
45

Asn

Asn

Ser

Thr
Asp
30

Asn
Gln
Leu
Tyr
Arg

110
Gly

ala

Tyr
Gly
val
190
Gln
Gly
Ala
Tyr
Asp

270
Gln

Thr
Asp
30

Asn
Gln

Leu

Tyr

val
15

Leu
Arg
Phe
Gly
Asp
95

Tyr
Asp
His
Glu
Tyr
175
Ser
Pro
Asp
Tyr
Tyr
255
Ala

Asp

Val
15

Leu
Arg
Phe
Gly

Asp

Ser
Ser
Glu
Thr
Lys
80

Asn
Asn
Gly
Glu
Asn
160
Phe
G1ln
Asp
Tyr
Asn
240
Arg
Lys

Ala

Ser
Ser
Glu
Thr
Lys

80
Asn
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Lys
Asn
Ser
Met
145
Gln
Asn
Pro
Asn
Gly
225
Thr
Ala

Ala

Ala

Gly
Ala
Phe
130
Thr
Pro
Asp
Ala
Phe
210
Gly
1le
Leu

Ala

Ser
290

Gly
Ala
115
Fhe
His
Gly

Thr

Lys
100
Trp
Ser
Gly
Ala

Glu
180

85
Ile

Ile
Pro
Val
Leu

165
Asp

Val
Gly
Leu
Thr
150

Asn

Trp

Leu Arg Ser Leu

195
Lys

Vval
Thx
Thr
Leu

275
val

<210> 193

<211> 301

<212> PRT
<213> Staphylococcus aureos

<400> 193

Ala
1
Ile
His
Ala
Arg
65
Tyr
Ile
Asn
Gly
Glu
145
Asp

Phe

Ala
Asn
Gln
Thr
50

Ala
Lys
Val
Asn
Arg
130
Ile

Gln

Val

Ala
Ile
Gly
35

Leu
Gly
Asn
Ser
Ala
115
Thr
Thr

Ser

Asp

Asn
His
Lys
Val
260
Ile

Glu

Thr
Asn
20

Lys
Ile
Val
Thr
Leu
100
Ala
Phe
His
Gly

Asp

Tyr
Thr
Ile
245
Tyr
Gln

Ala

Gly
Ser
Leu
Thr
Asp
Phe
Thr
Trp
Thr
Gly
Ala

165
Glu

Lys
Asn
230
Gly
Leu

Ser

Ala

Thr
Ile
Ser

Asn

‘Ala

70
Gly

His
Ile
Asn
Val
150

Leu

Asp

Ser
Asp
Ser
135
Gln
Glu
Asp
Ser
Asn

215
Ser

Val

Thr
Ala

Trp
295

Gly
Asp
Ala
Glu
55

Asn
Arg
Val
Gly
Leu
135
Thr

Asn

Phe

ES 2529815713

Ser
Gln
120
Gly
Glu
Ser
Ile
Asn
200
Leu
Gly
Asn

Pro

Arg

280

Asn

Lys
Gly
Tyr
40

Asp
Tyr
Glu
Asn
Asp
120
Ser
Gln

Glu

Leu

Val
105
Met
Ser
Thr
Phe
Gly
185
Pro
Pro
Ile
Lys
Ser
265
Asp

Ala

Gly
Gly
Asn
Glu
Tyr
Ser
His
105
Lys
Gly
Gln
Ser

Met

30
His

Ile
Met
Ala
Ser
170
Glu
Thr
Asn
Pro
Ala
250
Ser

Leu

val

val
10

Phe
Phe
Asn
Ala
Tyr
a0

Tyr
Met
Ala
Thr
Phe

170
Gly

Tyr Gly
Tyr Gly
Asp Val
140
Asn Leu
155
Asp Val
Asp Ile
Lys Tyr
Thr Asp
2290
Asn Lys
235
Glu Gln
Thr Phe
Tyr Gly

Gly Leu
300

Leu Gly
Ser Leu
Bsn Asp
Phe Val
Lys Gln
75
Asp Asn
Gly Gly
Ile Tyr
Asn Asp
140
Ala Asn
155
Ser Asp

Glu Asp

180

Ser
Asp
125
Thr
Asn
Phe
Thr
Gly
205
Ala
Ala
Ile

Lys

Ser
285

Asp
Glu
Gln
45

Lys
Thr
His
Gln
Gly
125
Val
Leu

Val

Val

Arg
110
Gly
Ala
Tyr
Gly
Val
190
Gln
Gly
Ala
Tyx
Asp

270
Gln

Thr
Asp.
Thr
Asp
Tyr
Gly
Asp
110
Asp
Val
Glu

Phe

Tyr

95
Tyr

Asp
His
Glu
Tyx
175
Ser
Pro
Asp
Tyxr
Tyr
255

Ala

Asp

Lys
15

Leu
Gly
Asp
Asp
Ser
Asn
Gly
Ala
Tyr
Gly

115
Thr

Asn
Gly
Glu
Asn
160
Phe
Gln
Asp
Tyr
Asn
240
Arg
Lys

Ala

Asp
Thr
Gln
Gln
Tyr
80

Pro
Axrg
Asp
His
Lys
160
Tyr

Pro
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15

Gly
Gly
Gly
225
Val
Ala

Asp

Glu

Lys
Gln
210
Gly
Tle
Leu

Ala

Gln
290

Glu
195
Pro
val
Gln
Thr
Leu

275
Val

<210> 194
<211> 298
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 194

Ala
1
Tyr
Asp
Ser
Gln
65
Gly
Thr
Ala
Phe
Gly
145
Gly
Tyr
Gly
Ser
Ser
225
Gly

Tyr

Ile

Glu
Gly
Asp
Lys
50

Val
Val
His
Tyr
Tyr
130
Phe
Met
Met
Ser
1le
210
Ser
Trp
Tyr

Arg

Ala
Ser
Gly
35

Thr
Asn
Val
Lys
Trp
115
Pro
Thr
Asn
Arg
Gly
195
Asp
Gly
Asp
Trp

Ser

180
Gly

Ser
His
Ala
Glu
260
Tyr

Tyr

Gly
Asp
20

Asn
Thr
Gly
Phe
Leu
100
Asp
Leu
Glu
Glu
Gly
180
2Ala
Asn
Val
Thr
Thr

260
Ala

275

290

<210> 195
<211> 317
<212> PRT
<213> Bacillus cereus

Asp

‘His

Thr
Ile
245
Tyt
Gln

Glu

Gly
Tyr
Val
Pro
Ala
Lys
85

Tyr
Gly
Val
Gln
Ala
165
Lys
Leu
Ala
Tyr
Arg
245

Ala

Gln

Ala
Met
Asn
230
Gly
Leu

Ala

Ala

Pro
Giy
Ile
Phe
Tyx
70

Leu
Met
Thr
Ser
Asn
150
Phe
Asn
Arg
Ser
Asn
230
Lys

Thr

Asn

Leu
Lys
215
Ser
Lys
Thr

Ala

Trp
295

Gly
Prc
Thr
Arg
55

Ser
Tyxr
Lys
Ala
Leu
135
Ser
Ser
Asp
Tvr
Gln
215
Arg
Ala

Ser

Arg

ES 2529815713

Arg
200
Asp
Gly
Ser
Ser
Lys

280
Asn

Gly
Leu
Val
Phe
Pro
Arg
Val
Met
120
Asp
Gly
Asp
Phe
Met
200
Tyr
Ala
Phe

Asn

Asn

185
Ser

Tyr
Ile
Lys
Asn
265
Asp

Glu

Asn
Ile
25

Asp
kla
Leu
Asp
His
105
Leu
Val
Leu
Met
Leu
185
Asp
Tyr
Phe
Glu
Tyr

265
Ty

280
- Ala Phe Ser Thr Val Gly Val Thr Cys Pro

295

Met
Val
Pro
Ser
250
Ser

Leu

Val

Gln
10

Val
Met
Cys
Asn
Trp
90

Tyr
Fhe
Ala
Ile
Ala
170
lle

Gln

Asn

Tyr
val
250
Asn

Ser

Ser
Tyr
Asn
235
Glu
Asn

Tyt

Gly

Lys
Asn
Asn
Pro
Asp
75

Phe
Gly
Gly
Ala
Tyr
155
Gly
Gly
Pro
Gly
Leu
235
Phe

Ser

Ala

Asn
Thr
220
Lys
Gln
Phe
Glu

Val
300

Ile
Asp
Ser
Thr
60

Ala
Gly
Arg
Asp
His
140
Arg
Glu
Tyr
Ser
Ile
220
Leu
Val
Gly

Ala

181

180
Pro Glu
205
Glu Lys

Ala Ala
Ile Tyr

Lys Asp
270

Gln Gln

285

Glu

Gly Lys

Arg Cys
30

Ser Thr

45

Asn Thr

His Phe
Thr Ser
Ser Val
110
Gly Ala
125
Glu Val
Gly Gln
Ala Ala
Asp Ile
: 150
Arg Asp
205
Asp Val
Ala Asn
Bsp Ala
Ala Cys

270
Asp Val

285

Gln
Asgp
Tyr
Tyr
255

Leu

Thr

Tyr
15

Glu
Asp
Tyr
Phe
Pro
95

Glu
Thr
Ser
Ser
Glu
175
Lys
Gly
His
Ser
Asn
255
Gly

Thr

Phe
Asn
Asn
240
Arg
Lys

Ala

Thr
Met
Asp
Lys
Gly
80

Leu
Asn
Met
His
Gly
160
Phe
Lys
Axrg
His
Pro
240
Arg
Val

Arg
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<400> 195

Val Thr Gly Thr Asn Lys Val Gly Thr Gly Lys Gly
1 5 10
Thr Lys Ser Leu Asn Thr Thr Leu Ser Gly Ser Ser
20 25
Asp asn Thr Arg Gly Ala Thr Ile Phe Thr Tyr Asp
35 o 40
Ser Thr Leu Pro Gly Thr Leu Trp Ala Asp Ala Asp
50 35 60
Ala Ala Tyr Asp Ala Ala Ala Val Asp Ala His Tyr
65 70 75
Thr Tyr Asp Tyr Tyr Lys Ala Thr Phe Asn Arg Asn
85 90
Ala Gly Ala Pro Leu Lys Ser Thr val His Tyr Gly
100 105
Asn Ala Phe Trp Asn Gly Ser Gln Met Val Tyr Gly
115 120
Val Thr Phe Thr Ser Leu Ser Gly Gly Ile Asp Vval
130 135 140
Leu Thr His Ala Val Thr Glu Asn Ser Ser Asn Leu
145 150 155
Glu Ser Gly Ala Leu Asn Glu Ala Ile Ser Asp Ile
165 170
Val Glu Phe Tyr Asp Asn Arg Asn Pro Asp Trp Glu
180 185
lle Tyr Thr Pro Gly Lys Ala Gly Asp Ala Leu Arg
195 200
Pro Thr Lys Tyr Gly Asp Pro Asp His Tyr Ser Lys
210 ‘ 215 220
Ser Ser Asp Asn Gly Gly Val His Thr Asn Ser Gly
225 230 235
Gln Ala Tyr Leu Leu Ala Asn Gly Gly Thr His Tyr
245 250
Thr Gly Ile Gly Lys Asp Lys Leu Gly Ala Ile Tyr
260 265
Thr Gln Tyr Phe Thr Gln Ser Thr Thr Phe Ser Gln
275 ’ 280 -
Ala Val Gln Ala Ala Ala Asp Leu Tyr Gly Ala &sn
290 295 © 300
Ala Ala Val Lys Gln Ser Phe Ser Ala Val Gly val
305 310 315

<210> 196

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 196
cgtcttcaac aattgtccat tttcttctge 30

<210> 197

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 197
cagacaattt cttacctaaa cccactcttt accctctcct tttaaaaaaa ttc 53

182

Val
Tyr
Ala
45

Asn
Tyr
Sef
Ser
Asp
125
Ile
Ile
Fhe
Ile
Ser
205
Arg
Ile
Gly
Tyr
Ala
285

Ser

Asn

Leu
Tyr
30

Lys
val
Ala
Ile
Asn
110
Gly
Gly
Tyr
Gly
Gly
120
Met
Tyr
Ile
val
Arg

270
Arg

Ala

Gly
15

Leu
Asn
Phe
Gly
Asn
95

Tyr
Asp
His

Gln

‘Thr

175
Glu

Ser
Thr
Asn
Thr
255
Ala
Ala

Glu

Asp
Gln
Arg-
Asn
Lys
80
Asp
Asn
Gly
Glu
Asn
160
Leu
Asp
Asp
Gly
Lys
240
Val
Asn

Gly

Val
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<210> 198

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 198
gaattititt aaaaggagag ggtaaagagt gggtttaggt aagaaattgt ctg

<210> 199

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 199
gcttatggat ccegtegttt cagetgagag ag 32

<210> 200

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 200

gatgtcttgg tcaagttgcg cactctitac cctctectit taaaaaaatt ¢ 51

<210> 201

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 201
gaattititt aaaaggagag ggtaaagagt gcgcaacttg accaagacat ¢

<210> 202

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 202
ccaaggccgg ttitttatgt aagcttatag aatgccgaca gectcatacg

183

50

53

51
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<210> 203

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 203

ES 2529815713

cgtatgaggc tgtcggcatt ctataagett acataaaaaa ccggecttgg

<210> 204

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 204
aatggtgcat gcaaggagat ggcg

<210> 205

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 205
cgtcttcaag aattccteca ttttcttctg ¢

<210> 206

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 206

24

31

gcacccaaca ttgcacgttt attcactctt taccctctce ttttaaaaaa attc

<210> 207

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 207

gaattititt aaaaggagag ggtaaagagt gaataaacgt gcaatgttgg gtgc

184
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<210> 208

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 208
gcttataagce ttaatatact ccaaccgegt tg 32

<210> 209

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 209

ccagcatagc gegtttgttc actctttacc ctctectttt aaaaaaattc 50

<210> 210

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 210

gaattititt aaaaggagag ggtaaagagt gaacaaacgc gctatgctgg

<210> 211

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 211
gcttataage ttaatagaca cccacggeat taaacgcec

<210> 212

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 212

caggacaaga gctaaggact tttttttcac tctttaccct ctecttttaa aaaaattc

38

185
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<210> 213

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 213
gaattititt aaaaggagag ggtaaagagt gaaaaaaaag tccttagcte ttgtcctg 58

<210> 214

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 214
gcttataagce ttaattaatg ccgacggceac 30

<210> 215

<211>10

<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 215
Ala Ala Thr Thr Gly Thr Gly Thr Th;f Leu
1 5 10
<210> 216
<211> 10
<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 216
Asp Ala Gly Asp Tyr Gly Gly Val His Thr
1 5 10
<210> 217
<211> 10
<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 217
Ala Gly Asp Tyr Gly Gly Val His Thr Asn
1 5 10
<210> 218
<211>9
<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 218
186
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<212> PRT
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Gly Asp Tyr Gly Gly Vval His Thr Asn

1

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 219

<210> 220
<211>10
<212> PRT

5

Ala Ala Thr Thr Gly Thr Gly Thr Thr Leu

1

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 220

<210> 221
<211>10
<212> PRT

5

10

Ala Ala Thr Thr Gly Thr Gly Thr Thr Leu

1

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 221

<210> 222
<211> 219
<212> PRT

Leu Ser Asn Pro

1

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 222

<210> 223

Ala
Leu
Lys
Tyr
Thr

Val

Lys
Asn
Ser
Met
145
Gln
Asn

Pro

Asn

Ala
Asn
Pro
Asn
30

Ser

Tyr

Gly
Ala
Phe
130
Thr
Pro
Asp
Ala

Phe
210

Thr
Ile
Thx
Leu
Ser

Asp

Gly
Ala
115
FPhe
His
Gly
Thr
Leu

195
Lys

Thr
Ser
20

Gly
Pro

Gln

Tyr

Lys
100
Trp
Ser
Gly
Ala
Glu
180
Arg

Asn

Gly
Ser
Thr
Gly
Arg

Phe
85

Ile
Ile
Pro
val
Leu
165
Asp

Ser

Tyr

Thr

Thr

Glu

Gln’

Thr
Ala

70
Tyr

Val
Gly
Leu
Thr
150
Asn
Trp

Leu

Lys

Lys

Gly
Ser
Ile
Leu
Ala

Gln

Ser
Asp
Ser
135
Gln
Glu
Asp

Ser

Asn
215

5

Tyr Gly Gln

Thr
Gly
Ile
Val
val

Lys

Ser
Gln
120
Gly
Glu
Ser
Ile
Asn

200
Leu

187

Thr
Lys
25

Thr
Ser

Asp

Phe

Val
105
Met
Ser
Thr
Fhe
Gly
185

Pro

Pro

Leu
10

Tyr
Tyr
Ser

Ala

Asn
90

His
Ile
Met
Lla
Ser
170
Glu

Thr

Asn

Pro
10

Lys
Val
Asp
Thr
His

75
Arg

Tyr
Tyr
Asp
Asn
155
Asp
Asp
Lys

Thr

Gly
Leu
Leu
Thr
60

Tyr

Asn

Gly

Gly'

Val
140
Leu
val
Ile

Tyr

10

Lys
Arg
Gln
Asn
Asn

Ser

Ser
Asp
125
Thr
Asn
Phe

Thr

Gly
205

Thr
Asp
30

Asn
Gln

Leu

Tyr

Arg
110
Gly
Ala
Tyr
Gly
Val

190
Gln

val
15

Leu
Arg
Phe
Gly

Asp
95

Tyr
Asp
His
Glu
Tyr
175

Ser

Pro

Ser
Ser
Glu
Thr
Lys

80
Asn

Asn
Gly
Glu
Asn
160
Phe
Gln

Asp



10

15

20

<211> 81
<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 223
Asp Ala Gly Asp
1
Lys Ala Ala Tyr

20
Gln Ile Tyr Tyr
35
Phe Lys Asp Ala
50

Gly Ser Gln Asp
63
Leu

<210> 224

<211>197

<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 224

Ala Ala Thr
Leu Asn Ile

Lys Pro Thr
35
Tyr Asn Leu
50
Thr Ser Ser
65
Val Tyr Asp

Lys Gly Gly

Asn Ala Ala
115
Ser Phe Phe
130
Met Thr His
145
Gln Pro Gly

Asn Asp Thr

Pro Ala Leu
195

<210> 225
<211> 140
<212> PRT

Thr
Ser
20

Gly
Pro
Gln
Tyr

Lys
100

Trp

Ser
Gly
Ala
Glu

180
Arg

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 225

ES 2529815713

Tyr
Asn
Arg
Lys

Ala

Gly
Ser
Thr
Gly
Arg
Phe
Ile
Ile
Pro
val
Leu
165
Asp

Ser

Gly
Thr
Ala
Ala

Ala
70

Thr
Glu
Gln
Thr
Ala
70

Tyr
val
Gly
Leu
Thr
150

Asn

Trp

Gly
Ile
Leu
Rla

55
Ser

Gly
Ser
Ile
Leu
Ala
Gln
Ser
Asp
Ser
135
Gln

Glu

Asp

vVal
Thr
Thr
40

Leu

Val

Thr
Gly
Ile
40

Val
Val
Lys
Ser
Gln
120
Gly
Glu

Ser

Ile

188

His
Lys
25

Val
Ile

Glu

Thr
Lys
25

Thr
Ser
Asp
Phe
Val
105
Met
Ser
Thr

Phe

Gly
185

Thr
10

Ile
Tyr
Gln

Ala

Leu
10
Tyr
Tyr
Ser
Ala
Asn
90
His
Ile
Met
Ala
Ser

170
Glu

Asn
GlLy
Leu
Ser

Ala
75

Lys
Val
Asp
Thr
His
Arg
Tyr
Tyr
Asp
Asn
155
Asp

Asp

Ser
Val
Thr
Ala

Trp

Gly
Leu
Leu
Thr
60

Tyr
Asn
Gly
Gly
Val
140
Leu

Val

Ile

Gly
Asn
Pro
45

hrg

Asn

Lys
Arg
Gln
45

Asn
Asn
Ser
Ser
Asp
125
Thr
Asn

Phe

Thr

Ile
Lys
30

Ser

Asp

Ala

Thr
Asp
30
Asn
Gln
Leu
Tyr
Arg
110
Gly
Ala
Tyr
Gly

Val
190

Pro
15

Ala
Ser

Leu

Val

Val
15

Leu
Arg
Phe

Gly

Asp

95
Tyr

Asp
His
Glu
Tyy

175
Ser

Asn
Glu
Thr
Tyr

Gly
80

Ser
Ser
Glu
Thr
Lys
80

Asn
Asn
Gly
Glu
Asn
160

Phe

Gln
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Ala Ala Thr Thr
Leu Asn Ile Ser
Lys Pro Thr Gly
35
Tyr Asn Leu Pro
50
Thr Ser Ser Gln
Val Tyr Asp Tyr

Lys Gly Gly Lys

100
Asn Ala Ala Trp
115
Ser Phe Phe Ser
130

<210> 226
<211> 103
<212> PRT

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 226

Leu Ser Asn Pro

Lys Asn Leu Pro
20
Asn Ser Gly Ile

Gly Val Asn Lys
Leu Thr Pro Ser
65

Ser Ala Arg Asp

Ala Trp Asn Ala

100

ES 2529815713

Gly
Ser
Thr
Gly
Arg
Phe
Ile
Iie

Pro

Thr
Asn
Pro
Ala
Ser
Leu

85
val

Thr
Glu
Gln
Thr
aAla
Tyr
Val
Gly

Leu

Lys
Thr
Asn
Glu
Thr
70

Tyr

Gly

Gly
Ser
Ile
Leu
55

Ala
Gln
Ser
Asp

Ser
135

Tyr
Asp
Lys
Gln
Phe
Gly

Leu

Thr
Gly
Ile
40

Val
Val
Lys
Ser
Gln

120
Gly

Gly
Ala
Ala
Ile
Lys

Ser

189

Thr
Lys
25

Thr
Ser
Asp
Fhe
Val
105
Met

Ser

Gln
Gly
25

Ala
Tyr
Asp

Gln

Leu
10

Tyr
Tyr
Ser
Ala
Asn
90

His
Ile

Met

Pro
10

Asp
Tyr
Tyr
Ala

Asp
90

Lys
Val
Asp
Thr
His
75

Arg
Tyr
Tyr

Asp

Asp
Tyr
Asn
Arg
Lys

75
Ala

Gly
Leu
Leu
Thr
60

Tyr
Asn
Gly
Gly

Val
140

Asn
Gly
Thx
Ala
Ala

Ala

Lys
Arg
Gln
55

AsSn
Asn
Ser

Ser

ASp
125

Phe
Gly
Ile
Leu
ala

Ser

Thr
Asp
30

Asn
Gln
Leu
Tyr
Arg

110
Gly

Lys
Val
Thr
Thr
Leu

Val

Val
15

Leu
Arg
Phe
Gly
Asp
Tyxr

Asp

Asn
15

His
Lys
Val
Ile

Glu
g5

Ser
Ser
Glu
Thr
Lys
80

Asn

Asn

Gly

Tyr
Thx
Ile
Tyr
Gln

80
Ala
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Reivindicaciones

1.

Variante de metaloproteasa neutra aislada que presenta al menos un 70 % de identidad de aminoacidos con
la metaloproteasa neutra, comprendiendo la SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:18 y presentando una secuencia de
aminodcidos que comprende al menos una mutacién equivalente a una mutacién de una metaloproteasa
neutra que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:18, donde dichas
mutaciones se seleccionan entre T004C, TO04E, TO04H, T0O04I|, TO0O4K, TO04L, TO04M, TO04N, TOO0O4P,
TOO04R, T004S, TO04V, T0O04W, T004Y, G012D, GO12E, G012l, GO12K, G012L, G012M, G012Q, G012T,
G012V, G012W, K013C, K013D, K013E, KO13F, K013G, K013H, K013Il, KO13L, K0O13M, K013N, K013Q,
K013S, K013T, K013V, K013Y, TO14F, TO14G, TO14H, T014l, TO14K, TO14L, TO14M, TO14P, T014Q,
TO14R, T014S, T014V, TO14W, T014Y, S023A, S023D, S023F, S023I, S023K, S023L, S023M, S023N,
S023P, S023Q, S023R, S023T, S023V, S023W, S023Y, G024A, G024D, G024F, G024G, G024H, G024l,
G024K, G024L, G024M, G024N, G024P, G024R, G024S, G024T, G024V, G024W, G024Y, KO33H, Q045C,
QO045D, Q045E, Q045F, Q045H, Q0451, Q045K, Q045L, Q045M, QO045N, Q045P, Q045R, Q045T, Q045W,
NO46A, N046C, NO46E, NO46F, N046G, NO46H, N0461, NO46K, N046L, NO46M, NO46P, N046Q, NO46R,
NO046S, N046T, N046V, NO46W, N046Y, RO47E, R047K, R047L, R047M, R47Q, R047S, R047T, Y049A,
Y049C, Y049D, Y049E, Y049F, Y049H, Y049I, Y049K, Y049L, Y049N, Y049R, Y049T, Y049V, Y049W,
NO50D, NO50F, N050G, NO50H, N050I, NO50K, NO50L, NO50M, NO50P, N050Q, NO50W, NO50Y, T054C,
T054D, TO54E, T054F, T054G, T054H, T0541 T054K, T054L, T054M, T054N, T054P, T054Q, T054R,
T054S, T054V, T0O54W, T054Y, S058D, S058H, S058I, S058L, S058N, S058P, S058Q, T059A, T059C,
TO59E, TO059G, TO059H, TO059I, TO59K, TO59L T059M, TO59N, TO59P, T059Q, TO059R, T059S,
TO59V,TO59W, T060D, TO60F, T060I, TO60K, TO60L, TO60N, T060Q, TO60R, TO60V, TO60W, TO60Y,
T065C, TO65E,TO65F, TO65H, T065I, TO65K, TO65L, TO65M, TO65P, T065Q, TO65R, T065V, TO65Y,
S066C, S066D, S066E, S066F, S066H, S066l, S066K, S066L, S066N, S066P, S066Q, S066R, S066T,
S066V, S066W, S066Y, Q087A, Q087D, QO87E, Q087H, Q0871, Q087K, Q087L, Q087M, Q087N, QO87R,
Q087T, Q087V, Q087W, N090C, NO90D, NO9OE, NO90F, N090G, NO90H, NO90L, NO90R, N090T, N096G,
NO096H, N096K, N096R, K097H, K097Q, K097W, K100A, K100D, K100E, K100F, K100H, K100N, K100P,
K100Q, K100R, K100S, K100V, K100Y, R110A, R110C, R110E, R110H, R110K, R110L, R110M, R110N,
R110S, R110Y, D119E, D119H, D119l, D119L, D119Q, D119R, D119S, D119T, D119V, D119W, G128C,
G128F, G128H, G128K, G128L, G128M, G128N, G128Q, G128R, G128W, G128Y, S129A, S129C, S129D,
S129F, S129G, S129H, S1291, S129K, S129L, S129M, S129Q, S129R, S129T, S129V, S129W, S129Y,
F130l, F130K, F130L, F130M, F130Q, F130R, F130T, F130V, F130Y, S135P, G136l, G136L, G136P,
G136V, G136W, G136Y, S137A, M138I, M138K, M138Q, M138V, D139A, D139C, D139E, D139G, D139H,
D139l, D139K, D139L, D139M, D139P, D139R, D139S, D139V, D139W, D139Y, V140C, Q1511, E152A,
E152C, E152D, E152F, E152G, E152H, E152L, E152M, E152N, E152R, E152S, E152W, N155D, N155K,
N155Q, N155R, D178A, D178C, D178G, D178H, D178K, D178L, D178M, D178N, D178P, D178Q, D178R,
D178S, D178T, D178V, D178W, D178Y, T179A, T179F, T179H, T179l, T179K, T179L, T179M, T179N,
T179P, T179Q, T179R, T179S, T179V, T179W, T179Y, E186A, E186C, E186D, E186G, E186H, E186K,
E186L, E186M, E186N, E186P, E186Q, E186R, E186S, E186T, E186V, E186W, E186Y, V190H, V190I,
V190K, V190L, V190Q, V190R, S191F, S191G, S191H, S191l, S191K, S191L, S191N, S191Q, S191R,
S191W, L198M, L198V, S199C, S199D, S199E, S199F, S199l, S 199K, S 199L, S 199N, S199Q, S 199R,
S199V, Y204H, Y204T, G205F, G205H, G205L, G205M, G205R, G205S, G205Y, K211C, K211D, K211G,
K211M, K211N, K211Q, K211R, K211S, K211T, K211V, K214A, K214C, K214E, K214l, K214L, K214M,
K214N, K214Q, K214S, K214V, L216A, L216C, L216F, L216H, L216Q, L216R, L216S, L216Y, N218K,
N218P, T219D, D220A,D220E, D220H, D220K, D220N, D220P, A221D, A221F, A221l, A221K, A221L,
A221M, A221N, A221S, A221V, A221Y, G222C, G222H, G222N, G222R, Y224F, Y224H, Y224N, Y224R,
T243C, T243G, T243H, T243l, T243K, T243L, T243Q, T243R, T243W, T243Y, K244A, K244C, K244D,
K244E, K244F, K244G, K244L, K244M, K244N, K244Q, K244S, K244T, K244V, K244W, K244Y, V260A,
V260D, V260E, V260G, V260H, V260I, V260K, V260L, V260M, V260P, V260Q, V260R V260S, V260T,
V260W, V260Y, Y261C, Y261F, Y261l, Y261L, T263E, T263F, T263H, T263l, T263L, T263M, T263Q,
T263V, T263W, T263Y, S265A, S265C, S265D, S265E, S265K, S265N, S265P, S265Q, S265R, S265T,
S265V, S265W, K269E, K269F, K269G, K269H, K269I, K269L, K269M, K269N, K269P, K269Q, K269S,
K269T, K269V, K269W, K269Y, A273C, A273D, A273H, A273Il, A273K, A273L, A273N, A273Q, A273R,
A273Y, R280A, R280C, R280D, R280E, R280F, R280G, R280H, R280K, R280L, R280M, R280S, R280T,
R280V, R280W, R280Y, L282F, L282G, L282H, L282I, L282K, L282M, L282N, L282Q, L282R, L282V,
L282Y, S285A, S285C, S285D, S285E, S285K, S285P, S285Q, S285R, S285W, Q286A, Q286D, Q286E,
Q286K, Q286P, Q286R, A289C, A289D, A289E, A289K, A289L, A289R, A293C, A293R, N296C, N296D,
N296E, N296K, N296R, N296V, A297C, A297K, A297N, A297Q, A297R y G299N;

donde dicha identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 18 se determina por
medio de un BLAST con parametros predeterminados;

donde dicha variante de metaloproteasa neutra presenta una termoestabilidad mejorada en comparacion
con la metaloproteasa neutra natural de B. amyloliquefaciens que presenta la secuencia de la SEQ ID NO:
18;
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rendimiento mejorado en condiciones de pH inferior o superior, en comparaciéon con la metaloproteasa
neutra natural de B. amyloliquefaciens que presenta la secuencia de la SEQ ID NO: 18; 0

estabilidad autolitica mejorada, en comparacion con la metaloproteasa neutra natural
de B. amyloliquefaciens que presenta la secuencia de la SEQ ID NO: 18.

Metaloproteasa neutra aislada variante segun la reivindicacion 1, donde dicha proteasa comprende multiples
mutaciones seleccionadas entre S023W/G024M, T004V/S023W/G024W, S023W/G024Y/A288V,
T004L/S023W/G024Y, N046Q/NO50F/T054L, N050Y/T059R/S129Q, S023W/G024W, A273H/S285P/E292G,
S023Y/G024Y, S023Y/G024W, T004S/S023Y/G024W, NO046Q/T054K, S023W/G024Y, T004V/S023W,
TO59K/S066N, N046Q/NO50W/T054H/T153A, T004V/S023W/G024Y, L282M/Q286P/A289R,
N046Q/R047K/NO50Y/T054K,  L044Q/T263W/S285R,  T004L/S023W/G024W, R047K/NO50F/T054K,
A273H/S285R, NO50Y/T059K/S066Q, T054K/Q192K, NO046Q/NO50W, L282M/Q286K, T059K/S066Q,
T004S/S023W, L282M/Q286R/A289R/K011N, L282M/A289R, NO046Q/NO50W/T054H, T059K/S129Q,
T004S/S023N/G024Y/F210L, T004V/S023W/G024M/A289V, L282M/Q286K/A289R/S132T, NO50W/T054H,
L282M/Q286R, L282F/Q286K/A289R, T059R/S066Q, R047K/NO50W/T054H, S265P/L282M/Q286K/A289R,
L282M/Q286R/T229S, L282F/Q286K, T263W/S285R, S265P/L282M/Q286K, T263H/A273H/S285R,
TO59R/S129V, S032T/T263H/A273H/S285R, T059R/S066Q/S129Q, T004S/G024W, T004V/S023W/G024M,
TO59K/S066Q/S129Q,  L282M/Q286K/A289R/1253V,  T004V/S023Y/G024W,  TO059R/S066N/S129Q,
NO50F/T054L, T004S/S023N/G024W, TO59R/S066N, TO59R/S066N/S129V, Q286R/A289R,
N046Q/R047K/NO50F/T054K, S265P/L282M/Q286P/A289R, S265P/L282M/Q286R/A289R
QO062K/S066Q/S1291, S023N/G024W, NO046Q/R047K/NO50W/T054H, RO047K/T054K, TO004L/G024W,
TO14M/TO59R/S129V, TO059R/S066Q/N092S5/S129I, R047K/NO50W/T054K, T004V/G024W,
N047K/NO50F/T054K, S265P/L282F/Q286K/N061Y, L282F/Q286K/E159V,  T004V/S023Y/G024M,
S265P/L282F/A289R/T065S, T059K/F063L/S066N/S129V, T004L/S023W, NO50F/T054H,
TO59R/S066Q/S129V, V190I/D220E/S265W/L282F, T004S/S023Y/G024M, T004L/S023N/G024Y,
TO59K/S066N/S129I, TO59R/S066N/S129], L282M/Q286R/A289R/P162S, N046Q/NO50F/T179N,
TO59K/Y082C/S129V, TO059K/S1291, NO50Y/T054K, TO059K/S066Q/V102A/S129Q, T059R/S066Q/S129I,
TO59W/S066N/S129V/S290R, TO59R/S129I, T059K/S066Q/S129I, T059K/S066Q/S129V,
S265P/L282M/Q286R/A289R/T202S/K203N, T004V/S023N/G024W, S265P/Q286K, S265P/L282F/A289R,
D220P/S265W, LO55F/T059W/S129V, TO059R/S129Q/S191R, NO50W/T054K, T004S/S023W/G024M,
R047K/NO50F/T054H, TO59K/S066N/KO88E, TO059K/S066Q/S  1291/V291L, L282M/Q286R/A289R,
TO59R/S066N/F085S/S129, L282F/Q286P/A289R, L282F/Q286R/A289R,
G099D/S265P/L282F/Q286K/A289R, N046Q/NO50F, NO50Y/T059W/S066N/S129V, T0091/D220P/S265N,
V190F/D220P/S265W, N157Y/T263W/A273H/S285R, T263W/A273H/S285R, T263W/S285W,

T004V/S023Y, N046Q/R047K/NO50W, NO50W/T054L, N200Y/S265P/L282F/Q286P/A289R,
T059R/S066Q/P264Q, T004V/G024Y, T004L/G024Y, N050Y/S191, NO50Y/T054L,
T004L/S023W/G024Y/N155K, F1691/L282F/Q286R/A289R, L282M/Q286K/A289R,

F130L/M138L/E152W/D183N, N046Q/R047K/N0O50Y/T054H, T004V/G024M, NO50Y/T059W/S066Q/S129V,
S023N/G024Y, T054H/P162Q, T004S/S023W/G024Y, NO050Y/T054H, L282F/Q286R/A289R/F169l,
R0O47K/NO50W, V190F/D220P, L282M/F173Y, TO004L/S023Y, NO50W/A288D, V1901/D220P/S265Q,
S265P/L282F/Q286P/A289R,  S265P/L282F/Q286R/A289R,  N046Q/N050Y/T054K,  T059W/S066Q,
T263W/A273H/S285W T263W/A273H/S285P, S023Y/G024M, T004L/S023N/G024W, T004V/S023N/G024Y,
TO59W/S066N/S129Q, T004S/S023Y, T004S/S023N/G024M, TO59W/S066N/A070T, TO59W/S066Q/S129Q,
T263W/A273H, A273H/285P, N046Q/R047K/NO50Y/T054L, N046Q/R047K/NO50Y, RO047K/NO50Y,
T263H/S285W, R047K/NO50F, N046Q/R047K/NO50F/T054H, S023N/G024M, T004S/G024Y,
R0O47K/NO50Y/T054H, TO59W/S066N/S1291, R047K/T054L, T004S/S023W/G024W, M138L/E152F/T1468S,
D220P/S265N, T004S/G024M, T004V/S023N, N046Q/NO50F/T054K, N046Q/N050Y/T054H,
QO062H/S066Q/S129Q, T059W/S129Q, TO59W/S129V, NO50F/T054K, R047K/NO50F/T054L,
V1901/D220P/S265W, N1121/T263H/A273H/S285R, TO59W/S066N/S129V, T059W/S066Q/S129I,
TO59W/S129], T263W/S285P, V1901/D220P, A289V/T263H/A273H, T263H/A273H/S285P,
N90S/A273H/S285P,  R047K/NO50Y/T054L, TO004S/S023N, TO059R/S129Q, NO046Q/R047K/T054H,
TO59W/S066Q/S129V, E152W/T179P, NO50Y/S066Q/S129V, T202S/T263W/A273H, T263W/A273H/S285P,
M138L/E152W/T179P, N046Q/R047K, N046Q/T054H/F176L, T004L/G024M, T0O04S/L282M, T263H/A273H,
T263H/A273H/S285W, T004L/S023Y/G024M, L282F/Q286P, T004V/S023Y/G024Y, V190F/S265W,
M138L/E152F, V190F/D220E/S265W, NO046Q/NO50F/T054H, N157Y/S285W, TO004F/S023Y/G024M,
T004V/S023N/G024M, L1981/D220E/S265Q, NO046Q/NO50Y/T054K/A154T,  S016L/D220E/S265W,
D220E/S265W, D220E/A237S/S265W, S066Q/S129Q, V190F/D220E/S265Q/T2671, L282M/F173Y/T219S,
E152F/T179P, V1901/S265W, M138L/S066Q, M138L/E152W, T059W/S066Q/A070T/S129I,
V190F/D220E/S265N, V190F/S265N, N0O46Q/N050Y y M138L/E152F/T179P.

Metaloproteasa neutra aislada variante segun la reivindicacién 1, donde dicha proteasa comprende mdltiples
mutaciones seleccionadas entre V1901/D220P, V1901/D220P/S265Q, V190L/D220E, V1901/D220E/S265Q,
V1901/D220E/S265W/L282F, V190L/D220E/S265Q, V1901/D220E/S265W, V190L/D220E/S265N,
T059R/S066Q/S1291, V1901/D220E/S265N, V190L/D220E/S265W, V1901/D220E, T059W/S066N/S129V,
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T059K/S066Q/S129V, T059K/Y082C/S129V, T059R/S066N/S1291, S066Q/S129V, T059R/S066Q/S129V,
TO59R/S1291, NO50Y/T059W/S066N/S129V, D220P/S265N, S066Q/S1291, T059W/S066Q/S129V,
T059K/S066Q/S129I, TO59R/S129V, NO50Y/S066Q/S129V, TO59W/S066Q/S129I,
NO50Y/T059W/S066Q/S129V,  T059K/S1291, D220P/S265W, F130L/M138L/T179P, S066N/S129I,
TO59R/S066N/S129V, F1301/M138L/T179P, T059R/S066Q/N092S/S1291, S066N/S129V, D220E/S265Q,
F130L/M138L/E152W/T179P, TO59W/S129V, S265P/L282M/Q286R/A289R, S265P/L282F/Q286R/A289R,
TO59W/S066N/S129I, V1901/D220P/S265W, F130L/E152W/T179P, F130L/M138L/E152F/T179P,

QO062K/S066Q/S129I, TO59K/S066N/S129I, E152H/T179P, S265P/L282M/Q286K/A289R,
F130L/M138L/E152H/T179P, T263W/A273H/S285R, D220E/S265N, F1301/M138L/E152H/T179P,
F130V/M138L/E152W/T179P, F1301/M138L/E152W/T179P, TO59W/S129I, D220E/S265W,

F130V/M138L/T179P, F130L/E152V/T179P, TO059R/S129Q, T263W/S285P, F130l/M138L/E152F/T179P,
E152W/T179P, V190L/S265Q, F130L/E152F/T179P, L282M/Q286R/A289R/P162S, D220P/S265Q,
M138L/E152F/T179P, F1301/E152H/T179P, M138L/E152W/T179P, F130L/T179P,
F130L/M138L/E152W/T179P/Q286H,  F130L/M138L/E152H, T263W/A273H/S285W, S265P/Q286K,
TO59W/S066Q/S129Q, T263W/S285R, TO059W/S066N/S129Q, T263W/S285W, T059R/S066N/S129Q,
S5265P/L282M/Q286R/A289R/T202S/K203N, T059W/S129Q, Q062H/S066Q/S129Q, L282M/Q286R/A289R,
V190L/D220E/S265N/V2911, V190L/S265N, F130L/M138L/E152W, NO050Y/T059R/S129Q, F130l/T179P,
TO59K/S066Q/S129Q,  T059K/S129Q,  S265P/L282M/Q286P/A289R,  S265P/L282F/Q286P/A289R,
T263W/A273H/S285P, S265P/L282M/Q286K, S016L/D220E/S265W, S066Q/S129Q, S265P/L282M/Q286P,
L282F/Q286R/A289R, F130V/E152W/T179P, L044Q/T263W/S285R LO55F/T059W/S129V, V190L/S265W,
Q286R/A289R, G99D/S265P/L282F/Q286K/A289R, F130L/M138L/E152F, TO59R/S066Q/S129Q,
F130L/E152H, S066N/S129Q, T004S/S023N/G024M/K269N, S265P/L282M, E152F/T179P,
TO59W/S066N/S129V/S290R, L282F/Q286K/A289R, F130L/M138L, F130I/M138L/E152W, S265P/L282F,
F130//M138L/E152H, F130V/M138L/E152H, V1901/S265Q, M138L/E152M, S265P/L282F/Q286P,
M138L/E152H, TO59K/S066N/K088E, V1901/S265W, F130L/E152W, L282M/Q286K/A289R,
L282M/Q286K/A289R/I1253V, T263W/A273H, V1901/S265N, M138L/E152W, A273H/S285R, F1301/M138L,

F130L/E152F, F130V/M138L/E152W, T059K/S066Q/V102A/5129Q, F130V/E152H/T179P,
F1301/M138L/E152F, F130V/M138L/E152F, M138L/E152F, L282M/Q286R, F1301/E152H,
S265P/L282F/A289R/T065S, T263H/A273H/S285R, F130V/M138L, TO014M/T059R/S129V,

L282M/Q286R/A289R/K11N,  A273H/S285P,  L282M/Q286K/A289R/S132T,  T263H/A273H/S285W,
F130V/E152W,  S265P/L282F/Q286K/N061Y,  F130I/E152W,  L198I/D220E/S265Q, V1901/S265L,
T263H/S285W, S265P/L282F/A289R, M138L/S066Q, F130I/E152F, N90S/A273H/S285P,
S032T/T263H/A273H/S285R,  L282F/Q286P/A289R,  N157Y/T263W/A273H/S285R,  V105A/S129V,
T263H/A273H/S285P, S129Q/L282H, T059W/S066Q, F130V/E152H, S023W/G024Y, TO004V/S023N,
T059R/S066Q, NO50W/T054L, L282M/Q286P/A289R, A115V/V190L/S265W, L282M/Q286K, TO59R/S066N,
L282F/Q286P, T004V/S023W/G024M, S265P/L282F/Q286R/L78H, L282F/Q286K, T004V/S023W/G024Y,
S023W/G024M, TO59R/R256S, F130V/E152F, TO004V/G024W, NO50W/T054K, S023Y/G024M,
T004V/S023Y, T004V/S023Y/G024M, NO50Y/T054H, S023W/G024W, T004V/S023Y/G024Y,
T004V/S023N/G024W, F130L/M138L/E152F/T179P/V2911, NO50Y/T059K/S066Q, T004V/S023Y/G024W,
TO59K/S066N, T004V/S023N/G024Y, S023Y/G024W, NO5S0F/T054L, RO047K/T054K, S023N/G024W,
L282M/A289R, S023Y/G024Y, T004V/G024M, RO047K/NO50F/T054K, NO50F/T054K, TO059K/S066Q,
S023N/G024M, S023N/G024Y, TO04L/S023N, R047K/NO50W/T054H, T004L/S023W/G024Y,
T004S/S023W, N046Q/NO5S0W/T054H/A142T, T004L/S023Y, T004V/S023W, NO50W/T054H, T004S/S023N,
T004S/L282M, T004L/S023W, NO50F/T054H, NO50Y/T054L y R047K/NO50W/T054K.

Metaloproteasa neutra aislada variante segun la reivindicacién 1, donde dicha proteasa comprende mdltiples
mutaciones seleccionadas entre S066Q/S 129V, S066Q/S 1291, NO50Y/S066Q/S 129V, S066N/S129I,
TO59K/S066Q/S129V, S066N/S129V, F130L/E152W/T179P, S265P/L282M/Q286R/A289R,
F130L/E152V/T179P, T059K/S066Q/S129I, T263W/S285P, T059K/S066N/S1291, T263W/A273H/S285P,
S265P/L282F/Q286R/A289R,  F130V/E152W/T179P,  T263W/A273H/S285R,  V1901/D220P/S265W,
F130L/E152H, S066N/S129Q, S265P/L282M/Q286K/A289R, V190I/D220E, T059R/S066N/S129I,
V1901/D220E/S265W, T059K/S1291, T059R/S066Q/S1291, F130l/M138L/E152H/T179P, F1301/T179P,
T263W/A273H/S285W, S016L/D220E/S265W, S066Q/S129Q, V1901/D220E/S265Q, T0O59R/S066Q/S129V,
D220E/S265N, V190L/D220E, D220E/S265W, V1901/D220P, V190L/D220E/S265N, L044Q/T263W/S285R,
S265P/L282M/Q286P/A289R,  F130L/M138L/E152H/T179P, T263W/S285R, L282M/Q286R/A289R,
T263W/S285W, F1301/E152H/T179P, V1901/D220E/S265N, V190L/D220E/S265W, V1901/D220P/S265Q,
TO59R/S066N/S129V, V190L/D220E/S265Q, E152H/T179P, F130L/M138L/E152F/T179P,
QO062H/S066Q/S129Q, T059R/S129V, V190I/D220E/S265W/L282F, V1901/S265Q, F130L/E152F/T179P,
D220E/S265Q, E152W/T179P, T059K/S066Q/S129Q, F130L/M138L/T179P, F1301/M138L/E152F/T179P,
F130L/M138L/E152W/T179P,  NO50Y/T059W/S066Q/S129V,  S265P/L282M/Q286K,  T059R/S129I,
F130V/E152H/T179P, D220P/S265N, S265P/L282M/Q286P, F130I/E152H, T059R/S066Q/N092S/S129I,
F130L/T179P, G99D/S265P/L282F/Q286K/A289R, T263W/A273H, V1901/S265N, D220P/S265W,
F130L/E152W, F130L/M138L/E152H, S265P/L282M, V1901/S265Q, F130L/E152F, TO059K/S129Q,
Q286R/A289R, M138L/E152W/T179P, F130I/M138L/E152H, D220P/S265Q, V190L/S265N,
F1301/M138L/E152W, S265P/Q286K, V190L/S265Q, V190I/S265W, F130L/M138L/E152F, F130V/E152H,
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E152F/T179P, NO50Y/T059W/S066N/S129V, T059R/S066N/S129Q, F130I/E152W, F130V/E152W,
T059R/S066Q/S129Q, T263H/A273H/S285P, N90S/A273H/S285P, V190L/D220E/S265N/V2911,
TO59R/S129Q, A273H/S285P, F130I/M138L/E152W/T179P, F130V/M138L/E152F, N050Y/T059R/S129Q,
TO59W/S066Q/S129I, F130V/M138L/T179P, F130V/M138L/E152W/T179P, V190L/S265W,
F130V/M138L/E152W, T059W/S066Q/S129V, V1901/S265Q, F130V/M138L/E152H, F130l/E152F,
N157Y/T263W/A273H/S285R, T263H/S285W, M138L/E152F/T179P, A115V/V190L/S265W, M138L/E152M,
T263H/A273H/S285W, F130L/M138L/E152W, TO59K/S066N/K088E, F1301/M138L/E152F,
F1301/M138L/T179P, T004V/S023N, T059K/S066Q/V102A/S129Q, F130L/M138L, N047K/NO50F/T054K,
T263H/A273H/S285R, F130L/M138L/E152W/T179P/Q286H, M138L/E152H, M138L/S066Q,
L282M/Q286R/A289R/P162S, L282F/Q286R/A289R, Q062K/S066Q/S129I, A273H/S285R,
S265P/L282F/Q286P, S265P/L282F/Q286P/A289R, S265P/L282M/Q286R/A289R/T202S/K203N,
TO59W/S066N/S1291, V1901/S265L, TO59W/S066N/S129V, F130//M138L, L282M/Q286K/A289R/I1253V,
RO47K/NO50F/T054K, M138L/E152F, NO50W/T054K, L198I/D220E/S265Q, L282F/Q286K/A289R,
NO50F/T054K, L282M/Q286R, M138L/E152W, S265P/L282F, F130V/E152F, TO059W/S066N/S129Q,
F130V/M138L, T263H/A273H, L282M/Q286K/A289R, N046Q/NO50W/T054H/A142T, TO59W/S066Q/S129Q,
S265P/L282F/A289R/T065S, NO50F/T054H, S129Q/L282H, L282M/Q286K/A289R/S 132T,
L282M/Q286R/A289R/K11N, TO59K/S066N, R047K/NOSOW/T054K, T059K/S066Q, T004V/S023Y,
TO59W/S066N/S129V/S290R, NO50Y/T059K/S066Q y R047K/NOSOY.

Polinucleétido que codifica la metaloproteasa neutra segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

Vector de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos segun la reivindicacién 5.

Célula hospedadora que comprende el vector de expresion segun la reivindicacion 6.

Método para producir una enzima que presenta actividad de metaloproteasa neutra, que comprende el
cultivo de la célula hospedadora segun la reivindicacién 7 en condiciones adecuadas para la produccion de

dicha variante de metaloproteasa neutra.

Método segun la reivindicacion 8, que comprende ademas la etapa de recolectar dicha variante de
metaloproteasa neutra producida.

Método segun la reivindicacién 7 o la reivindicacion 8, donde dicha célula hospedadora es una especie
Bacillus.

Composicion limpiadora que comprende la variante de metaloproteasa neutra segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

Método de limpieza, que comprende la etapa de poner en contacto una superficie y/o un articulo que
comprende una tela con la composicion limpiadora segun la reivindicacion 11.

Método segun la reivindicacién 12, donde dicha superficie y/o articulo que comprende una tela comprende
una mancha de hierba y dicha etapa de poner en contacto comprende la puesta en contacto de dicha
mancha de hierba con dicha composicion limpiadora.

Composicion de pienso, composicién de elaboracién de tejidos o composicion de tratamiento del cuero que
comprende la variante de metaloproteasa neutra aislada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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LSVAVAASFMSLTTSLUGVOAAENPQLKENL THFVPRHSTVRSE

MGEGKKLSVRVAASEFMS LS I SLPCVOARRGHOLEENGTNELSKK P IAUSEL
MREFSRYAFTSMATVTLLSSLTEAALASDTNRKPATSNINEE]
------ MNERAMEGATGLE AAPIGASAKGES IVWNEQWA T PSEVSGSLLNGEEQAL
------ MNKRAMLCATGLAFCLMANDPFGASARGRSMYWNEQWE TPSEVSGSLLG---RCS
MKEKSLALVLATGHAVTTEGGT GEAFADSKNVLS T ETVOSPESVEGDLTEATOREA
MKXRSLALVLATOMAVITRGGTGSAFADSKIVLS TRAY NETVOSPERT S ATGEEA
~~MRNLTETSLLLAGLCTAAQMVEVTIHASABE SIRYDHTY QT FSY I IEKSEQREVEHTTY
——MRNEENZVEIGLTTGYML SV TMPYGDAY AR TEDLAVETKEDT FRTGNLIVES QRS AEN

POVSDRATKQY LEONGKYFKENPSERLKLIDQTTDOLGYEHFRY VPVUNGVRPVELSQVIT
SAPNDRAVEQFLKENSHIFEGDPSKEVELVESTTDALGYKHFRY AP VVNGYE TKDSOVIV
TOKED-AVEKALKELPK SENVENRY QDY SVT VKT DREGFTHYTLOPSVDGVEAPDEEVEV
EELVYQYVDRENGTFRIGGRARIR I-—~GKUTDELGHTVMRFEQRHEGI PVYETMLAA
QELVYRYLDOEENTFOLGGOARERLSLI - - GNKLDELGHT VMREFEQAT AASLUMGAVIVE
ESVVFDYLNAARCDYRLGEE SAQDCFEVKQAKRDAVT DSTVLRLOOVYESVEVRGSTU
VY E DY LNARKGD Y ELGERSAQDEFEVEQVEKDAVT DETVVRMOQVYESVEVRGETOVA
KESLFSYLDRH)TOFKLKGHNANSHFRVSE~TTRDPKTROT FFKLTEVYEGIP 1 YGFEQAYV
VAEDALERGKTEQAL SSKQVNTESKVNYNVTQSRESY DG TTLVRLOOTYEGRDVYGY QLTA

HVDKSNNVYA INCELNNDVSAKTANSKELSANGALDHAYKA IGKS FEAVSNG TVANKNKA
EYDKSDNVYAVNGE LHNOSAAKTDNSQEVSSEKA LALAFEA ICKSPRAVENGARKN SNKA
BADKSGRYVLINGE--—-DTDAKKVEPTRRVTL SKDEAADKATNAVK I DENKARNLODDY T
V-KDGELIALSGSLIPNLDGOPRLRERAK TVTVOQARATAEGDVTETVTKERPTTENGER
BY-NDGELSSLEGTLIENLD-XRTLRTEAA TS IQOAEMIAKQOVADRVIKERPAAEEGKE
HYSKDGSLEVLSCTYARDLDKKEL LKSKNKIEGA¥A IEIAQKDLGIT-—— -~ FEKYEVEPK
AYEKDGSLEVLEGTVAPDLDEEEKLEKNKNK TRGAKATIE TRAGQDLGV T-— -~ FRYEVEPK
AMRENEQVKSFFGRVHRQIKDVSY TIPS ITEKKATHTARRELEAS IGKI - - -ZYLDGEPK
HINDDGVLISVECSDSAGDLOQOEDLKQP I T LSEEDAKKLFKIYGDNLT -~ - FYEEPETK

*

ELRAAATRDGKYRLAYDYTIRY IEPEPANWEVTIVDARTGKI LEKCHNEVE -~~~ mm e —— =
ELEATETKDGEYRLAYDVT IRYVEPEPANKEVLVDAET G I LKOCNEVE -~~~ =~~~ —~~~
XENKVEIDSDSNKYIYNIELITVTPEISHEKVKI DADT GAVVEK TN VK- -~ -~ -——~
TRIVIYPTDGTARLAYEVNVRFLTOVEGRWVY IIDATDGA T LNKENQI D~ m v o oo
TRLIVIYPDERTPRLAYEVNVRFLTPVEGNW I YMT DAADGEVINKWNOMD- -~ - - —— - ———
BOLYVYONGEETTYAYVVNLNFLDPSFGNY YYFIEADS SEVLNKYNKLDEVANE DK SPVE

EI
ADLYVYONGEETTYAYVVNLNFLDPSPGNYYYF] SGEVINKENTIDHVINDDHSPVK

GELY IYPHDGEYDLAYLVRLSTSEPEPGYWHY FIDARNCKVIESFNAIE-~ -~~~ ~~——-
OVVYVDENTNKATSAYQITESASTPEYVSCGTVLIDAFVSD LLERLVOELGIQVDSS I -~
£ * P * . e

———————————————— BAATTCTGTTLEGKTVSLNISSESGKYVLRDLEKPTGTOTIITYD
———————————————— HAAATGCSGTTIRCATYPLNI SYEGGKYVLRDLSKPTGTQIITYD
———————————————— EAAATGTGKGVLGDTEDININS IDGGFS LEBETHOGKLSAYNEN
————— SROPGGGOPVAGASTVGVGRGVLGIOKY INTTY SSYYGCY VY LODNTRGSSIFTYD
**** BAKPGGAQPVASTSTYGVGRGVLGDORY INTTY SSYYCYYYLGDNTRGSGEFTYD
QEAFXOEVRPRVEPVTGTRAVGTGKGVLGDTHS LT TLES - - SSYYTLODNTRGATIFTYD
QEAPKQDAKAVVEPVTGINKVETGKGVLGDTRSLNT TLSG~~SSYYLODNTRGATIFTYD
EAACTGIGVIGIEXSFIVTEQN-~CRFYLADETEGRGINTFD
~~~~~ VOSATSNKSCDPSKLTGTGKDBDLGMNRTEGI SQRS~DETYTLADY SRGRSIETYT

% ¥ * M

FIG. 3A
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ENFH ~’ D'JQPAL
"FTAS Y DA}Q v

TURKYS \\I% o

*os

B.amyls nprk KGGKIVESVHY G-~ e SP:’N\LAWIGD\JP" YEDGDGSE S PLEGSMIN TANEMT
B Sub nprE GSKIVSSVEYG=========m TOYNR GD("Duu"FF?T..,GMJDVTAHEMT

S.au rﬁaul EGSPIVSLTEVNHYSG YGD(;D SRTETNL SCANDVYVAHELT
B.ste nprT SNAARIRSTVEYG--------—~ GY LPFSSGIRVYGHELT
B .cal npr SNAATRSTVHYG~--~~—~——~- EGY .\IAFL"’N(,'L’“W YLL}GD"L i SGIDVVGHELT

.thu nprB .UE-PI <gT\:hXL1~—————4---°T'(YT\I‘:\'EAFW1\](:°"?’\/ YGDGDEVT CVIGIHRLT

SNYNNAFWNGSQMVYGDGDGYT YIGHELT

B € nrmnplC LS
(LIV}"JYG{‘:G GSKFRPLSCSLDIVARRIT

B.sub nprg KCWNNARR N("V
E.cerE33L npr NuOKV l b Vh(” PNTNGINRGNPROWFNAFSNGAMIVYIGD-——-——— PIVEAFDVAGHER T
- ok P . F. Ak

B. amy].o_nprE EDITVEQPALRSLSNP

B.suh nprk WDIGEDITVSOPALESLENT
S.aun_aur HG‘JTQLTA\LE {A\FQSG INESFSIN IFG‘.{F')‘D wwwww DEGFLMGEDVY TRPGKEGDALREM

HEIGEDIY TPGVAGDA
PWBEICED I TPGVAGDALRSM
WEIGEDIYTPGRAGDALRSM

AMSDI FGTLVEE YAN
EZMSDIFGTLVEEFYAN
EAISDVFGTLVEEY DN

HAVIDYTAGCLYYONESGAL
HAVTDYTAGLVYUNESSA
HAVTEYSSDLIYONESS

HEVTENSSNLIYONESGA ATSDIFGTLVETY WEIGEDIYTPGKACDALRSM

B, sup nL I =_5 HAVIOYSAGLLYQGEF ) ROBREIGEDVYTPGIAGDSLRSL

B.cerk3 JL_I‘p‘: PA‘}_'H\IEQ\JI.,E.Y:'ICEH'JA 215 DIIG']h¥'3KYaE\\IPFENd“]u:,QS GRITRDMENESS
ok S e mEawE sk e .

B.amylo npri TEYGCEDNFENYKNLPNTDAGDYGGVHTNSGI PNRKAAYN=- = = ww e e e = TITEIGVREAE

B.su nprf TEYNQE THLGYSESY

YAENYRNLENTDECDYGGVHENSGI PNKAAYN

DYVYTEK~-DNGGVHTMNEGIPNKARYN

5. au* aur SNFEQF IGKSKER

B.s he_m:r SDPARYGDPRHY SKRYTGTO-DNGGVHINSGI INEARYLL S'QCGVHY"V"VNCI GRDEMG
B.cal npr SDPAKYGDPDHYSKRYTGTO-DNGEVATNESI INKAAYLLSQGOVHY CVEVPG I GRIEME
B.thu ner SDPTEYGDPDHY SKRYTGETS ~DNGGVHTNSGT INKOAY LLANGGTEY GVTVTGIGKDELG

B ’“e"__'lf,r(‘ SDPTKYGDPDHY SKRYTGSS ~DNGEVHTNEGI INKQAY LLANGGTHYGVTVICI GEDKLG
B.suz nprB EDPSKQGNPRHY SNRY TGTE-DYGGVHINS STHENKAARY LLARGGVHEGVOVEGIGREASE
B.cerBE33L npr .‘.SC‘RXPED‘LE““IVN\LFT ARHDEGGVHTNSS I INKVAYLIASGGNHNGVNV(GI GEDKME

. . : . * Pk ok kw.* L H :* .
B.amylo nprE QIYYRAITVYITPSSTFHDAREALIQSARDLY G~ ~SQDAASVERAFNAYGL- (SEQ 1D NO:172)
B.sub nprE CIYYRALTTY T‘SSTI‘Z(DAKAALIQSAPLJL”T“STD:".?.FJ"PA#.N\V(:L— {SEQ ID NO:174)
S.aur_aur DIYYRALTEYLTSNSNFEDCRDALYOAAKDLY -EQTAEQVYEARNEVGYE  {SEQ I0 NO:175)
B.ste nch KIFYRALVYYTTETSNFSOLRAACVOARADLY GO TSOEVNSVKDAFNAVGYY {SEQ I0 NO:174)
B.cal _ner KIFYRRLVYYLTPTSHESOLRARCVORAADLYGSTIQEVNSVKQAFNAVGYY (SEQ ID NO:1177)
B. t““,,”f B ATYYRANTQYFTQOSTTPSOARAGAVOAAADLY GANSAEYNAVRSFSAYGIR (SEQ ID NO:178)
B.cer nprC ATYYRANTOYFTOSTTFSOARAGAVOAARDLYCANSAEVARVEQSFSAVGVN {SEQ ID NO:17%)
B.sub ngrB CIYYRALTYYVIASTDESMMEQART EAANDLYCEGSKOSASVERAYERYGIL {SFQ 70 NO:180)
B.cerRi3L_spr DlFYYr«N"'"CLN’ﬁT“"‘?!F;.K ACIRVATNLYGKDSSEV ‘v’OQE«FHAYI- (SBQ T NO:183)

4e % - X s

FIG. 3B
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STGTITVGVSGRGY LGDOKNINTTYSTYY -~ -~ LODNTR--GNG
ITCTaF"“'gRGuLbUgV NTTY¥S! YLODNTR--GNG

——————— “TGPaJ' TTASGSS -~ YOLKDT TR~
——~~RAAT CSGTTLFGH YPTNTSYEGEK~ - YYLRDT.GE DI
- RAATGSGTTLEGATVELNT SVEGEK -~ YYLRDLGK DTS TQ-IL_UAQ

~= - BAT TG GTILRGKTVS LI S3ESGE -~ YVLRDLSKDPTSTQIITYRLYD

94
YRIT-LPGS LWADADNEFASYDAPAVEAH Y YAGVEYDYYXNVHNRLSYD
YRIT-LPGELWADADNQFFASYDAPAYDAHY YAGV EY DY YKNVHNRLS YD
HRTV- LPGku ADGDNOIFASYDAAAVIAHYYAGYVYDY YKNVHSRLSYD
NRST-LPGTLWNADADNVENARY DAAAVDARY YAGKTYDY YKATENRNS IN
NRTS—L?GTLMTDSP {N ———DCAnVJAhNHAQKTEFYFKNVHNRWJYD
NRQS-IPGTLLTDADN VWY ——— DEAGYDARAYAAKTYRYYHSKFGRNSID
NRQSRTPCTL.?%TWAIETS%?Q%A%VUAHYNIGKYYPYFYHVEKRNSYD
NROGRLPGTLYSSTTKTETSSSQRAAVIDAHYNLGKVYDYE Y SNFEKRNSYD
———————————————————————— AVDRRYNLGEVYDYFYSNEFKRNSYD
NREYMLPGTLV3STTNGETTSSQRAAVDAHY NLGEVYDYFYOKFNRNSYD

* ik k **A: . * K

142
GHRAATRISVHEY SQGUNNAFWNGSQMYY GDGLG - - QTEFIPLEGGIDVVAH
GNNAAIRSSVEY SQGYNNAFWNGSOMYYGRGDE —— QTFTPLSGGIDVVAH
GONALTRETVEYGRGYNNAFWNGEQMVYGLGDC - -OTEFLRESGGIDVVGH
DAGAPLKETVEYGENYNNAFWNGSQMVYGDGDG TSLEGGINVIGH
GNGAVIRSTVHEYSTRYNNAFWNGSOMVY G0G LPLSGELEVVAH
CRELOLRSTVHEYGESRYNNAFWNGSOMTYGDGDGDGSTFIAFSGDERVVGH
NKGSEIVESSVHYGTQYNNAAWTGDOMIYGLEDG-—SFFSPLSGSLOVTAHR
NEGSKIVISVHYGTQYNNAAWTGDOMIYGOGDG —— SFFSPLSGSLDVT AR
NKGSKIVISVHEYGTOYNNAAWTGDOMIYELGDE-~SFESPLEGSLDVTAR

NRGCKIVESVEYGSEYNMAAWIGDOMIYGDGDG-—SFFSPLIGSMDVTAR
s o Eahxk | kEEE K % Kk kR A A .k oxk %

192
ELTHAVTDYTAGLIYQNESGAIN AISDIFGELVKFYANKNPDWE IGEDV
Y TAGLIVONESGAINEAISDIFGTILVEFYARKNPDWEIGEDY
“L”HiVT_ AGLVYONESGAINEAMEDTIFGTLVEFYANRNPDWEE
E THAVT:NCSVLIYONEchdarhTHDI”G”LJFFYDNPN“DVE
LI”HAV ”RT CLVVCNE LN F

v

VEGYFND
5 “HFYFND
EW”ﬂu TQETA\LIYPNJPbALkLbrLU
LMTHG”TQVTAhLNYENQPGnLNESfSDV:PVVND‘““""TEDHDIGLDI

'*.A* i* - . . ** * ‘J* -* DR N 2R 2P
. P .. - PR

YTPGISGDSLRSMSDEAKYGDPDHYSKR- -~ ~YTGTODNGEVEINSGTIN
YTPEISGDSTRSMSDPAKYGDPDHY SKR--=-=YTGTLD JHIMEGTIN
YTPGYAGDALRSMSDFAKYGDPDHY SKR -~ - -YTGTODNGHVHTINSGT IN
YTPGRAGDALRSMSDFTRYGDPDHY SKR-~—-Y 'G5 SDNGEVHETNSGTIIN
TPGRSGDALRSLODFAAYGDFDHY S --YTGSQDNGEVHTNSGTI NN
YTPNICGDALRSMSNPTLY DUPHHYSNL-~--YKGSSDNGEVHETNSGIIN
T---VS5QPALRSLONPTKYNOPONYANYRNLPNTDEGDYGGVHTNSGIPN
T=--V3QPALESLSNPTRYNGPDNYANYRNLPNT DEGDYGEVHINSGIPN

T-~=YSQPALRSLSNETKYNOPDRYANYRNLENT DEGDYGGVHTNSG I PN
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(250
M—TIWKLuV K WOQTYYRALT
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Fragmento 1: .

AAT TG TGT T IRGETVSLNISSESGRYVLRDLSKPTGTO I ITYDLONREYNLPGTLYVSSTTNQFTT
SSORAAVDAHYNLGKVYDYFYQKFNRNS Y DNECCKIVESVHYGSRYNNAAWI GDOMIYGDGDOSE
FEPLEGSMDVTAREMTHGVT R TANINYENDPCALNESFSDVEGYFNDTEDWDIGEDITVEQREL
RSLSNPTRYGQPDNFKNYKNLENT (SFEQ 1D NO:222)

Fragmento 2 (desgastado):

DAGDYGOEVETNSGT PHKARYNTI TR I GVNKAEQIYYRALTVY LT PESTIKDAKARALIQSARDLY G
SQDAASVEAAWNAVGL (SEQ ID NO:223)

Fragmento 3:

AATTGTGTTLKGKTVSLNISSESGKY VL RDLSKPTGTQI ITYDLONRE YNLPGTLVS STTNQETY
SSQRAAVDRAHYNLGKVYDYFYCKENRNSYDNKCCKIVSSVHYGSRYNNAAWIGDOM I YGDGDGSE
FERLEGESMDVIAREMTRGVTQETANLNYENQPGALNESFSRVEGYFNDTEDWDIGEDITVSQRALRS
(SEQ ID NC:224)

Fragmento 4 (deducido en funcién del tamafiio):

AATTSTGT TIKGKTVSINISSESGKYVLRDLSKPTGTQI ITYDLONRE YNLPGTLVSSTTRQFTT
SSQRAAVDAHYNLGKVY DY FYQORFRRHSYDNKGCKIVSSVHYGSRYNNAAK I GDOMIYGDGDGSTE
FEPLEGSMDY (580 ID NO:225)

Fragmento 5:

LENPTEYGQPDNFKNYRNLPNTDAGDYGGVHTNSGI PREAAYNT ITK IGVN KAEQIYYRALTVYL
TPSSTFEDAKALRLIQSARDLYGSQDAASVERAWNAVEL (S5O ID NQ:228)

FIG. 35
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