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RESUMO

"VARIANTES DE PROTEASES MULTIPLAMENTE SUBSTITUIDAS COM

CARGA LIQUIDA ALTERADA PARA UTILIZAQAO EM DETERGENTES"

Sao divulgados métodos para melhorar o desempenho
de proteases em varias composig¢des detergente. As proteases
sdao modificadas por substituicdo de aminocdcidos para tornar
a carga nessas posicgdes mais negativa ou menos positiva em
comparagao com uma protease precursora, ou mais positiva ou
menos negativa em comparagdao com uma protease precursora, O
gque resulta na protease ser mais eficaz num sistema de
média concentragao de detergente gue a protease precursora.
Sao também proporcionados métodos para melhorar o)
desempenho de proteases em sistemas de baixa, média e alta
concentracao de detergente por substituicdo de aminoacidos
para tornar a carga mais negativa ou menos positiva em
comparagao com uma protease precursora, ou por substituicao
de aminoacidos para tornar a carga mais positiva ou menos

negativa em comparagdo com uma protease precursora.
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DESCRICAO

"VARIANTES DE PROTEASES MULTIPLAMENTE SUBSTITUIDAS COM

CARGA LIQUIDA ALTERADA PARA UTILIZAQAO EM DETERGENTES"

Antecedentes do Invento

As serina-proteases sao um subgrupo das carbonil-
hidrolases. Estas compreendem uma classe variada de enzimas
possuindo uma ampla variedade de especificidades e funglbes
biolégicas. Stroud, R., Sci. Amer. 131: 74-88. Apesar da
sua diversidade funcional, a maquinaria catalitica das
serina-proteases foil abordada por pelo menos duas familias
geneticamente distintas de enzimas: 1) as subtilisinas e 2)
as serina-proteases bacterianas e homdélogas relacionadas
com quimotripsina de mamifero (p. ex., tripsina e tripsina
de S. gresius). Estas duas familias de serina-proteases
apresentam mecanismos de catdlise notavelmente semelhantes,
Kraut, J., Ann. Rev. Biochem. 46: 331-358, 1977. Para além
disso, embora a estrutura primaria ndo esteja relacionada,
a estrutura terciaria destas duas familias de enzimas junta
uma triade catalitica conservada de aminodcidos consistindo

em serina, histidina e aspartato.

As subtilisinas sao serina-proteases (PM aprox.
27500) gue sao segregadas em grandes quantidades a partir
de uma ampla variedade de espécies de Bacillus e outros

microrganismos. A sequéncia proteica da subtilisina foi
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determinada a partir de pelo menos nove espécies diferentes
de Bacillus. Markland, F.S. et al., Hope-Seyler's 7Z.
Physiol. Chem. 364: 1537-1540, 1983. Foi relatada a
estrutura cristalografica tridimensional das subtilisinas
de Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis e de
varias variantes naturais de B. Ientus. Estes estudos
indicam que embora a subtilisina nao seja geneticamente
relacionada com as serina-proteases de mamifero, possui uma
estrutura semelhante do local activo. As estruturas
cristalinas de raios X de subtilisina contendo inibidores
peptidicos covalentemente ligados (Robertus, J.D. et al.,
Biochemistry 11: 2439-2449, 1972) ou complexos produtos
(Robertus, J.D. et al., J. Biol. Chem. 251: 1097-1103,
1976) proporcionaram também informagao em relagao ao local
activo e a putativa fenda de ligacdo ao substrato da
subtilisina. Adicionalmente, foi relatado um grande numero
de estudos de modificagdao cinética e quimica para a
subtilisina; Svendsen, B., Carisberg Res. Commun. 41: 237-
291, 1976; Markland, F.S. Id.) bem como pelo menos um
relatério em que a cadeia lateral da metionina no residuo
222 da subtilisina foi convertida através de perdxido de
hidrogénio em sulfdéxido de metionina (Stauffer, D.C. et
al., J. Biol. Chem. 244: 5333-5338, 1965) e foi realizada
extensa mutagénese especifica do local (Wells e Estell,

TIBS 13: 291-297, 1988).

W09100345 divulga um método de melhoramento do
desempenho de subtilisinas em detergentes através da

substituicdo de residuos de aminoacidos com um residuo mais
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negativo ou mais positivo e da medigcao do desempenho da
enzima em relagao ao pH da solucao de lavagem. W09523221
divulga que a substituicdo de residuos por uns mais
negativos pode aumentar o desempenho na lavagem de uma
subtilisina num sistema detergente europeu. Também a
EP328229 divulga que a mudanga da carga de um residuo de
aminoacido de subtilisina pode aumentar o desempenho na

lavagem da enzima nalguns detergentes.

Um problema comum no desenvolvimento de uma
variante de protease para utilizagao numa formulagao de
detergente é a variedade de condig¢gdes de lavagem incluindo
as variadas formulagdes de detergente em que uma variante
de protease poderia ser utilizada. Por exemplo, formulagbes
de detergente utilizadas em diferentes areas tém
concentragdes diferentes dos seus componentes relevantes
presentes na 4agua de lavagem. Por exemplo, um sistema de
detergente europeu tem tipicamente cerca de 4500-5000 ppm
de componentes de detergente na agua de lavagem enguanto
gque um sistema de detergente Jjaponés tem tipicamente
aproximadamente 667 ppm de componentes de detergente na
dgua de lavagem. Na América do Norte, particularmente nos
Estados Unidos, um sistema de detergente tem tipicamente
cerca de 975 ppm de componentes de detergente presentes na
agua de lavagem. Surpreendentemente, foil desenvolvido um
método para o desenho racional de uma variante de protease
para utilizagao num sistema de baixa concentracao de
detergente, num sistema de alta concentracao de detergente

e/ou num sistema de concentragdo média de detergente bem
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como para utilizacao em todos os trés tipos de sistemas de

concentracao de detergente.

Sumario do Invento

O presente invento proporciona um método de
melhoramento do desempenho de uma subtilisina num sistema
de baixa, média e elevada concentragao de detergente
possuindo menos de cerca de 800 ppm, entre cerca de 800 ppm
e cerca de 2000 ppm, e acima de 2000 ppm de componentes de

detergente presentes na agua de lavagem, respectivamente:

a) substituigcdo de um aminoacido numa ou mais
posicdes de residuos numa subtilisina precursora para
produzir uma variante de subtilisina em que a substituicgao
altera a carga nessa posigcao para tornar a carga mais

positiva ou menos negativa em comparagao com a precursora;

b) substituigcdo de um aminodcido numa ou mais
posigdes de residuos numa subtilisina precursora para
produzir uma variante de subtilisina em que a substituicgao
altera a carga nessa posicao para tornar a carga mais

negativa ou menos positiva em comparagao com a precursora;

c) teste da variante para determinar a sua
eficacia em comparacao com a subtilisina precursora num
sistema de baixa, média e elevada concentragao de
detergente possuindo menos de cerca de 800 ppm, entre cerca

de 800 ppm e cerca de 2000 ppm, e acima de cerca de 2000
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ppm de componentes de detergente presentes na agua de

lavagem, respectivamente; e

d) repeticao dos passos a)-c) conforme
necessario para produzir uma variante de subtilisina que
seja mais eficaz num sistema de baixa, média e elevada

concentragcao de detergente que uma protease precursora.

A  precursora pode ser uma subtilisina de

Bacillus, tal como subtilisina de Bacillus lentus.

E também proporcionado um método de producdo de
uma composicao de detergente compreendendo o melhoramento
do desempenho de uma subtilisina produzindo uma variante de
subtilisina através de um método do invento, a formulagéo
da variante de subtilisina numa composicao de detergente em
pd ou liguida possuindo um pH entre 6,5 e 12,0 a de cerca

de 0,1 a cerca de 5% do peso.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figs. 1 A-C representam a sequéncia de ADN e
de aminodcidos para a subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens e um mapa de restrigcao parcial deste

gene.

A Fig. 2 representa os residuos de aminoacidos
conservados entre as subtilisinas de Bacillus amylolique-

faciens (BPN') e Bacillus lentus (tipo selvagem).
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As Figs. 3A e 3B representam a sequéncia de
aminoacidos de quatro subtilisinas. A linha de cima
representa a sequéncia de aminoacidos da subtilisina de
Bacillus amyloliquefaciens (também por vezes referida como
subtilisina BPN'). A segunda linha representa a sequéncia
de aminocacidos da subtilisina de Bacillus subtilis. A
terceira linha representa a sequéncia de aminoadcidos da
subtilisina de B. licheniformis. A dquarta linha representa
a sequéncia de aminoacidos da subtilisina de Bacillus
lentus (também referida como subtilisina 309 em PCT
W089/06276). O simbolo * denota a auséncia de residuos de
aminoacidos especificos em comparagdo com a subtilisina

BPN'.

Descricdao Detalhada do Invento

Tal como observado acima, certas regibdes geogra-
ficas tém certas condigdes de lavagem e, como tal, utilizam
diferentes tipos de detergentes. Por exemplo, o Japao
utiliza um sistema de baixa concentragcao de detergente
enquanto gque a Europa utiliza um sistema de alta concen-
tragao de detergente. Tal como discutido anteriormente, os
Estados Unidos utilizam um sistema de concentragao média de
detergente. Verificdmos que diferentes variantes de protea-
ses tém um desempenho o6ptimo nestas diferentes formulagdes
de detergente. No entanto, em resultado destas observacgdes,
esperar-se-ia que fosse impossivel encontrar uma protease

que funcionasse bem em todos os trés tipos de detergentes.
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Surpreendentemente, nao é este o caso. Foi desenvolvido um
método de concepgao racional de uma variante de protease
que funciona em todos os trés sistemas de concentracgao de

detergente.

Verificamos gque para produzir uma variante de
protease que seja mais eficaz num sistema de baixa concen-
tracdo de detergente, ¢é necessdrio substituir um ou mais
residuos carregados positivamente por residuos carregados
negativamente ou residuos neutros e/ou um ou mais residuos
neutros por residuos carregados negativamente. Pelo contra-
rio, observamos que para produzir uma variante de protease
que seja mais eficaz num sistema de alta concentracao de
detergente, ¢é necessario substituir um ou mais residuos
carregados negativamente por residuos carregados positiva-
mente ou residuos neutros e/ou um ou mais residuos neutros
por residuos carregados positivamente. Ainda, verificamos
que muitas das variantes de proteases Uteis no sistema de
baixa concentracado de detergente e/ou no sistema de elevada
concentracao de detergente sao também eficazes num sistema
de média concentracao de detergente. Eguilibrando estas
alteragbes, ¢é possivel produzir uma variante de protease
que funcione bem em todos os trés sistemas de concentracao

de detergente.

A carga electrostatica que qualqgquer cadeia
lateral de aminoacido ionizavel com uma funcao acida ou
bdsica assume em solugdo aquosa ¢é uma fungdo do pH. Os

residuos &acidos Glu e Asp, num processo de equilibrio,
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perdem um protdo através de dissociagao entre pH 3 e 6
adquirindo deste modo uma carga negativa. De um modo
semelhante, His, Lys e Arg perdem gradualmente um protao
entre pH 5 e 8, pH 8,5 e 11,5 e pH 11 e 14, respectiva-
mente, perdendo deste modo uma carga positiva. O protao do
OH de Tyr dissocia-se de forma crescente entre pH 8,5 e
11,5, pelo gque Tyr adgquire uma carga negativa. O intervalo
de dissociagédo do terminal carboxilo é pH 1 a 4, produzindo
uma carga negativa, e para o terminal amino é pH 8 a 11,
acompanhado da perda de uma carga positiva. O intervalo de
dissociagao para as cadeias laterais dos aminoacidos dados
aqgui sao valores médios para muitas proteinas mas sabe-se
que sao afectados por configuragdes estruturais invulgares

nalgumas proteinas.

O efeito cumulativo de todas as cargas determina
se uma proteina tem uma carga positiva ligquida ou negativa
ligquida a um dado pH. O pH ao gual as cargas positivas e
negativas sao igualmente eficazes e conferem um estado
electrostaticamente neutro a uma proteina ¢é designado o
ponto isoceléctrico (pI). Uma proteina perderda ou ganhara
carga quando o pH for mudado ou quando for adicionado ou
removido um aminodcido com um residuo de cadeia lateral
ionizavel. Um aumento na carga positiva liquida pode ser
alcancado através da substituicdo de um residuo que a um
dado pH seja carregado negativamente por um residuo sem
carga ou carregado positivamente, conduzindo a uma mudancga
de carga formal de +1 e +2, respectivamente. Através da

substituigcdo de um residuo de cadeia lateral sem carga por
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um que esteja protonado a um dado pH a mudanga de carga
formal seria de +1. Semelhantemente, a carga negativa
ligquida pode ser aumentada através da substituigcao de
cadeias laterais carregadas positivamente ou nao carregadas
por cadeias laterais carregadas negativamente ao pH de
observagao e ganho um aumento formal na carga negativa de -

1 e -2, respectivamente.

Um sistema de baixa concentracao de detergente
inclui detergentes onde menos de cerca de 800 ppm de
componentes de detergente estdo presentes na agua de
lavagem. Os detergentes Jjaponeses sao tipicamente conside-
rados sistemas de baixa concentragao de detergente uma vez
gque tém aproximadamente 667 ppm de componentes de detergen-

te presentes na dgua de lavagem.

Uma concentracao de detergente média inclui
detergentes onde entre cerca de 800 ppm e cerca de 2000 ppm
de componentes de detergente estdo presentes na agua de
lavagem. Os detergentes norte-americanos sao dJgeralmente
considerados sistemas de concentracgao média de detergente
uma vez gue tém aproximadamente 975 ppm de componentes de
detergente presentes na 4agua de lavagem. O Brasil tem
tipicamente aproximadamente 1500 ppm de componentes de

detergente presentes na agua de lavagem.

Um sistema de alta concentracao de detergente
inclui detergentes onde mais de cerca de 2000 ppm de

componentes de detergente estdo presentes na agua de
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lavagem. Os detergentes europeus sao dJeralmente conside-
rados sistemas de alta concentracgdao de detergente uma vez
que tém aproximadamente 4500-5000 ppm de componentes de

detergente na agua de lavagem.

Os detergentes da América Latina sao geralmente
detergentes ricos em sabdes geradores de fosfatos e a
variedade de detergentes utilizados na América Latina pode
cair tanto nas concentragdes médias de detergente como
elevadas uma vez dque variam de 1500 ppm a 6000 ppm de
componentes de detergente na agua de lavagem. Tal como
mencionado acima, o Brasil tem tipicamente 1500 ppm de
componentes de detergente presentes na agua de lavagem.
Contudo, outras regides geograficas de detergentes ricos em
sabdes geradores de fosfatos, que nao se limitam a outros
paises da América Latina, podem ter sistemas de alta
concentracao de detergente até 6000 ppm de componentes de

detergente presentes na agua de lavagem.

A luz do antecedente, é evidente que as concen-
tragbes das composigcdes de detergente em solugdes de
lavagem tipicas pelo mundo fora variam de menos de cerca de
800 ppm de composicao do detergente ("regides geograficas
de baixa concentracao de detergente"), por exemplo cerca de
667 ppm no Japao, a entre cerca de 800 ppm e cerca de 2000
ppm ("regides geograficas de média concentragado de
detergente"), por exemplo cerca de 975 ppm nos EUA e cerca
de 1500 ppm no Brasil, a malis de cerca de 2000 ppm

("regides geograficas de alta concentracdo de detergente"),
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por exemplo cerca de 4500 ppm a cerca de 5000 ppm na Europa
e cerca de 6000 ppm em regides geograficas de detergentes

ricos em sabbes geradores de fosfatos.

As concentracdes das solugdes de lavagem tipicas
sao determinadas empiricamente. Por exemplo, nos EUA, uma
maquina de lavar a roupa tipica suporta um volume de cerca
de 64,4 1 de solucgao de lavagem. Concordantemente, para se
obter uma concentragao de cerca de 975 ppm de detergente na
solugao de lavagem tém de ser adicionados cerca de 62,79 g
da composigcao de detergente aos 64,4 1 da solugao de
lavagem. Esta quantidade é a quantidade tipica medida para
a agua de lavagem pelo consumidor utilizando o copo medida

proporcionado com o detergente.

As proteases sao carbonil-hidrolases gque actuam
geralmente para clivar ligacgdes peptidicas de proteinas ou
péptidos. Tal como se utiliza aqui, "protease" significa
uma protease de ocorréncia natural ou uma protease
recombinante. O termo "protease"™ é utilizado alternadamente
com o termo "subtilisina", excepto onde o contexto o exige
de outro modo. A subtilisinacao é descrita em mais detalhe

abaixo.

O presente invento faz uso de enzimas proteases
gque sao variantes de ocorréncia nao natural de proteases
possuindo uma actividade proteolitica, caracteristicas de
estabilidade, especificidade de substrato, perfil de pH

e/ou desempenho diferentes em comparagdo com a precursora
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da qual deriva a sequéncia de aminodcidos da variante.
Especificamente, tails variantes de proteases tém uma
sequéncia de aminoacidos gue ndo se encontra na natureza,
que € derivada através de substituicao de uma variedade de
residuos de amincdcidos de uma proteases precursora por
aminoacidos diferentes. A protease precursora pode ser uma
protease de ocorréncia natural ou uma protease

recombinante.

As variantes de proteases uUteis aqui englobam a
substituig¢do de qualquer um dos dezanove L-aminoacidos de
ocorréncia natural nas designadas posicdes de residuos de
aminoacidos. Tais substitui¢gdes podem ser feitas em
qualguer subtilisina precursora (procaridtica, eucaridtica,
etc.). Ao longo deste pedido é feita referéncia a varios
aminoacidos por meio dos vulgares cdédigos de uma letra e de
trés letras. Tais cdédigos sao identificados em Dale, M.W.
(1989) "Molecular Genetics of Bacteria"™, John Wiley & Sons,

Ltd., Apéndice B.

As variantes de proteases uUteis aqui sao varian-
tes de subtilisinas e sao de preferéncia derivadas de uma
subtilisina de Bacillus. De maior preferéncia, as variantes
de proteases sao derivadas da subtilisina de Bacillus

lentus e/ou da subtilisina 309.

As subtilisinas sao proteases Dbacterianas ou
fungicas que actuam geralmente clivando ligagbes peptidicas

de proteinas ou péptidos. Tal como aqui se wutiliza,
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"subtilisina™ significa uma subtilisina de ocorréncia
natural ou uma subtilisina recombinante. Sabe-se que uma
série de subtilisinas de ocorréncia natural é produzida e
frequentemente segregada por varias espécies microbianas.
As sequéncias de aminodcidos dos membros desta série nao
sao inteiramente homélogas. No entanto, as subtilisinas
desta série exibem o mesmo tipo ou um tipo semelhante de
actividade proteolitica. Esta classe de serina-proteases
partilha uma sequéncia de aminoacidos comum definindo uma
triade catalitica que as distingue da classe de serina-
proteases relacionadas com quimotripsina. As subtilisinas e
as serina-proteases relacionadas com guimotripsina tém
ambas uma triade catalitica compreendendo aspartato, histi-
dina e serina. Nas proteases relacionadas com subtilisina a
ordem relativa destes aminocdcidos, lendo do terminal amino
para o carboxilo, é aspartato-histidina-serina. Nas protea-
ses relacionadas com quimotripsina, a ordem relativa €&, no
entanto, histidina-aspartato-serina. Assim, a subtilisina
aqul refere-se a uma serina-protease possuindo a triade
catalitica das proteases relacionadas com subtilisina.
Exemplos incluem mas nado se limitam as subtilisinas aqui
identificadas na Fig. 3. Geralmente e para fins do presente
invento, a numeracdo dos aminoacidos em proteases corres-
ponde aos nUmeros atribuidos a sequéncia da subtilisina

madura de Bacillus amyloliquefaciens apresentada na Fig. 1.

"Subtilisina recombinante™ ou "protease recombi-
nante" refere-se a uma subtilisina ou protease na qual a

sequéncia de ADN codificando a subtilisina ¢é modificada
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para produzir uma sequéncia de ADN variante (ou mutante)
que codifica a substituicao, delecao ou insercao de um ou
mais aminodcidos na sequéncia de aminoacidos de ocorréncia
natural. Métodos adequados para produzir uma tal modifi-
cagao, e que podem ser combinados com os aqui divulgados,
incluem os descritos em Patente US RE 34606, Patente US
5204015 e Patente US 5185258, Patente US 5700676, Patente

US 5801038 e Patente US 5763257.

As "subtilisinas nao humanas™ e o ADN qgue as
codifica podem ser obtidos a partir de muitos organismos
procaridéticos e eucaridticos. Exemplos adequados de orga-
nismos procaridéticos incluem organismos Gram-negativos tais
como E. coli ou Pseudomonas e bactérias Gram-positivas tais
como Micrococcus ou Bacillus. Exemplos de organismos euca-
riéticos a partir dos quais podem ser obtidos a subtilisina
e 0s seus genes incluem leveduras tais como Saccharomyces

cerevisiae, fungos tais como Aspergillus sp.

Uma "variante de protease" tem uma sequéncia de
aminoacidos que ¢ derivada da sequéncia de aminoacidos de
uma "protease precursora". As proteases precursoras incluem
proteases de ocorréncia natural e proteases recombinantes.
A sequéncia de aminoadcidos da variante de protease ¢é
"derivada" da sequéncia de aminoacidos da protease precur-
sora através da substituicao, delecao ou insercao de um ou
mals aminodcidos da sequéncia de aminoacidos precursora.
Tal modificacdo é da "sequéncia de ADN precursora" gque

codifica a sequéncia de aminoacidos da protease precursora
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em vez da manipulagdo da enzima protease precursora per se.
Métodos adequados para tal manipulacao da sequéncia de ADN
precursora incluem os métodos aqui divulgados, bem como
métodos conhecidos dos peritos na arte (ver, por exemplo,
EP 0328299, WO 89/06279 e as Patentes e Pedidos US ja aqui

referenciados).

Estes nUmeros das posigdes de aminoacidos refe-
rem-se ao atribuidos a sequéncia da subtilisina madura de
Bacillus amyloliquefaciens apresentada na Fig. 1. No
entanto, o invento, nado se limita a mutagdo desta subti-
lisina em particular mas estende-se a proteases precursoras
contendo residuos de aminocacidos nas posicgdes que sao
"equivalentes" aos residuos particulares identificados na
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. Numa concre-
tizacao preferida do presente invento, a protease precur-
sora € a subtilisina de Bacillus lentus e as substituicgbes
sdo feitas nas posigbes de residuos de aminoacidos equi-

valentes em B. lentus que correspondem as listadas acima.

Uma posicdo de residuo (de aminodcido) de uma
protease precursora € equivalente a um residuo da subti-
lisina de Bacillus amyloliquefaciens se for homdélogo (i.e.,
correspondendo na posigdo a estrutura primaria ou tercia-
ria) ou andlogo a um residuo especifico ou porgdo desse
residuo na subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (i.e.,
possuindo a mesma capacidade funcional ou uma capacidade
semelhante para combinar, reagir ou interagir quimica-

mente) .
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Para estabelecer homologia com a estrutura primé-
ria, a sequéncia de aminoacidos de uma protease precursora
¢ directamente comparada com a sequéncia primaria da
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens e particularmente
com um conjunto de residuos gque se sabe ser invariante nas
subtilisinas para as gquais € conhecida a sequéncia. Por
exemplo, a Fig. 2 aqui mostra os residuos conservados entre
a subtilisina de B. amyloliquefaciens e a subtilisina de B.
lentus. Apds alinhamento dos residuos conservados, permi-
tindo as inserc¢des e delegdes necessarias para manter o
alinhamento (i.e., evitando a eliminag¢do de residuos con-
servados através de delegdo e insercgdo arbitrarias), sao
definidos os residuos equivalentes a determinados amino-
acidos na sequéncia primaria da subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens. O alinhamento dos residuos conservados
deve de preferéncia conservar 100% desses residuos. No
entanto, um alinhamento de mais de 75% ou de apenas 50% dos
residuos conservados € também adequado para definir os
residuos equivalentes. A conservagao da triade catalitica,
Asp32/His64/Ser221 deve ser mantida. Siezen et al., 1991,
Protein Eng. 4(7): 719-737 mostra o alinhamento de um
grande nuUmero de serina-proteases. Siezen et al. referem-se
ao agrupamento como subtilases ou serina-proteases seme-

lhantes a subtilisina.

Por exemplo, na Fig. 3, as sequéncias de amino-
acidos da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens,

Bacillus subtilis, Bacillus lincheniformis (carlsbergensis)
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e Bacillus lentus estdao alinhadas para proporcionarem a
quantidade méxima de homologia entre as sequéncias de
aminoacidos. Uma comparacao destas sequéncias mostra que
existem varios residuos conservados contidos em cada
sequéncia. Estes residuos conservados (tal como entre BPN'

e B. lentus) estao identificados na Fig. 2.

Estes residuos conservados, podem assim ser uti-
lizados para definir os residuos de aminoacidos equiva-
lentes correspondentes da subtilisina de Bacillus amyloli-
quefaciens noutras subtilisinas tais como a subtilisina de
Bacillus lentus {(Publicacao PCT N° WO 89/06279 publicada a
13 de Julho de 1989), a enzima precursora da protease aqui
preferida, ou a subtilisina referida como PB92 (EP
0328299), que ¢é altamente homdéloga a subtilisina de
Bacillus lentus preferida. As sequéncias de aminoacidos de
algumas destas subtilisinas estao alinhadas nas Figs. 3A e
3B com a sequéncia da subtilisina de Bacillus amyloli-
quefaciens para produzirem a homologia maxima de residuos
conservados. Tal como se pode observar, existem varias
delegbes na sequéncia de Bacillus lentus em comparagao com
a subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. Assim, por
exemplo, o aminoadcido equivalente para Vall65 na subti-
lisina de Bacillus amyloliquefaciens nas outras subti-

lisinas é isoleucina para B. lentus e B. licheniformis.

Os "residuos equivalentes" ©podem também ser
definidos através da determinagao da homologia ao nivel da

estrutura terciaria ©para uma protease precursora cuja
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estrutura terciadria foi determinada através de crista-
lografia de raios X. Os residuos equivalentes sao definidos
como aqueles para oS gquails as coordenadas atdmicas de dois
ou mais dos atomos da cadeia principal de um determinado
residuo de aminoacido da protease precursora e da
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (N em N, CA em
CA, C em C e O em 0) estao dentro de 0,13 nm e de prefe-
réncia 0,1 nm apds alinhamento. O alinhamento é alcangado
apdés o melhor modelo ter sido orientado e posicionado para
dar a sobreposigao maxima das coordenadas atdmicas dos
atomos da proteina que nado hidrogénio da protease em
questao com a subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. O
melhor modelo ¢ o modelo da cristalografico que da o menor
factor R para os dados experimentais de difracg¢dao a maior

resolugao disponivel.

Zh|Fo(h)|—|Fc(h)|
2., |Fo(h)]

FactorR =

Os residuos equivalentes que sao funcionalmente
andlogos a um residuo especifico da subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens sao definidos como os aminoacidos da
protease precursora qgque podem adoptar uma conformacao tal
que alteram, modificam ou contribuem para a estrutura
proteica, 1ligagcdo ao substrato ou catdlise de um modo
definido e atribuido a um residuo especifico da subtilisina
de Bacillus amyloliquefaciens. Mais, sdo aqueles residuos
da protease precursora (para a qual foli obtida uma

estrutura tercidria através de cristalografia de raios X)
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que ocupam uma posigdo andloga até ao ponto em que, embora
0os Aatomos da cadeia principal do dado residuo possam néo
satisfazer os <critérios de equivaléncia com base na
ocupacao de uma posicao homdéloga, as coordenadas atdmicas
de pelo menos dois atomos da cadeia lateral do residuo
ficam a 0,13 nm dos atomos correspondentes da cadeia
lateral da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. As
coordenadas da estrutura tridimensional da subtilisina de
Bacillus amyloliquefaciens estao expostas na Publicagao EPO
N° 0251446 (equivalente a Patente US 5182204, cuja divul-
gacao € aqui incorporada por referéncia) e podem ser utili-
zados tal como delineado acima para determinar os residuos

equivalentes ao nivel da estrutura terciaria.

Alguns dos residuos identificados para substi-
tuigao sao residuos conservados enquanto gque outros nao
sao. No caso de residuos gue nao sao conservados, a
substituig¢do de um ou mais aminocdcidos esta limitada a
substituig¢des dque produzam uma variante dque tenha uma
sequéncia de aminodcidos que ndo corresponda a uma verifi-
cada na natureza. No caso de residuos conservados, tais
substituic¢des nao devem resultar numa sequéncia de
ocorréncia natural. As variantes de proteases do presente
invento incluem as formas maduras de variantes de
proteases, bem como as prdé- e as preproé-formas de tais
variantes de proteases. As prepré-formas sao a construgao
preferida uma vez que isto facilita a expressao, secregao e

maturagdao das variantes de proteases.
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"Pré-sequéncia" refere-se a uma sequéncia de
aminoacidos ligada a porgédo N-terminal da forma madura de
uma protease que quando é removida resulta no aparecimento
da forma "madura" da protease. Muitas enzimas proteoliticas
encontram-se na natureza como produtos prdé-enzima da
traducédo e, na auséncia de processamento pds-traducgao, sao
expressos deste modo. Uma prdé-sequéncia preferida para
producao de variantes de ©proteases é a putativa proé-
sequéncia da subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens,
embora possam ser utilizadas outras prd-sequéncias de

proteases.

Uma "sequéncia sinal" ou "pré-sequéncia" refere-
se a qualguer sequéncia de aminoacidos ligada a porgdo N-
terminal de uma protease ou a porg¢do N-terminal de uma proé-
protease que pode participar na secrecao das formas madura
ou pré- da protease. Esta definicdao de sequéncia sinal é
funcional, pretendendo incluir todas as sequéncias de
aminoacidos codificadas pela porgao N-terminal do gene da
protease que ©participa na realizagdo da secrecgao da
protease sob condig¢gdes nativas. O presente invento utiliza
tais sequéncias para efectuar a secregcao das variantes de
proteases tal como aqui definidas. Uma possivel sequéncia
sinal compreende os primeiros sete residuos de aminoacidos
da sequéncia sinal da subtilisina de Bacillus subtilis
fundidos com o restante da sequéncia sinal da subtilisina

de Bacillus lentus (ATCC 21536).
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Uma forma "prepré" de uma variante de protease
consiste na forma madura da protease possuindo uma pro-
sequéncia operativamente ligada ao terminal amino da
protease e uma sequéncia "pré" ou "sinal" operativamente

ligada ao terminal amino da pré-sequéncia.

"Vector de expressao" refere-se a uma construcao
de ADN contendo uma sequéncia de ADN gue é operativamente
ligada a uma sequéncia de controlo adequada capaz de
efectuar a expressao do referido ADN num hospedeiro ade-
quado. Tais sequéncias de controlo incluem um promotor para
efectuar a transcricao, uma sequéncia operadora opcional
para controlar tal transcrigao, uma sequéncia codificando
locailis adequados de ligagcao do ARNm ao ribossoma e
sequéncias que controlam a terminagao da transcrigcao e da
traducdo. O vector pode ser um plasmideo, uma particula
fagica ou simplesmente uma potencial inserg¢do gendmica. Uma
vez transformado num hospedeiro adequado, o vector pode
replicar-se e funcionar independentemente do genoma do
hospedeiro ou pode, nalguns casos, i1integrar-se no proéprio
genoma. No presente fasciculo, "plasmideo"™ e "vector" séo
por vezes utilizados alternadamente uma vez que o plasmideo
é¢ a forma de vector mais vulgarmente utilizada actualmente.
No entanto, pretende-se que o invento inclua outras formas
de vectores de expressao que servem fungdes equivalentes e

gue sao, ou gue se tornem, conhecidas na arte.

As "células hospedeiras™ utilizadas no presente
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invento sao geralmente hospedeiros procaridticos ou
eucaridéticos que de preferéncia foram manipulados através
dos métodos divulgados na Patente US RE 34606 para os
tornar incapazes de segregar endoprotease enzimaticamente
activa. Uma célula hospedeira preferida para expressar
protease na estirpe de Bacillus BG2036 que é deficiente em
protease neutra enzimaticamente activa e protease alcalina
(subtilisina). A construcao da estirpe BG2036 esta descrita
em detalhe na Patente Us 5264366. Outras células
hospedeiras para a expressao de protease incluem Bacillus
subtilis 1168 (também descrito na Patente US RE 34606 e na
Patente US 5264366), bem como qualquer estirpe de Bacillus

adequada tal como B. licheniformis, B. lentus, etc.

As células hospedeiras sao transformadas ou
transfectadas com vectores construidos utilizando técnicas
de ADN recombinante. Tais células hospedeiras transformadas
sao capazes de replicar vectores codificando as wvariantes
de proteases ou de expressar a variante de protease
desejada. No caso de vectores que codificam a pré-forma ou
a preprdé-forma da variante de protease, tais variantes,
quando expressas, sao tipicamente segregadas a partir da

célula hospedeira para o meio da célula hospedeira.

"Operativamente ligada", quando se descreve a
relagao entre duas regides de ADN, significa simplesmente
que estas estao funcionalmente relacionadas uma com a

outra. Por exemplo, uma pré-sequéncia esta operativamente



PE1612271 - 23 -

ligada a um péptido se funcionar como sequéncia sinal,
participando na secrecao da forma madura da proteina muito
provavelmente envolvendo a clivagem da sequéncia sinal. Um
promotor esta operativamente ligado a uma sequéncia de
codificagao se controlar a transcricao da sequéncia; um
local de ligagao ao ribossoma esta operativamente ligado a
uma sequéncia de codificagao se estiver posicionado de

forma a permitir a tradugao.

Os genes codificando a protease precursora de
ocorréncia natural podem ser obtidos de acordo com o0s
métodos gerais conhecidos dos peritos na arte. Os métodos
compreendem geralmente a sintese de sondas marcadas
possuindo putativas sequéncias codificando regides da
protease de interesse, a preparacgao de bibliotecas
gendémicas de organismos gue expressam a protease e a
pesguisa das bibliotecas gquanto ao gene de 1interesse
através da hibridacdo com as sondas. Os clones que hibridam

positivamente sao entao mapeados e sequenciados.

A protease clonada ¢é entdao utilizada para
transformar uma célula hospedeira para expressar a
protease. O gene da protease é entao ligado a um plasmideo
de elevado numero de coépias. Este plasmideo replica-se em
hospedeiros no sentido em que ele contém os elementos bem
conhecidos necessarios para a replicacao de plasmideos: um
promotor operativamente ligado ao gene em questao (que pode

ser fornecido como o préprio promotor homdélogo do gene se
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for reconhecido, i.e., transcrito, pelo hospedeiro), uma
regiao de terminacdo da transcrigcdao e poliadenilacao
(necessaria para a estabilidade do ARNm transcrito pelo
hospedeiro a partir do gene da protease em certas células
hospedeiras eucaridticas) que € exdgena ou € fornecida pela
regiao terminadora enddégena do gene da Pprotease e,
desejavelmente, um gene de seleccao tal como um gene de
resisténcia a antibidticos que permite a manutencao conti-
nua em cultura das células hospedeiras infectadas pelo
plasmideo através de crescimento em meios contendo anti-
bidético. Os plasmideos de elevado numero de cdpias contém
também uma origem de replicagdo para o hospedeiro,
permitindo deste modo que seja gerado um grande numero de
plasmideos no citoplasma sem limitagdes cromossémicas. No
entanto, esta dentro do éambito daqui integrar multiplas
coépias do gene da protease no genoma do hospedeiro. Isto é
facilitado por organismos procariotas e eucariotas que

sejam particularmente susceptiveis a recombinacdo homdloga.

O gene pode ser um gene de B. Ientus natural.
Alternativamente, pode ser produzido um gene sintético
codificando uma protease precursora de ocorréncia natural
ou mutante. Numa tal abordagem, ¢é determinada a sequéncia
de ADN e/ou de aminoacidos da protease precursora.
Maltiplos fragmentos sintéticos de ADN de cadeia simples
sobreponiveis sao a partir dai sintetizados, os quais apds
hibridagao e ligacadao produzem um ADN sintético codificando
a protease precursora. Um exemplo de uma construgao génica

sintética é exposto no Exemplo 3 da Patente US 5204015.
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Uma vez clonado o gene de ocorréncia natural ou
sintético da protease precursora, sao efectuadas varias
modificagdes para aumentar a utilizacdao do gene para além
da sintese da protease precursora de ocorréncia natural.
Tais modificagdes incluem a produgao de proteases
recombinantes tal como divulgado na Patente US RE 34606 e
na Publicagcao EPO N° (0251446 e a produgao das variantes de

proteases aqui descritas.

O seguinte método de mutagénese por cassete pode
ser utilizado para facilitar a construgao das variantes de
proteases do presente invento, embora possam ser utilizados
outros métodos. Primeiro, o gene de ocorréncia natural
codificando a protease é obtido e sequenciado no todo ou em
parte. Depoils a sequéncia é pesquisada quanto a um ponto no
qual ¢é desejado fazer uma mutacao (delecdao, 1insercao ou
substituicdo) de um ou mais aminodcidos na enzima codi-
ficada. As sequéncias qgque flanqueiam este ponto sao ava-
liadas quanto a presengca de locais de restricdao para
substituicdo de um curto segmento do gene por um banco de
oligonucledétidos que quando expresso codificara varios
mutantes. Tais locais de restrigao sao de preferéncia
locais 1wnicos dentro do gene da protease de forma a
facilitar a substituicdao do segmento génico. No entanto,
pode ser utilizado qualgquer local de restricao conveniente
gque nao seja globalmente redundante no gene da protease,

desde que os fragmentos génicos gerados através da digestao
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de restrigcao possam ser novamente montados na sequéncia
correcta. Se nao estiverem presentes locails de restrigdo em
localizagbes dentro de uma distancia conveniente a partir
do ponto seleccionado (de 10 a 15 nucledétidos), tais locais
sao gerados através da substituicdao de nucledtidos no gene
de um tal modo que nem o enquadramento de leitura nem os
aminoacidos codificados sejam alterados na construgédo
final. A mutagdao do gene para alterar a sua sequéncia
conforme a sequéncia desejada ¢é alcancada através de
extensdo do iniciador M13 de acordo com métodos geralmente
conhecidos. A tarefa de localizagao de regides flandquea-
doras adequadas e avaliacao das alteracgdes necessdarias para
se chegar a duas sequéncias de locais de restricgao
convenientes ¢é tornada rotina através da redundédncia do
cédigo genético, de um mapa de enzimas de restricdo do gene
e do grande nuUmero de enzimas de restrigado diferentes.
Observe-se que se estiver disponivel um local de restricao
flanqueador conveniente, o método de cima apenas necessita
de ser utilizado em associagao com a regiao flanqueadora

que nao contiver um local.

Uma vez clonado o ADN de ocorréncia natural ou o
ADN sintético, os locais de restrigao que flangueiam as
posicgbes a mutar sao digeridos com as enzimas de restricgao
cognatas e é ligada no gene uma pluralidade de cassetes
oligonucleotidicas complementares as extremidades termi-
nais. A mutagénese ¢é simplificada através deste método

porque todos os oligonucledétidos podem ser sintetizados de
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forma a terem os mesmos localis de restrigcao e nao sao
necessarios ligadores sintéticos para criar os locais de

restricgao.

Tal como aqui se utiliza, actividade proteolitica
é definida como a taxa de hidrdlise de ligacgdes peptidicas
por miligrama de enzima activa. Existem muitos

procedimentos bem conhecidos para medigcao da actividade

proteolitica (K.M. Kalisz, "Microbial Proteinases",
"Advances 1in Biochemical Engineering/Biotechnology", A.
Fichter ed., 1988). Para além ou como alternativa a uma

actividade proteolitica modificada, as enzimas variantes
podem ter outras propriedades modificadas tais como a razao
Kunr Kecat, keca1/Km e/0u especificidade de substrato modificada
e/ou perfil de actividade do pH modificado. Estas enzimas
podem ser modificadas para o substrato em particular que se
antecipa esteja presente, por exemplo, em utilizagdes em

lavagem de roupa.

Verificou-se que variantes de proteases contendo
substituig¢des dos aminocdacidos numa ou mais posicgdes de
residuos para que as substituigbdes alterem a carga nessa
posigao para tornar a carga mais negativa ou menos positiva
em comparagao com uma protease precursora, Sao mais
eficazes numa concentracao de detergente baixa que uma

protease precursora.

Verificou-se que variantes de proteases contendo
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substitui¢des dos aminoadcidos numa ou mais posigdes de
residuos para que as substituigbdes alterem a carga nessa
posigao para tornar a carga mais positiva ou menos negativa
em comparagao com uma protease precursora sao mais eficazes
numa concentracao de detergente elevada gque uma protease

precursora.

Ainda, verificamos que muitas das variantes de
proteases 1Utelis no sistema de baixa concentragao de
detergente e/ou no sistema de elevada concentracgdao de
detergente sao também eficazes num sistema de média

concentracao de detergente.

Estas substituigbdes sao de preferéncia feitas na
subtilisina de Bacillus lIlentus (recombinante ou de tipo
nativo), embora as substituigdes possam ser feitas em
qualguer protease de Bacillus, de preferéncia subtilisinas

de Bacillus.

Com base nos resultados da pesquisa obtidos com
as proteases variantes, as mutagdes observadas na subti-
lisina de Bacillus amyloliquefaciens sao importantes para a
actividade proteolitica, desempenho e/ou estabilidade
destas enzimas e para o desempenho de limpeza ou lavagem de

tais enzimas variantes.

As variantes de proteases descritas sao Uteis na

formulacdo de composigdes de detergentes. Varios compostos
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conhecidos sao tensiocactivos adequados Uteis em composicgdes
compreendendo tails mutantes de proteases. Estes incluem
detergentes nao idénicos, anidénicos, catidénicos ou
zwitteridnicos, tal como divulgado em US 4404128 para Barry
J. Anderson e US 4261868 para Jiri Flora, et al. Uma
formulagcao de detergente adequada é a descrita no Exemplo 7
da Patente US 5204015. A arte estd familiarizada com as
diferentes formulagdes que podem ser utilizadas como
composigdes de limpeza. As variantes descritas apresentam
um maior desempenho numa composicao de detergente (em
comparagao com a precursora). Tal como aqui se utiliza, um
desempenho maior num detergente é definido como um aumento
da eliminacdo de certas nddoas sensiveis a enzima tais como
gordura ou sangue, determinado através de avaliacao

habitual apdés um ciclo de lavagem padrao.

As proteases podem ser formuladas em detergentes
em pd e liquidos possuindo um pH entre 6,5 e 12,0 a niveis
de cerca de 0,01 a cerca de 5% (de preferéncia de 1% a 5%)
do peso. Estas composigbes de detergente de limpeza podem
incluir também outras enzimas tais como proteases, amila-
ses, celulases, lipases ou endoglicosidases conhecidas, bem

como estruturadores e estabilizantes.

A adigcao de proteases a composigdes de limpeza
convencionais nao c¢ria qualquer limitagao especial de
utilizagao. Por outras palavras, qualquer temperatura e pH

adequados para o detergente sao também adequados para as
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presentes composigbes desde que o pH esteja dentro do
intervalo de cima e a temperatura esteja abaixo da tempe-
ratura de desnaturacao da protease descrita. Adicional-
mente, podem ser utilizadas proteases numa composigao de
limpeza sem detergentes, novamente sozinhas ou em

combinagao com estruturadores e estabilizantes.

O presente invento refere-se também a composicdes
de limpeza contendo variantes de proteases. As composicdes
de limpeza podem adicionalmente conter aditivos que sejam
vulgarmente utilizados em composigdes de limpeza. Estes
podem ser seleccionados a partir de, mas nao se limitando
a, branqueadores, tensiocactivos, estruturadores, enzimas e
catalisdores branqueadores. Sera facilmente aparente para
um perito na arte que aditivos sao adequados para inclusao
nas composigdes. A lista aqui proporcionada nao é de modo
algum exaustiva e deve ser tida apenas como exemplo de
aditivos adequados. Sera também facilmente aparente para o
perito na arte wutilizar apenas os aditivos dque sejam
compativeis com as enzimas e outros componentes na compo-

sigao, por exemplo, o tensioactivo.

Quando presente, a quantidade de aditivo presente
na composicao de limpeza é de cerca de 0,01% a cerca de
99,9%, de preferéncia de cerca de 1% a cerca de 95%, sendo

preferivel de cerca de 1% a cerca de 80%.

Uma composicao de detergente produzida através
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dos métodos do presente invento pode ser utilizada para
tratar por exemplo seda ou 1la tal como descrito em
publicacdes tais como RD 216034; EP 134267; US 4533359; e

EP 344259.

O seguinte ¢é apresentado para fins de exemplo e
nado deve ser entendido como uma limitacdao ao ambito das

reivindicacgdes.

Exemplo 1

Um grande numero de variantes de proteases foi
produzido e purificado utilizando métodos bem conhecidos na
arte. Todas as mutagdes foram feitas na subtilisina de

Bacillus lentus GG36.

As variantes de proteases produzidas foram
testadas quanto ao desempenho em dois tipos de detergentes
e condigdes de lavagem utilizando um ensaio de microlavagem
descrito em "An improved method of assaying for a preferred
enzyme and/or preferred detergent composition", N° de Série

U.S. 60/068796.

As Tabelas 1-13 1listam as proteases variantes
ensaiadas e o0s resultados dos testes em dois detergentes
diferentes. Todos os valores sao dados em comparagao com a

primeira protease mostrada na tabela (i.e., um valor de
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1,32 indica uma capacidade para libertar 132% da ndédoa em

oposicao aos 100% da primeira variante da tabela).

A coluna A mostra a diferenca de carga de uma
variante para a coluna B, o detergente foi Ariel Ultra
(Procter & Gamble, Cincinnati, OH, USA) filtrado a 0,67 g/l
numa solucdo contendo uma dureza mista de Ca’'/Mg’t de 3
graos por galao e foram utilizadas 0,3 ppm de enzima em
cada pogo a 25°C (sistema de detergente de Dbaixa
concentragao). Para a coluna C, o detergente foi Ariel
Futur (Procter & Gamble, Cincinnati, OH, USA) filtrado a
3,38 g/1 numa solucdo contendo uma dureza mista de Ca’'/Mg?'

de 15 graos por galao e foram utilizadas 0,3 ppm de enzima

em cada pogo a 40°C (sistema de detergente de alta
concentracao) .
Tabela 1
A B C
N76D S103A V1041 Q109R 1,00 1,00
N76D S103A V1041 Q109R Q245R +1 0,48 1,41
Tabela 2
A B C
V68A | N76D |S103A|V104I|G1l59D(Q236H|Q245R 1,00 11,00
V68A | N76D |S103A|V104I|GL59D(N204D|Q236H|Q245R -1 1,1110,03
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Tabela 3
A B C
V68A N76D S103A V1041 1,00 1,00
T22K V6 8A N76D S103A V1041 +1 0,74 1,85
Tabela 4
A B C
N76D S103A | V1041 | M222S 1,00 1,00
N76D S103A | V104I | N173R | M222S 0 0,66 1,84
Q12R N76D S103A | V104I | M222S | Q245R +1 0,41 5,84
Tabela 5
A B C
Q12R [ N76D [S103A[I104T|S130T[(M222S|0245R 1,0011,00
Q12R [ N76D [S103A|I104T|S130T|M222S[Q245R|N261D -1 1,7910,81
Q12R [ N76D [S103A[I104T|S130T(R1708|N185D|M222S[(N243D[Q245R| -3 | 2,87 (0,02
Tabela 6
A B C
V68A N76D | S1I03A | V104I | G159D | Q236H 1,00 1,00
V68A N76D | S103A | V104I | G159D | Q236H | Q245R +1 10,94 6,80
V68A | S103A | V104I | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N252K +310,44120,60
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Tabela 7

A B C
V68A | N76D [S103A|V1I04I|G1l59D(A232V|Q236H|0245R 1,001]11,00
V68A | N76D [S103A|V1I04I|G1l59D(P210R|A232V|Q236H|0Q245R +1 0,441 2,066
Tabela 8
A B C
V68A |S103A|V104I|GLl59D|A232V|Q236H|0245R|N252K 1,001]11,00
V68A |S103A(V104I|G159D|A232V|Q236H|0245R|N248D|N252K -1 1,96 10,65
Tabela 9
A B C
V68A | S103A | V1041 | G159D | A232V [ Q236H | Q245R 1,00 1,00
V68A | S103A | V104I | G159D | A232V | Q236H | K237E | Q245R -2 11,27] 0,12
Tabela 10
A B C
V68A |S103A|V104I|G1l59D(A232V|Q236H|Q245R|L257V 1,00(1,00
V68A | N76D |S103A|V1I04I|G1l59D|A232V|Q236H|Q245R|L257V -1 1,56(0,48
Tabela 11
A B C
S103A|V104I|G1l59D|A232V|Q236H|Q245R|N248D|N252K 1,00(1,00
S103A|V1I04I|GLl59D|L217E|A232V|Q236H|Q245R|N248D|N252K -1 1,900,115
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Tabela 12
Al B C
S103A[V1I04I(S101G|GL59D[A232V|Q236H|Q245RIN248D|N252K| 1,00|1,00
N76D |S103A[V1I04I|S101G|G1L59D|A232V|Q236H[Q0245R|IN248D[N252K -111,28]0,39
Tabela 13
A| B C
N62D |S103A[V1I04I|G159D|T213R[A232V|Q236H|Q245R|N248DN252K 1,00]1,00
N62D |S103A[V1I04I|Q109R|G1L59D|T213R[A232V|Q236H|Q245R(N248DIN252K[+1 (0, 40(1, 74

Exemplo 2

As seguintes variantes de proteases foram feitas

e testadas tal como observado no Exemplo 1.

As variantes da Tabela 14 sdo variantes de
proteases que possuem ambos os tipos de substituigdes: as
que alteram a carga numa posig¢ao para tornar a carga mais
negativa ou menos positiva e as que alteram a carga numa
posigao para tornar a carga mais positiva ou menos negativa
em comparagao com GG36 de B. lIlentus bem como substituigdes
neutras que nao afectam a carga numa dada posigao de
residuo. Isto produz variantes gue tém um desempenho melhor
que um padrao tanto em sistemas de baixa concentracao de
detergente (coluna A; Ariel Ultra (Procter & Gamble,
Cincinnati, OH, USA) filtrado a 0,67 g/l), numa solugdo

contendo uma dureza mista de Ca2+/Mg2+ de 3 graos por galao
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e foram utilizadas 0,3 ppm de enzima em cada pogo a 25°C)
como em sistemas de alta concentragao de detergente (coluna
B; Ariel Futur (Procter & Gamble, Cincinnati, OH, USA)
filtrado a 3,38 g/l numa solucdo contendo uma dureza mista
de ca’'/Mg’* de 15 grdos por galdo e foram utilizadas 0,3

ppm de enzima em cada pogo a 40°C).

Tabela 14

A B
N76D | S103A | V104I 1,00 | 1,00
V68A [ S103A | V104I | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N252K 1,411 1,85
V68A | N76D | S103A | V104I | G159D | T213R | A232V | Q236H | Q245R | T260A 1,30 | 1,73
V68A | S103A | V104I | GL59D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K 2,771 1,20
V68A | S103A | VI04I | N140D | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N252K 2,9 | 1,42
N43K | V68A | S103A | VL04I | G159D | A232V | Q236H | Q245R 2,05 | 1,78
N43D | Vo8A | S103A [ V104I | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N252K 2,00 | 1,34
V68A | N76D | S103A | V104I [ G159D | A215R | A232V | Q236H | 0245R 1,67 | 1,45
Q12R | Vo8A | N76D | SI03A | V1041 | G159D [ A232V | Q236H | Q245R 2,16 | 1,72
N76D | SI03A| V1041 | V1471 | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248S | K251R 1,35 1,29
V68A | N76D | S103A | V104I | G159D | A232V | Q236H | Q245R | S256R 2,01 | 1,72
V68A | N76D | S103A | V104I | G159D | Q206R | A232V | Q236H | 0245R 2,09 | 1,62
S103A | VI04I | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K 1,44 | 1,41
G20R | V68A | S103A | V104I | G159D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K 1,81 1,72
V68A | S103A | V104 | GL59D | A232V | Q236H | Q245R | N248D | N252K [ L257K 1,51 1,41
V68A | S103A | VI04I | A232V | Q236H | Q245R | N248S | N252K 1,04 | 1,50
N76D | SI03A | V1041 | GL59D | A232V | Q236H | Q245R | L257V 1,92 | 1,09
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LISTAGEM DAS SEQUE‘.NC IAS
<110> Genencor International, Inc.

<120> Variantes de Proteases Multiplamente Substituidas com
Carga Liquida Alterada para Utilizacdo em Detergentes

<130> GFR/FP6304083

<140>
<141>

<150> 98955111.4
<151> 1998-10-23

<150> 08/956323
<151> 1997-10-23

<150> 08/956564
<151> 1997-10-23

<150> 08/956324
<151> 1997-10-23

<1l60> 6.
<170> FastSEQ para Windows Versdo 3.0

<210> 1

<211> 1497

<212> ADN

<213> B. amyloliquefaciens

<220>
<221> CDS
<222> (96)..(1245)

<400> 1
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55 &9 &5 Fie



PE1612271

Ltke
Phg

aaa
Lys

sla
Yal

aas
Lys

¥R
'R
135

gt
Yal

GRS

EY )

goi
Ala

att
e
215

alyg

Met 3

Qan A

By

gaa
Gla

cok
Ere

EE e
Ly s

ge s
Slu

goa
Ala

Qo
Als
120

gog

qoa
sla

S3T
ksn

B
1]

o]
D
=1

D]
¥al
g

2ac
fen

tat
Pyr

trg
Lty

cat
His
1G5

ot
Prao

e 4

’gC
Bar

T
Asrn

&8a

Les

TR
Gy

TN
b <3
v 6

goo
Ala

st
Thr

265

ot
Wal

LA
38r

gta

Yal As

RE
a0

gcy
Als

gch
Ala

atse
Tla

TR
Gly

ol ]
- 53
=k

%

gty
Wal

aLC
Ile

g

n Gy

gri
Yaik
250

too

Seyx

ait
Ila

Ssxr

Lag
Tyy

ctg

Leyn

gae &

goo
Mz
155

Tad

His

ggt

By

gte

Ly

@9

£
A

G
b b
L

o
Ala

gqe
Gl

goa
Alx

gta

Wal

Qly

gra
wal

g9t
Sy

Lgg
Tep

220

get
Aka

lad]
Fro

ey
GIn

[
Sar
1zs

gyu

ALg
Hat

agh
Thix

tta
L0

gok
Ala
205

geg

Alsa

Lot
Sy

o oggn

Sy

& Eea

Ser

prie s
Gy
28%

ot 8
Pro

L8R

Sagp

[ge
Sax

Ssr
118

T33
Gl

HES
Ils

gLt
Val

sinte
Gly
1890

gae

Mg

ate
Ils

gt
Gly

Qg
Val

£ 4%
fer 2k
el

gre
Wal

gl
¥al
838

gig
Vol

&ogte
is Val |

113

FLi £

val

e L%
21

[ e
L4

Bla

ted
Ray

ety
Lay

aga

Thy

g0

got
Adas

[ o o

Peo

qot
Rla
240

gt

1 ¥al

gty
Val

gas
Asp

Bat
ASp

iy

LNCAT- |

Fra

Qe
Gly

o aat

Asga
225

SOt

Ala

P
S

yom 47

gae
Gly

R
Say

880

v Aan d

G GaT
¥ Gly

938

s Gy

130

CatL
His

aa
Thr

BGA

Thy

fiiapd
Ear

Laa
Gin
210

EX W
Met

tta
Laay

- gag

Ria

g8A

A3a
Livs

YR
Gy

S 10

ros
Sar

Pt
Bro

adt
ASA

gt
Yal

geoa
Ala

Risa ot
¥ro &

25

T o§ag
¥ oRgn

gea

- Alx

kca
Sar

aat
Nan

gat
Azp

ek
Py

geg
Ala
183

Lo

. Sar

Cad

Gin &

ant
Prs

got
Ala
85

gat
Anp

cdaa
Gli

24
Vsl

tta

Leb X

Hoa
Bl
24%

gt
Gly

Lao

b o

ate
Ile

sag
Asn
233G

R

0
B

EE Tt
Aasn

tas
Tye

gta
Ala

ota

¢ Wal

314

353

141

449

B4

o
[
[

ERR

881

192 %



PE1612271

Lot ake saa ag
ey Ile Bln 8¢

acy toa atg gg

Thi Sar M

for asag ese

L AL

33

Ssxr Lys His Pr
245

J34 8o B’0L
Agre The Thy

IED

ate aas gEa ca
Tie 8sn Wal &1

3%

ceeogaagyt ttittattast

gaLggoLoss

cggoesante cbyasaqghe
aacgaboget googitiicn

<210> 2
<211> 1497
<212> PRT

Q&

& Asy
£ Thy
315

a tet
a8 Ser

a

g aa8m
o RS

AR QR

The Lys

& gy
n Ala

Lyaaasn

bt
Lern

cog
Srg

ol
Ley

qed
Bla
38§

Lolnin
Fra

cag
His

R
Thr

A0

Gly
3435

got
Aala

ggs
Gly

gtt
Wal

AL 4

Aasn
380

Axp

cag
3im

- 39 -

aar aad tad gg9g gy A
Egn Lys Tyr Sly Ala Tyrx
320

o2 ggs goy got got kg
Ris Gly Ala &la Als Leu

; ghe sge ago agt
Thr Gln ¥zl Arg fev Ser

tbyg tac tat gga asa
Yeuw Tyr Twy Gly Lys
3T

{84 8 sCabanasas CCgyec

Ehtretiegl gugeatgite gakoopoioe

tr thtascgagas SogQogyetl gacooggate

<213> B. amyloliquefaciens

<400> 2

Gly Gly
i
Als Thr

Thr Thr
Thg Cys
54
The Cys
&5
Ala Gly
Thr Gly
fila Thr
Thr Thr
130
Thy Cys
1435
Cys Gly
Gly Cys
Alas Ala

Gly Ala

Thr
The
Ala
35

Thi
Thr
Gly
Ala
Gly
15
Thi
Thy
Gly
Cys
Thr

185
Ala

Cys
Cys
20

Ala
Sly
Gly
Ala

Gly
120
Gly
Gly
Thr
Cys
CYS
180
Cys

Ala

Thr
Cys
Thr
Thr
Cys
Gly
85

Ala
Ala
Cys
Thr
Ala
185
Ala

Ala

Thr

Ala
Ala

Bla

Thr
Ala
150
Gly
Gly
Rla

Ala

Cys
Thr
Cys
Thre
55

Ala
Gy

Gly

r Dys

The
135
Cys
cys
Gly

Ala

Thr

tesstkegeeg cttosoggtt tesggtoaqe
tgatacoggy agacgpoabi ogfaatogga

Thr Ala Ala Ala Ala
. 10
Ala Cys Thr &las Thr
25
Ale Cys Ala Gly Ala
40
Als Thr Thr Gly Gily
60
Ala Thr Gly Als Ala

Gly Ala Thr Ala Ala
B3
tys Ala Ala Ala Ala
105

Ala Gly Thr Thr Thr

120

Thr &ls Gly Cys Gly
140

Gly Ala Thr Gly Gly

155
Ala Cys Ala Thr Cys

Cya Gly Gly Cys Ala
) 185

Cys Gly Gly 6ly Gly
200

Ala Thr Thr gly Ths

P R Yag |
HoEw

i3s3

att
Ile

tta
e

{yy
Giy

trgs

stastogasy
aghocegtsa
foaabguert

(X

Thr
Ala
ala
45

Thr
Alw
Ala
Ala
Gly
125
Thr
Cys
Cys
Gly
Ala

205
Cys

Ala
Cys
30

Thr
Thy
Ala
Gly
Rla
110
Cys
Thr
Gly
Thr
Gly
180
Alz

Gly

Thr
15

Bla
Ala
Ala
aAla
Ala
Q5

Gly
Thy

Ala

Thr-

Cys
175
Gly
Ala

Gly

1473

116D

1335
L3BH
1445
1A 8%

Thr
Ala

Ala

Ala
8O
Gly

Gly
Ala
Thr
160
T™hy
Ala’
Ala

Gly



PE1612271

Thr
225
Gly
The
Ala
Gly
Ala
308
Gly
The
Ala
Gly
Ala
38s
Cys
Gly
Ala

Thr
Cys

465

Cys

Ala

Ala

210
Thr

Cys
Ala
The
Gly
290
Thr
Cys
Ala
Ala
Ala
KA
Cys
Gly
£ys
Cys
Mla
459
Ala

Thy

kia
Ala
355
Cys
Gly
Tho
Gly
Gly
435
Ala
Cys
Gly
Thy
Cys
315
Cys
The
Cys
Ala
Ala
58%
Ala

Ala

Ala

; Ala

Ala
675

+ Rla

a Cys

Gly
260
Thax

ala

Rla
Cys
420
Gly
Ala
Thr
Gly
Ata
Q0
Gly
Ala
Ala
Ala
{ys
580
Cysa

Bla

Thr
Thy
560
Gly

Ala
Gly
245
AKla
Cys
Ala
Ala

Cys

Thr
Gly
Thr
585
Ala
Ala
Cys
Ala
Rla
545
Tar

Cys

Ala
23D
Ala
Ala
Thre
Gly
ala
310
Thr
Gly
Ala
Gly
Gly
390
C_ys
Gy
Gly
Cys
Thr
470
Thr

Thr
Cys
Cys
330
Gly
Ala
Ala
Thr
Gly

630
Ala

Ala

Gly

215
Cys

Thr
Gly
Gly
Thr
295
Bla
Thr
Ala
Ala
Ala
375
Ala
Als
Thy
Thr
Cys
455
Cys

Cys

5 Gly

Ala
Lys
83%
hla
Gly
Bla
Cys
Cys
615
Thr
Cys
Gly

Cys

Ala
Gly
Ala
Ala
280
Gly

The

Cys
cye
Ala
4§40
Cys
Ala
Ala
Gly
Thr
520
Thi

Ala

Thr
&la
GO0
Ala
Thy
Thy
Gly

Ala
BED

40

Sly
Ala
Ala
265
Ala
Cys
Ala
Ala
Ala
345
Thy
Cys
GCly
Bls
Cys
425
Thr
Cys
Als
Rla
Thr
505
Cye
Gly
Gly
Thr
Cys
585
Ala
Cys
Gly
Cys
Cys

§65
Thr

Ala
Gly
230
Ala

Ala

The

Ala
650
Gly

Cys

Cys
235
Cys
Gly
Alw
Als
Gly
315
Thy
Ala

Ala

"I‘hr

Ala
39%
Gly
Thr
Ala
Cly
Gly
175
Thr
Alas

Ala

The

: Gly

335
Cys

Thr
Thr
Thr
Gly

Ala

220
Ala

Gly
Ala
Ala
Ala
3406
Thr
Cya
Gly
Ala
Qys
I8
Gly
Cys
Gy
Cys
Cys
460
Cys
Gly
The
Thy
The
540
GLly
Thye
Thy
Cys
Thr
G20
Gly
The
Thr

Cys

Ala
Cys
Thy

Gly

-285

Ala

Ala

Ala
445
Thr
Thr
Thx
Cys
Thy
525
Thr
Ala
Thr
Thr
Thy
605
Gly
Cys
Cys
Gly

Thr
685

Thr
Cys
Gy
270
Gly
Gly
Gly

Cys

s Thr

350
Als

Cys
Thr
Thry
Cys
436
Ala
Cys
&la
Thr
Gly
516G
LCys
Ala
Gly
Cys
Cys
580
Cys
Cys
Thr
Gly

Cys
&30

Thr °

a1y
Gly
255
Thi

Cys

Cys

Ala
Ala
33%
Gly
Als

Thr

Cya
Ala
4895
Ala
Thr
Ala
Cys
Thr
575
Cys

Ala

Ala
Thr
Ala
400
Cys

Thr

Thye
Ala
Cys
560
Gly
Rla
Cys
Gly
Thyx
&40
Thr
Cys

Kla



PE1612271

Cys Gly
630
Sly S1y
705

Gly Cys

Cys Ala Thr

Thr Gly Gly

755

Ala Thx Ale
kL

Cys Ala Thr

785

Cys Cys Thr

Cys Thxr Thr

Thr Gly Alas

B35

Thr Cys Cys
850

Thr Thr

865

Cys

Gly

=ly Ala

Rla Gly Uyas

Gly Thr
315
C){’S

Cys
Cys Cys
430
Gly Thr
345
Gly

Ala

Cys Als

Ala Thr Cys

Gly Gy Als
285
Thr Qys Ale
1019
Ala Thr Cys
025
Cys Thr Thr

Ala Cys &ly

Thr Bla Cys

1078

Cys Cys Gly
1038
Cys Gly Gly
1140%

Thr Thr Cys

Thr Gly Gly

Thr Cys Uys

Thr

Gly

s Ala

Thr
746
Gly
Thy
Gly
Thr
Thry
§20
The
Gly
Cya
Ala
Thr
S0
BAia
Thr
Gly
Gl
Thr
380
Cws
Thr
Thr
Cys
Gly
1968
Gly
Cys
Cys

Thr

Ala
1140
Gly Cys Ala Gly

Gly Thr
Thr
710
Thr

Cys

Ala
725
Ala ala

Cys Gly

Bly Gly

Aia Gly
790
{ys Thr
805
Ala Ala

#Ala Ala

Gly Cys

Gly Gly
BTG
Gly Gly
885
Cys Ala
Cys
The
Gly

Cys
365
Thy
3 Thy
Gly
Ala Thr
1030
Cys Thr
1045

Gly Gly

Thr Cys

+ Cys
Thr Gly
111¢
ARia Rla
1325
Cys Ala

- Cys

Bla
695
Gly

Ala Ala

Rla Cys

Als Cys Ala

Cys Gly Gly

745

Ala Thr Cys
T80

hla Cva

i)

Cys

Gly

Cys Thr

Gly Gly Thr

Ala Ala Gly
£2%
Ala Gly Cys

840
Gly Thr
355

Cys

Cys

Ala Gly

Cys Cya

Ala Cys
905
Cys Gly
Thr
935
Gly

Thx
Thr

&ls Cys Cys

Thr Cys
585
Ala Gly
100

Cys Bla Cys
1015
Cys

Gly

Tys Ala
Gly Gly Ala

Cys Gly The

41

Al
Gly
Gly
130
Ala
iy
Thr
Cys
The
10
Qys
Cys
Gly
Cys
Thr
594
kla
Gly
Cys
Gly
Ala
70
Ala
Cys
Cys
Ala

Ala

Gly
Gly
715
Cys
&la
Cys
Thr
Gly
785
cys
Gly
Bly
Thz
Cys
878
Thr
Cys
Thy
aAle
The
8955
Ala
hia
The

Thr

Ala

“Thr

709
Thx

The
Thr
Bla
Rlia

T80
Gly

GlLy
Thr
Ala
860
Gly
Cys
Ala
Ala
Thr
340
Thr
Ala
{1y
Thre
Gly

in20
Gly

1035

Ala

1058

ala

1065

Ala

1080
Gly Thr
1485
Cys Thr

Gly Cys

Ala Ale

Cys

Ala ¥hr Gly Gly
Thr Gly Cys

Thr Thr Gly

Cys
Ala
C,}FS

Cys

Thr
Thy
Gly
Cys
Ala
7865
Thr
Cys
Gly
Cys
Thr
845
Gly
Gly
Eys
Gly
Ala
935
Thr
Gly
Gly
Cys

Gly

Cys Thr Cys

Cys Cys Gly
120
Ala Thr
735

Ria

Gly

Gly
158
Ala

Gly

Cys Alas

Thr Ala Ala
Als
goa

Gly

Gly Gly
Thr
815
Cly

Cys
Ala Thr
830
Gly

Cys Ala

Thr Cys Gly

Thr Ala Ala

gRH

aly Sly Cys
83s

Thy Gly

810

Ala

Giy

Thr Ala

Gly Cys Ala
Ala
960

Cys

Ala Cys

ARla Gly
972
Gly Thr Alsa
98{

Ala Thr

1005

Cly
Cys
Als
Ala

Ala

Cys Gly 7T

Ala Cys Qly
104
AEla Thr
1655

Gly Gly

Ala

Cys
1870

Thy Cys Thy

1085

Gly

1100

Ala

1115

1130

1145

Cys

The

ala Cys Cys Cys Cly
Cys Ala Cys Thr Cys

Ala Gly Thr Thr Thr

Gly Ala Gly

Thr Cys Thr
112
Ala Cys
1135
Als €1lvy

als

Bla
1159
&ls Gly &la
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1155

42

1160

#ls Ala Ala Cys Rla Cys Cys Ala Cys

11710
Cys Thr Thr
1185
Ala {Cys Thr

Gly Als Thr
L1220
Gly Cys Ala Gly
1235

Thr Ala Ala

1250

Gly Cys Cvys
1263
Ale

Ala
Cyse

Thr Thr Ala
Rla
130G

Ala

Tys Gly Cys

Cys Cys
1315

Gly Cys

1330

Thy Thy

Giy Thr
Thy
1345
Gly Gly Gly

Ala
Thr
Giy Thr Cys Cys
1380
Eys Thr Cys Cys
1395
Ala Thr Cys
1410
Thr Thr Cys
1425
Gly

Gly
Cys
Cys Oys Ala

Thr
14%0

Gly Cys Gy
Gly
1475

Kla
1490

1245

Cys
Ala
Cys
Thy
1285
Thr
Thx
Cys
Ala

Thr
1365

Gy

Thr
}déﬁ
Thr

Gly Giy Ala Gly Ala Cys

1175

Gly Gly Thr Gly Ala The

1180

Ala Thr Gly Gly Ala Als

Cys Ala Ala Cys Gly thr

1225
Thy Cys Ala Gly
1z2a0
Ala Ala Qvs Cys
125%
Gly Cys Cys Gly
1270
Thy Thr Thr Thr
Gly Thr Thr Cys
1305
Ala Thr Cys
1320
Cys Thr Gys
1335
Gly

Ala
Cys

Cys
1350

Gly

Ala Gly

Rla Cys Cys

Thr Ala Ala
1385
Ala Ala
1400
{ys Thr

Gly

Gly Ala

Cys Gy
141%
Gily Thr
1430

Ala Ala

Cys Als

Cys Gly

Thi Thx Cys Cys
1469
Gly Gly

1420

Ala Thr Cys Gly Gly Ala Thr Lys

1485

1165
Thy kla Cys Rla
118¢
Thr Cys Thr Thr
1145
Ala Ala Gly Gly
1210
Ala Cys Ala Ala
The Ala Rla Ala
1245
Gly Cys Cys
1260
Thr Thr Thr
1275
Thr Thre Cys

Gly
Giy

Cys

1290

Ala Ala Thx Cys

Gly Ala Cys Gly
1325

Gly Alas Ala

1340

Ala Ala Cys

1335

Gly Gly Cys

Thr
Ala

Cys
1370
Cys Gly Gly Cys
Cys Bly Thr Cys
1405
Cys Cyvs Oys
143240
Cys Thr
1435
Thr Cys

Thy

Gly Cys
Gly
14350
The Gly Ala

Gly
Thi

Thr
1485

Cys Ala Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

3
275
PRT
B.

<400> 3

Ala
1
His

Gln Ser

Sexr Gln
1le
35
Val

Ser Gly
Met
50

Thr

Ser

Gly His

val Pro Tyr
5

Gly Tyr Thr

20

Asp Ser Ser

Pro Ser Glu

Val Ala Gly

amyloliquefaciens

Gly Val GSer
Asn
25

Asp

Ser

Pro
40
Asn

His
Thr Pro
55

Thr

Val Ala

Gln Ile Ala
10

vVal Lys

Lys

Val Ala

Ala
45
Asn

Leu Lys Val

Phe Gln Asp
60
Asn

hAla Leu Asn

Ala Bla Als

Thr Gly Thr
120
Gly Cysg Thr
1215

Gly Cys
1230
ARla

Gly

Cysd Ala

Thr Thr Gly

Thr Thr Thr
128
Thr Cys
1295

Gly

Cwys

Cvs
1318
S1y

Cys

Kla Thr

Ala Ala Thr

Gly Gily Cys
136
Ala

Thy Cys

1375
Ala

Cys Blg
13990
Thr Cys Ala

Gly Gly Thr

Ala Thr

144

Sly Cys Gly
1455

Ala Cyx Cys

1470

Cys Gly Thy

Ala
15
Ile

Pro Leu
Val
30
Gly

Asp

Gly Ala

Asn Ser His

Ser lle Gly
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&5
Yal

Gly
Trp
Pro
Ser
345
Sexr
Val
Gly
Leaun
Bro
225
Txp
Lau

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala
1
His
Ser
Ser
Gly
3]
¥al
LT p)
Trp
Pro
Ser
145
Sex

Val

Gly

Leu
Ala
Ala
Sex
130G
Gly
Ser
Gly
Pro
Bro
210
Hig
Thr
Gly
Ala
4
275
PRT
B.
4
Gln

Ser

Phe
50
The

Las

Ala
Thr
130
Gly
Thr
Gly

Sex

Gly
Asp
Ile
1158
Gly
¥al
Ser
Ala
Glu
185
Gly
Val
Asn
Asp

Gin
275

¥al Ala
85

Gly Ser

100

Ala Asn

Ser Ala
Val val
The Val

165
Yal Asp

180
Leu Asp

Bsn LySs
Bla Gly
Thy Gln

245

Ser Phs
64

subtilis

Ser
Gin
Ile
35

Val
His
Gly
Thr
Tle
115
Gly
ile
Ser
Ala

Gla

Val Pro
5

Gly Tyr

ef

Asp Ser

Pro Ser
Val Ala

Val Serx
85

Gly Ser

100

S5er Asn

Ser Thr
Val val

Thr Val
165

Val Asn

180

Leu Asp

70
Pro

Gly
Bsn
Ala
Val
150
Gly

ser

Yal

Ala
238
Val

Tyr

Tyre
Thr
Ser
Glu
Gly
Pro
Gly
Asn
Ala
Ala
150
Gly
Ser

Val

Met
Leu

135
Ala

Sar
Met
Gly
215
Ala

Ariy

Gly
GLy
His
Thr
35

Thr
Ser
Gln
Hat
leu

135
Ala

Ala
Tyr
hzp
120
Lys

&la

r Pro

Asn
Ala
200
Als
Ala

Ser

: Gly

Fro
Asn
tle
Ala
Tyr

Asp
120

Lys

Ala

Pro

Asn

Ala

43

Ser
Ser
1ns
Ufal
Ala
Ala
Gly
Gin
185
Bro

Tyr

Leu

Serx
Rgn
25

Asp
Fro
Ala
Say
Ser
105
Val
Thy
Ala
Alg
Gin

185
Pro

Leu
90

Trp
Ile
Ala
Gly
Lys
170
Aryg
Gly
Asn
Ile
Lay

250
Gly

Glo
10

Val
Ly
FgtFa
Ala
Lew
30

Trp

Ile

73
Tyr

Ile

Asn
133
Tyr
Ala

Val

Ile
Lys
Agn
Gln
Lew
7%
Tyr
Ile
B3N
Val
BuErs
55
Tyr
Ala

Val

Ala
Ile
Meb
Aap
140
Glu
Pro
Zer
Ser
Thr
220
Sern
Asn

{le

Lys
Val
Yal
&sp

&0
Asn

Ile
Met
AsD

148G
Gln

Val
Asn
SrE
125
Ix}’ﬁ"
Gly
Ser
the
Ils
205
Ser
Lys

Thr

Asn

Ala
Ala
Arg
4%

Giy

Asn

Val

Ser
125
Lys
Gly

Ser

Phe

Lys
Gly
118
e
Ala
Thr
Val
Ser
180
Gln
Met
His
The

Val
270

Pra

val
30

Gly

Ser

Sex
Lys
Gly
110
Lew
Ala
Ser
Thr
Ber

180
Gin

Val
5%

Ile
Gly
Val
Ser
lle
177%
Ser
Ser
Ala
Pro
The

255
Gin

Ala
15
Ile

Ile
Val
85

Iis
Giy
Yal
Ser
Ile
15

Sex

Ser

a0
Lew

Glu
Gly
Ala
Gly
160
&la
Val
Thr
Ser
asn
240

Lys

Als

Lew
Asp
Ala
#His
Gly
Ley
Glu
Gly
Sar
Gly
180
Ala

Fla

Thr
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Leo
Pro
225
Try

Leu

Ala

<210>

<211> 274
<212> PRT

<213>

<400>

Ala
b3
Gin
Thr
Sex
Thy
85
Leg

Ser

Ala

19b

Pro Gly
2190
His Val

Thr Asn

Gly AsSh

Als Gln

5

B.

5

Gin
Ala
Gly
Fhe

50
His

Glu
Thr
218
Val
Ala

Sar

Gin

Far o]

Gly Thr

Ala Gly

Ala

Ser
260

Gln
245
Fhe

licheniformis

Thr
Gln
1ie
15

Val
Yal
Val
Gly
The
115
Ser

Val

Thy

Lau
19%
Asn

Ala

Yal
Gly
20

Gln
Ala
Ala
Ala
Sar
100
Aan
Thr

val

ile

. Asp

180
Glu

Thr
Gly
GLln

Fhe
260

Pro
Pﬁe
Ala
Gly
Gly
Fro
85

Gly
Gly
Ala
¥al
Gly
165
Ser
Val
Tyr
Ala
Val

24%
TYY

Tyr
Ala
238
Val

Tyr

&lu
Thx
G

Sexr

Ser

Mekt

Ala
150
Tyn

Asn

Met

&la
Ala
230
Arg

TyE

204
Gly Ala
215
Ala Ala
Adrg Asp

Tyr Gly

Gly Tie
Gly Als
His Fro
414
Ala Tyr
5%
VYal &ls
Val Sex
Tyr Sar
Asp Val
120
Lys Gln
135
hla Ala
Pro Ala
Ser Asn
Ala ¥Fro
200
Thr Leu
Als Lsu
Azt Arg

Gly Lys

4 -

Tyr

Lew

Lys
265

Bro
Asn
25

Asp
Asn
Ala
Len
Gly
105
fle
Al
Gly
Lys
Arg
185
Gly
Asn
1le

Leu

Gly
265

Asn

Ile

g Leu

250
Gly

Leu
ig

Yal
Lieu
The
Lan
Tyy
40

Tle
Asn
Yal
Asn
TYyr
170
ala
Ala
1y
Len
Ser

250
=T

Gly Thr
220

Leu Ser

235

Glu Sar

Leu Ile

Iie Lys
Lys Val
Asn val
Asp Gly
Asp Asn
5
Alas Val
Val Ser
Met Ser
Rsp Asn
140
Ser Gly
155
Asp Ser
Ser Phe
Gly Val
Thr Ser
220
Sar Lys
235
Ser Thr

Ile Asn

208

Ser Met

Lys His

Thy

Axsn Val

Ala
Ala
Val
45

RAsn
Thr
Lys
GLly

Law
125

Ala

Asn
Val
Sayr
Tyx
205
et
Hisg
Ala

Val

Ala

270

Hap
Val
JG

Gly
Gly
Thr
Val

Ile
114

Ser
Ser
Bla
Pro
Thzy

5l
270

Ala
Pro
Thr

255
Gln

Lys
Lew
Gly

His

Leu
95

Blu
Gly

Ala

£ Gly

Ala
1758
Val

Thr

Thr
Thr
240
Tyr

Ala

Val
Asp
Ala
Gly
val
80

Agn
Trp
Ala
Arg
Ser
160
val
Gliy
Tyr
Pro
Lew

240
Leuw

 Rla
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<210> 6
<211> 269
<212> PRT
<213> B.

<400> o

Ala GIn
His Asn
Thr Gly

Fhe Val
50

His Val

63

Gly Val

Ser Gly
Gly Asn
Pro Ber
130
Yal Leu
145
Tyr PFro
Asn Asn
VYal Ala
Als Ser
210
Ala Ala
225
Aryg Asn

Tyr Gy

Lisboa,

lentus

Sear
ARrg
Ile
3%

Pro
tla
Ala
Ser
Asn
115
Ala
Yal
Ala
Asr
ero
195
f.en
Leu

His

Ser

Val
Gly
20

Ser
Gly
Gly
Bro
Gly
100

Gly
Thr
Val
Arg
Bry
180
Gly
Asn
Val

Tiets

Gly
280

vro
Leu
Thi
Glu
Thx
Ser
B5

Sex
Mati
Lau
Ala
Tyx
16%
Aln
Val

Gly

Lys
245
Leu

Trp
Thr
Hig
Fro
Ile
0

Rla
Val
His
Glu
Bla
150
Jla
Sexr
Agn
Thy
Gln
230

Asn

Val

Fro
Ser
55

ala

Glu

¥al
Gln
1356
Sar
han
Fhe
Yal
Ser
215
Lys

Thy

Ile
Sayr
Asp
48

Thr
Ala
Ley
Ser
Ala
120
aAls
Gly
Ala
Ser
Gln
260
Mek

Ash

Ala

s Ala

24 de Agosto de 2011

Ser
Gly
25

Liau

Gln

Tyx
Ile
165
Asn
Yal
Asn
Mal
Sln
185
Ser
Ala
Pro

Thr

Glu
2R5

Arg
Val

Asn

Ala
Ais
Leuw
Asn
Ser
Rla
178
Ty
Thr
Thr
Sar
Ser

250
Ala

Val
Lys
{le

Gly

n Asn

75

Val

Sin

15%
Val

Gly
Tyr
Pro
Tre
235
Lezu

Ala

Gln
Val
Arg
&sn
9@

Ser
Lys
Gly
Len
Ala
140
Ala
Giy
fla
Pro
Hig
220
Ber
Gly

Thr

Ala
Ala
Gly
45

P

Gly
Tie
Yal
Leau
Gly
125
Thr
Gly
Ala
Gly
Gly
205
Val
Asn
Ser

Beg

Frg
val
34

Gly

His

Glu
130
Ser
Sar
Ber
Thr
ic&u
186
Ser
Ala
Val

Thr

Ala
is
leu

Ala

4 Gly

TP

Fzo

Ksan
253

Thr

Lau

Ala

Ile
240
keu
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REIVINDICACOES

1. Método de melhoramento do desempenho de uma
subtilisina num sistema de baixa, média e elevada
concentracao de detergente possuindo menos de cerca de 800
ppm, entre cerca de 800 ppm e cerca de 2000 ppm, e acima de
cerca de 2000 ppm de componentes de detergente presentes na

agua de lavagem, respectivamente:

a) substituigcdo de um aminoacido numa ou mais
posicdes de residuos numa subtilisina precursora para
produzir uma variante de subtilisina em que a substituicao
altera a carga nessa posicgao para tornar a carga mais posi-

tiva ou menos negativa em comparagdo com a precursora; e

b) substituigdao de um aminoacido numa ou mais
posigbes de residuos numa subtilisina precursora para
produzir uma variante de subtilisina em que a substituicao
altera a carga nessa posicao para tornar a carga mais nega-

tiva ou menos positiva em comparacao com a precursora

c) teste da variante para determinar a sua
eficacia em comparacao com a subtilisina precursora num
sistema de baixa, média e elevada concentracgao de
detergente possuindo menos de cerca de 800 ppm, entre cerca
de 800 ppm e cerca de 2000 ppm, e acima de cerca de 2000
ppm de componentes de detergente presentes na agua de

lavagem, respectivamente; e
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d) repeticao dos passos a)-c) conforme
necessario para produzir uma variante de subtilisina que
seja mais eficaz num sistema de baixa, média e elevada

concentracao de detergente que uma protease precursora.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em

gque a precursora é uma subtilisina de Bacillus.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, em

que a precursora é subtilisina de Bacillus lentus

4, Método de producdao de uma composicao de
detergente compreendendo, tendo melhorado o desempenho de
uma subtilisina através da produgao de uma variante de
subtilisina através de um método de acordo com qualgquer uma
das reivindicag¢des 1 a 3, a formulagao da referida wvariante
de subtilisina numa composicao de detergente em pd ou
ligquida possuindo um pH entre 6,5 e 12,0 a de cerca de 0,1

a cerca de 5% do peso.

Lisboa, 24 de Agosto de 2011
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RESIDUOS CONSERVATOS EM SUBRTILISINAR DE
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