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“VARIANTE, SEQUENCIA DE DNA, VETOR DE EXPRESSAO,
MICRORGANISMO TRANSGENICO, E, METODO DE PRODUZIR UMA
VARIANTE DE LIPASE”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao diz respeito a variantes de lipase.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Lipases sdo tteis, por exemplo, como enzimas detergentes
para remover lipideos ou manchas de gordura de roupas e outros téxteis,
como aditivos para a massa de pao e outros produtos assados. Desta maneira,
a lipase derivada de Thermomyces lanuginosus (sindbnimo Humicola
lanuginosa, EP 258 068 e EP 305 216) é vendida para o uso detergente sob o
nome comercial Lipolase (produto da Novo Nordisk A/S), WO 0060063
descreve variantes da lipase 7. lanuginosus com uma primeira boa lavagem
particularmente desempenhada em uma solugcdo detergente. WO 9704079,
WO 9707202 e WO 0032758 também divulgam variantes da lipase T.
lanuginosus.

Em algumas aplicagcGes, € de interesse minimizar a formagao
da geracdo de odor por 4cidos graxos de cadeia curta. Desta maneira, é
conhecido que detergentes de lavagem de roupas com lipases podem algumas
vezes deixar odores residuais ligados as roupas manchadas com leite (EP
430315). O WO 02062973 divulga variantes de lipase onde a geracdo de odor
foi reduzida pela ligacdo de uma extensao de terminal C.
SUMARIO DA INVENCAO

Os inventores observaram que pela introdugcao de mutacdes em
certas regides/posicdes de uma lipase € possivel melhorar as propriedades ou
caracteristicas da lipase.

Em uma forma de realizacio preferida, a presente invencao diz
respeito a lipases fornecendo propriedades melhoradas para o uso em

detergentes. Por exemplo, a inveng¢do fornece variantes com tendéncia
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reduzida por gerar odor obtida pela introdugdo mutacdes e uma ou mais
regides identificadas na origem de lipase. Em outra forma de realizagédo
preferida, a presente invengdo fornece variantes de lipase que, como
comparadas a origem de lipase, tiveram o potencial reduzido para a
degradagdo sem a ligacdo de uma extensio de terminal C.

Em um outro aspecto a invengéo diz respeito a uma seqiiéncia
de DNA que codifica a variante de lipase da invengdo, um vetor de expressdo
abriza a dita seqiiéncia de DNA e uma célula hospedeira transformada
contendo uma seqiiéncia de DNA ou o vetor de expresséo.

Em um outro aspecto, a invengdo fornece um método de
produzir as variantes de lipase da presente invengao.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra o alinhamento das lipases.
LISTAGENS DE SEQUENCIA

A SEQ ID N¢: 1 mostra a lipase que codifica a seqiiéncia de
DNA de Thermomyces lanoginosus.

A SEQ ID N*: 2 mostra uma seqiiéncia de aminoicido de uma
lipase de Thermomyces lanoginosus.

A SEQ ID N7: 3 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de uma
lipase de Absidia reflexa.

A SEQ 1D N*: 4 mostra uma seqiiéncia de aminoacide de uma
lipase de Absidia corvmbifera.

A SEQ ID N7: 5 mostra uma seqiiéncia de aminoicido de uma
lipase de Rhizomucor miehei.

A SEQ ID N¥: 6 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de uma
lipase de Rhizopus oryzae.

A SEQ 1D N*”: 7 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de uma
lipase de Aspergilius niger.

A SEQ ID N®: § mostra uma seqiiéncia de aminoacido de uma
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lipase de A4spergillus tubingensis.

A SEQ ID N°: 9 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de uma
lipase de Fusarium oxysporrum.

A SEQ ID N”: 10 mostra uma seqiiéncia de aminodcido de
uma lipase de Fusarium heterosporum.

A SEQ ID N”: 11 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de
uma lipase de Aspergillus orvzae.

A SEQ ID N°: 12 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de
uma lipase de Penicillium camemberti.

A SEQ ID N¢: 13 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de
uma lipase de dspergillus joetidus.

A SEOQ ID NOj; 14 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de
uma lipase de Aspergillus niger.

A SEQ ID N*: 15 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de
uma lipase de Aspergillus orvzae.

A SEQ ID N-: 16 mostra uma seqiiéncia de aminoacido de
uma lipase de Landerina penisapora.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Origem de lipases

Qualquer origem de lipase adequada pode ser usada. Em uma
forma de realizagdo preferida, a origem de lipase pode ser uma lipase fungica.
Em outra forma de realizacdo preferida, a origem de lipase pode ser a lipase
com uma seqiliéncia de amincacido tendo pelo menos 50%, 60%, 70%, §0%,
85%, 90%, 95%¢, 96%u, 97", 98%, 99% ou ainda 100%s de homologia como
definido na sec@o “Homologia e alinhamento” a seqiiéncia de lipase T.
lanuginosus mostrada na SEQ 1D N¢: 2.

A orizem de lipase pode ser um polipeptideo de levedura tal
como um polipeptideo Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces,

Schizosaccharomyces, ou Yarrowia; ou mais preferivelmente um polipeptideo
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fungico filamentoso tal como um polipeptideo Acremonium, Aspergillus,
Aurecbasidium, Cryptococcus, Filobasidium, Fusarium, Humicola,
Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora,
Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, ou Trichoderma.

Em um aspecto preferido, a orizem de lipase é um
polipeptideo  Saccharomyces carisbergensis, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces
kluyveri, Saccharomyces norbensis, ou Saccharomyces oviformis iendo
atividade de lipase.

Em um outro aspecto preferido, a origem de lipase é um
polipeptideo  Aspergillus  aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus turbigensis, Fusarium
bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium
culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium
heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium
reticulatum, Fusarium  roseum, Fusarium  sambucinum, Fusarium
sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium
torulosum, Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola
insolens, Thermomyces lanoginosus (sinénimo: Humicola lanuginose), Mucor
miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium
purpurogenum, Trichederma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei ou Trichederma viride.

Em um outro aspecto preferido, a origem de lipase ¢ uma
lipase Thermomyces.

Em um aspecto mais preferido, a origem de lipase é uma lipase
Thermomyces lanuginosus. Em uma forma de realizag8io ainda mais preferida

a origem de lipase ¢ a lipase da SEQ ID N°: 2.
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Variantes de lipases

As variantes de lipase da presente invencdo compreendem, em
comparagdo com a origem de lipase, pelo menos trés substituigdes
selecionadas do grupo que consiste de:

a) pelo menos duas substituigdes naregido I, e

b) pelo menos uma substitui¢do na regido II, e

<) pelo menos uma substitvicdo na regido 111, e

d) pelo menos uma substitui¢do na regido IV;

@ em que as variantes tem atividade de lipase.

Em uma forma de realizacdo preferida, a variante de lipase é
uma variante de uma lipase Thermomyces, mais preferivelmente, uma lipase
T. lanuginosus, e ainda mais preferivelmente, a lipase T. lanuginosus
mostrada na SEQ ID N*: 2. Em uma forma de realizacdo preferida a variante
de lipase tem pelo menos 50%, 60%%, 7024, 80%, §5Y5, 00%%, 95%, 98%, 97%.,
a8%% ou Y9% da identidade da SEQ ID N=:2,

A variante de lipase pede ser uma variante de uma origem de
lipase codificada por um gene derivado/obtido a partir de um dos organismos
de origem seguintes: Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, ou Yarrowia, Acremonium, Aspergillus,
Aureobasidium, Cryptococcus,  Filobasidium, Fusarium, Humicola,
Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora. Neocallimastix, Neurospara,
Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, ou Trichoderma. Em uma forma de
realizacdo preferida, a variante de lipase tem pelo menos 50%, 60%, 70%,
N0%, §5%, 90%, 955, 96%%, 97, 98" 4 ou 99% da identidade & uma origem
de lipase codificada por um gene derivado/obtido a partir de um dos
organismos de origem seguintes: Candida, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces,  Schizosaccharomyces, ou Yarrowia, Acremonium,

Aspergillus, Aureobasidium, Cryptococcus, Filobasidium, Fusarium,
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Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix,
Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizophyllum,
Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, ou Trichoderma.

Em um aspecto preferido, a variante de lipase é um variante
Saccharomyces carlsberzensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
diastaticus, Saccharomyces  douglasii, Saccharomyces  Kluyveri,
Saccharomyces norbensis, ou Saccharomyces oviformis. Em uma forma de
realizagdo preferida, a variante de lipase tem pelo menos 50%, 60%, 70%,
80%0, 853%, 000, 9524, 9a%, O7%, 98%6 ou 9924 da identidade a uma orizem
de lipase codificada por um gene derivado/obtido de Saccharomyces
carlshergensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus,
Saccharomyces  douglasii, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces
norbensis, ou Saccharomyces oviformis.

A variante de lipase pode ser uma variante de uma origem de
lipase codificada por um gene derivado/obtido a partir de um dos organismos
de origem seguintes: Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus foetidus, Asperzillus japonicus, Asperzillus nidulans,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus turbigensis, Fusarium
bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium
culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium
heterosporum, Fusarium  negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium
reticulatum, Fusarivm  roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium
sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium
torulosum, Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola
insolens, Thermomyces lanoginosus (sinbnimo: Humicola lanuginose), Mucor
miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium
purpurogenum, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei, ou Trichoderma viride. Em uma forma

de realizacdo preferida, a variante de lipase tem pelo menos 50%, 60%s, 70%,
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de lipase codificada por um gene derivado/obtido a partir de um dos
organismos de orizem seguintes: Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori,
Asperzillus  fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus
turbigensis, Fusarium  bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium
crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum,
Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium
sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium
torulosum, Fusarivm trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola
insolens, Thermomyces lanoginosus (sinénimo: Humicola lanuginose), Mucor
michei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium
purpurogenum, Trichoderma harzianum, Trichoderma keoningii, Trichoderma
Jongibrachiatum, Trichoderma reesei ou Trichoderma viride.

Em um outre aspecto preferido, a variante é uma variante de
uma lipase Thermomyces.

Em um aspecto mais preferido, a origem de lipase € uma lipase
de Thermomyces lanuginosus. Em uma forma de realizagdo ainda mais
preferida a origem de lipase é a lipase da SEQ ID N°: 2

ldentificagdo de regides e substituicdes

As posicdes referidas em uma Regido I através da Regido IV
abaixo sdo as posicdes dos residues de aminoacide na SEQ ID N¢:2. Para
observar as posigdes correspondentes (ou homélogas) em uma lipase
diferente, o procedimento descrito em “Homologia e alinhamento” é usado.

Substituicdes na Rezido 1

A Regiao I consiste de residuos de aminodcidos adjacentes ao
residuo E1 do terminal N. Nesta rezifio, € preferido substituir um aminoacido

de uma origem de lipase com um aminoacido mais positivo. A variante de
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lipase pode compreender pelo menos duas substituicdes na Regido I, tal como
trés, quatro, cinco ou seis substitui¢des na Regido 1.

Os residuos de aminodcidos correspondentes as posicoes

1751

seguintes sdo compreendidos pela Regido It 1, 2 a 11 e 223 a 239. A

posicdes seguintes sdo de interesse particular: 1, 4, §, 11, 223,227,229, 231,

Em particular as substituicdes seguintes foram identificadas:
NIN/* X4V, X227G, X231R e X233R.

Em uma forma de realizagdo preferida a variante de lipase tem
pelo menos 80%, &5%&, 90%, 95%, 9a%, 97%, 9&%, 99% da identidade da
SEQ ID N™:2

Em uma forma de realizacdio mais preferida a variante de
lipase é uma variante de lipase tendo a seqiléncia de aminoacido da SEQ ID
N*: 2.

Substituicdes na Rezido I1

A Regido II consiste de residuos de aminoacidos em contato
com substrato em uma cadeia de acila secundiria e uma parte de alcool
secundario. Nesta regido ¢ preferido substituir um aminoécido de uma origem
de lipase com um aminodcido mais positivo ou com um aminoacido menos
hidrofébico.

A variante de lipase pode compreender pelo menos uma
substitui¢do na regido tal como duas, trés, quatro, cinco ou seis substituicoe
na Regido II.

Os residuos de aminoicidos correspondentes as posicdes

seguintes sdo compreendidos pela Regido I1: 202 a 211 e 249 a 269. As
posigdes seguintes sio de interesse particular: 202, 210, 211, 253, 254, 255,

256.
Em particular as substituicdes seguintes foram identificadas:

X202G, X210K/W/A, X255Y/V/A e X256K/R e X259G/M/Q/V.
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Em uma forma de realizagdo preferida a variante de lipase tem
pelo menos 80%%, S5%, 90%, 95%, 96%,, 97%, 98% ou 99% da identidade da
SEQ ID N*:2

Em vuma forma de realizagio mais preferida a variante de
lipase € uma variante de lipase tendo a seqiiéncia de aminoacide da SEQ ID
N=: 2.

Substituicdes na Reeido M1

A Regido III consiste de residuos de aminodcidos que formam
uma estrutura flexivel e deste modo permitem o substrato conseguir um local
ativo. Nesta regido é preferido substituir um aminoacide de uma origem de
lipase com um amincacido mais positivo ou um aminoacido menos
hidrofébico.

A variante de lipase pode compreender pelo mencs uma
substituicio na regido III, tal como duas, trés, quatro, cinco ou seis
substituicdes na Regido 11I1.

Os residuos de aminodcidos correspondentes as posicoes
seguintes sdc compreendidos pela Regido I11: 82 a 102. As posig¢des seguintes
sdo de interesse particular: 83, S6, 87, 90, 91, 95, 94, 99,

Em particular as substituicdes seguintes foram identificadas:
XS83T, XSoV e X90A/R.

Em uma forma de realizacdo preferida a variante de lipase tem
pelo menos 80%, 85%, 90%4, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% da identidade da
SEQ ID N*:2

Em uma forma de realizagio mais preferida a variante de
lipase é uma variante de lipase tendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID
N*: 2.

Substituicdes na Rewido IV

A Regido IV consiste de residuos de aminoacido que ligam-se

eletrostaticamente a superficie. Nesta regido & preferido substituir um
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aminoacido de uma origem de lipase com um aminoacido mais positivo.

A variante de lipase pode compreender pelo menos uma
substituicio na regido IV, tal como duas, trés, gquatro, cinco ou seis
substituicdes na Regido 1V.

Os residuos de aminoacidos correspondentes as posicdes
seguintes sfo compreendidos pela Regido IV: 27 e 54 a 62. As posicdes
seguintes sfo de interesse particular: 27, 56, 57, 58, 60.

Em particular as substituicdes seguintes foram identificadas:
X27R, X58N/AG/T/P e XoOHV/S/G/N/R/K/A/L.

Em uma forma de realizagéio preferida a variante de lipase tem
pelo menos 80%, §5%4, 90%, 95%, 96", 97%, 98% ou 99% da identidade da
SEQ ID NQ:2

Em uma forma de realizacdo mais preferida a variante de
lipase é uma variante de lipase tendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID
N=: 2.

Aminoacidos em outras posicoes

A origem de lipase pode opcionalmente compreender
alteracdes adicionais, por exemplo, substituicdo de outro aminodcido,
particularmente menos do que 10, menos do que 9, menos do que 8, menos do
que 7, menos do que 6, menos do que 5 alteragcdes como comparados a2 uma
origem de lipase. Os exemplos sio substitui¢des correspondentes de uma ou
mais posicdes 24, 37, 38, 46, 74, 81, 83, 115, 127, 131, 137, 143, 147, 150,
199, 200, 203, 206, 211, 263, 264, 265, 207 ¢ 269 da origem de lipase. Em
uma forma de realizacfo particular aqui é uma substituicio de pelo menos
uma da posicio correspondente a posicdo 81, 147, 150, 227 e 249. Em uma
forma de realizaclo preferida pelo menos uma substituicdo é selecionada do
grupo que consiste de X38R, XSIQ/E, X143S/C/N/D/A, X147TM/Y,
X150G/K, X227G e N249R/I/L.

A variante pode compreender substituicdes fora da Regido I a
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IV definida; o numero de substituigdes fora da Regido I a IV definida é
preferivelmente menos do que seis, tal como cinco, quatro, trés, duas ou uma
substituicdo.

As substituicdes adicionais podem, por exemplo, ser feitas de
acordo com o principio conhecido na técnica, por exemplo, substitui¢des
descritas em WO 92/05249, WO 94/25577, WO 95/22615, WO 97/04079 ¢
WO 97/07202.

Origem de variantes de lipase
As variantes de lipases incluem origem de lipases tendo as

substituicdes listadas na tabela 1 abaixo (usando SEQ ID N°: 2 para

numeracio).
Tabela 1
Regido I Regido II Regido 111 Regido IV Regides externas
N4V - X227G + X210K + X256K | X83T + X86V X53A + Ho0S X150G
M231R - X233R
2275 + X231R X256K eTY X58H + X60S 150G
+ X235
M231R - N2335R N255Y | ‘
X231R - X233R x202G ‘ ‘
K275+ N231R + 256K ey
M235F
X4V - X2ZIR + 2SEN +Ma0S
X235R

S231FR - 3255R M{90R ‘ XNSEN -+ XadS

H231FR - M255R X255V NO9DA ‘
K227G -+ X231IR + 250K NSV 58N + XaDS 150G
M235R
N231R - X255R N211L ‘ ‘ XS8M -+ Xo0S X147M
M231R + X233K x150K

Em uma outra forma de realizagdo particular, a origem de

lipase ¢ idéntica a SEQ ID N°:2, e as variantes da Tabela 1 serdo deste modo:
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Tabela 2: Algumas das variantes particulares da SEQ ID N°:2

Regiao 1 Regido 11 Regido IIT Regido 1V Regides externas
4V -+ L2276 - E210K + P256K S83T - IS6V S58A + Va0S A1505
T231F +1H233R

237G+ T231R + P256K ISaV S38H + VadS A1305
M233R
T251F +W253%KR 1255 ‘
231K + 11233R 1202G ‘
L227G + T231R + P25ak ISaV
M23ZR
04V TZ31R + S58H + VadS
M235R
T231K + H233R [90R SSEN - Vans
T231R + N2353R 1255V ‘ I90A
L227G + T231R + P256}. IEaV S5EH - VadS Al150G
235K
T231F - 235 F211L ‘ S58N - VA0S L147M
231R + M2Z3R A150K

Nomenclatura para modifica¢des de aminoacido

Em descrigdo as variantes de lipase de acordo com a invencéo,
a nomenclatura seguinte ¢ usada para facilitar a referéncia:

Aminoécido original (s): posi¢do (s): aminoacido substituido
(s)

De acordo com esta nomenclatura, por exemplo a substituigdo
de acido glutdmico para glicina na posigcdo 195 é mostrada como G195E. A
anulacdo da glicina na mesma posicdo ¢ mostrada como G195*, e a insergdo
de um residuo de aminoacido adicional tal como lisina é mostrada como
G195GK.

Onde uma lipase especifica contém uma “anulagéio” em
comparagdo com outras lipases € uma insercéo € feita em uma tal posicao esta
¢ indicada como *36D para insergdo de um acido aspartico na posigéo 36.

As mutacdes multiplas s3o separadas por sinais de adigio, isto

/4

é: R170Y+GI195E, representando mutagdes nas posicdoes 170 e 195 de
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substituicdo de tirosina e acido glutdmico para arginina e glicina,
respectivamente.

O X231 indica que o aminoacido em uma origem de
polipeptideo correspondente 3 posi¢do 231, quando aplica o procedimento de
alinhamento descrito. O X231R indica que o aminoacido é substituido com R.
Para a SEQ ID N°: 2 X é T, e X231R deste modo indica uma substitui¢do de
T na posicio 231 com R. Onde o aminoacido em uma posigéo (por exemplo,
231) pode ser substituido por um outro aminedcido selecionado a partir de um
grupo de aminoacidos, por exemplo, o grupo que consiste de ReP e Y, e sera
indicado por X231R/P/Y

Em todos os casos, a letra simples IUPAC aceitavel ou letra
tripla de abreviacio de aminoacido € utilizado.

Disposicio de aminoacido

Nesta especificagdo, os aminoacidos sdo classificados como
carga negativa, carga positiva ou eletricamente neutra de acordo com sua
carga elétrica em pH 10. Desta maneira, os aminoacidos negativos sdo E, D,
C (cisteina) e Y, particularmente E ¢ D. Os aminoacidos positivos sdo R, K ¢
H, particularmente R e K. Os aminoacidos neutros sdo G, A, V,L, L P, F, W,
S, T, M, N, Q & C quando parte de formacao de uma ponte de bissulfeto. Uma
substitui¢do com um ouire aminoacido no mesmo grupo (nezativo, positivo
ou neutro) é denominado uma substituigdo conservativa.

(s amincacidos neutros podem ser divididos em hidrofébicos
ou ndo polares (G, A, V, L, , P, F, W ¢ C como partes de uma ponte de
bissulfeto) e hidrofilicos ou polares (S, T, M, N, Q).

Identidade de aminoacido

A relagdo entre duas seqgiiéncias de aminoacidos ou entre duas
seqiiéncias de nucleotideos é descrita pelo pardmetro de “identidade”.

Para os propdsitos da presente invengdo, o alinhamento de

duas seqiiéncias de aminoicidos é determinada pelo uso do programa de



10

15

20

25

14

Needle a partir da embalagem EMBOSS (http://embass.org) versdo 2,8,0. Os
implementos do programa de Needle, o algoritmo de alinhamento global
descrito em Needleman, S. B. e Wunsch, C. D. (1970) I. Mal, Biel, 48, 443-
453. A matriz de substituigio usada ¢ BLOSUMSG2, a penalidade de abertura
da fenda € 10, a penalidade da extensdo da fenda € 0,5,

O grau de identidade entre uma seqiiéncia de aminoacido da
presente invengﬁcn (“seqﬁéneia da invencdo”; por exemplo, aminoacidos 1 a
269 da SEQ ID N°:2) e uma seqiliéncia de aminoacido diferente (“seqiiéncia
estranha”) & calculada com o namero de equiparacdes exatas em um
alinhamento de duas segiiéncias, dividido pelo comprimento da “segiiéncia da
invencdo” ou comprimento da “seqiiéncia estranha”, quaisquer que sejam
mais curtas. O resultado ¢ expressado em identidade percentual.

Em equiparagdes exatas ocorre quando a “seqiiéncia da
invengdo” e a “seqliéncia estranha™ tem residuos de aminoacidos idénticos nas
mesmas posicdes do sobreposto. O comprimento de uma segiiéncia é o
nimero de residuos de aminodcidos na segiiéncia (por exemplo, o
comprimento da SEQ 1D N*:2 & 269).

O procedimento acima pode ser usado pelo calculo da
identidade bem como homologia e por alinhamento. No contexto da presente
invengdo homologia e alinhamentio foram calculados como descrito abaixo.
Homologia e alinhamento

Para os propoésitos da presente invencdo, o grauv de homologia
pode ser determinade adequadamente pelo meios de programas de
computador conhecidos na técnica, tal como GAP fornecido na embalagem
do programa GCG (Program Manual for the Wisconsin Package, Version §,
August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,
Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B. e Wunsch, C.D., (1970), Journal
of Molecular Biology, 438, 443-45), usando GAP com o©s sezuintes ajustes

para comparacdo de seqliéncia de polipeptideo: A penalidade de criacdio de
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GAP de 3,9 ¢ penalidade de extensdo de GAP de 0,1.

Em uma presente invencio, posigdes correspondentes (ou
homolozas) nas seqiiéncias de lipase de 4bsidia reflexa, 4bsidia corymbefera,
Rhizmucor  michei, Rhizopus delemar, Aspergillus niger, Aspergillus
fubizensis, Rusarium oxysporurn, Rusarium  heterosporum, Aspergillus
oryzea, Penicilium camembertii, Aspergillus foctidus, Asperzillus niger,
Thermomyces lanoginosus (sindnimo: Humicola lanuginose) e Landerina
penisapora sdo definidos pelo alinhamento mostrado na Figura 1.

Para observar as posi¢des homologas nas seqiiéncias de lipase
nio mostradas no alinhamento, a seqiiéncia de interesse ¢ alinhado 2
seqiiéncia mostrada na Figura 1. A nova seqiiéncia & alinhada ao alinhamento
presente na Figura 1 pelo uso do alinhamento GAP as seqiiéncias mais
homologas observadas pelo programa GAP. O GAP ¢ fornecido na
embalagem do programa GCG (Program Manual for the Wisconsin Package,
Version S, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive,
Madison, Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B. ¢ Wunsch, CD., (1970),
Journal of Molecular Biology, 48, 443-45). Os seguintes ajustes sdo usados
por comparagdo de seqiiéncia de polipeptideo: A penalidade de criagdo de
GAP de 3,0 e penalidade de extensdo de GAP de 0,1.

Hibridizacio

A presente invencio também diz respeito a polipeptideos
isolados tendo atividade de lipase que sdo codificados por polinucleotideos
que hibridizam-se sob condicdes de estringéncia  muito  baixas,
preferivelmente condicdes de estringéncia baixas, mais preferivelmente
condicdes de estringéneia médias, mais preferivelmente condigdes de
estringéncia média altas, ainda mais preferivelmente condicdes de
estringéncia altas e mais preferivelmente condicdes de estringéncia muito
altas 11) nucleotideos de 178 a 660 da SEQ ID N°: 1, (ii) a seqiiéncia de

cDNA contida nos nucleotideos de 178 a 660 da SEQ ID N°: 1, (iii) uma
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ubseqiiéncia de (i) ou (i1) ou (iv) um filamento complementar de (i), (ii) ou

o

(ii1) (J. Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatus, 1959, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2° edicdo, Cold Spring Harbor, New York). Uma
subseqgiiéncia de SEQ 1D N”: 1 contém pelo menos 100 nucleotideos
contiguos ou preferivelmente pelo menos 200 nucleotideos contiguos. Além
disso, a subsequiéncia pode codificar um fragmento de polipeptideo que tem
atividade de lipase.

Para sondas longas de pelo menos 100 nucleotideos de
comprimento, as condicdes de esfringéncia de muito baixa a muito alta sio
definidas como a pré-hibridizagdo e a hibridizacio a 42 C em 5X de SSPE,
0,3% de SDS, 200 ug/ml dividido em DNA de esperma de salmio
desnaturado e 25% de formamida para estringéncias muito altas e muito
baixas, 35%» de formamida para estringéncias médias e médias-altas ou 50%a
de formamida para estringéncias altas e muito altas, seguindo os
procedimentos de Southern blotting padrdo por 12 a 24 horas otimamente.

Para sondas longas de peloe menos 100 nucleotideos de
comprimento, o material carregador é finalmente lavado trés vezes cada por
15 minutos usando-se 2X de SSC, 0,2%: de SDS preferivelmente pelo menos a
45% C (estringéncia muito baixa), mais preferivelmente pelo menos a 50¢ C
(estringéncia baixa), mais preferivelmente pelo menos a 55 C (estringéncia
média), mais preferivelmente pelo menos a 60¢ C (estringéncia média-alta),
ainda mais preferivelmente pelo menos a 65° C (estringéncia alta) e mais
preferivelmente pelo menos em 70° C (estringéncia muito alta).

Seqiiéncia de DNA, Vetor de expressio, Célula hospedeira, Produciio de
lipase

A invencdo formmece uma seqiiéncia de DNA que codifica a
lipase da invencdo, um vetor de expresséio que abriza a seqiiéncia de DNA e
uma célula hospedeira transformada contendo a seqiiéncia de DNA ou o vetor

de expressdo. Estes podem ser obtidos pelos métodos conhecidos na técnica.
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A invencdo também fornece um método de produzir a lipase
pelo cultivo da célula hospedeira transformada sob condigdes condutoras para
a producdo da lipase e recuperacdo da lipase a partir do caldo resultante. O
meétodo pode ser praticado de acordo com os principios conhecidos na técnica.
Atividade de lipase

Atividade de lipase em tributirina em pH neutro (1.U)

Um substrato para lipase é preparado pela emulsificagdio da
tributirina (tributirato de glicerina) usando-se goma Arabica como o
emulsificador. A hidrélise de tributirina a 30° C em pH 7 ou 9 é seguida em
um experimento de titulacdo de pH-stat. Uma unidade de atividade de lipase
(1 LU) iguala a quantidade de enzima capaz de liberar 1 micro mol de 4cido
butirico/minuto em pH 7.

Risco Beneficio

O fator Risco Beneficio que descreve o desempenho
comparado com o risco reduzido quanto ao cheiro do odor é definido como:
BR = RP,/R, como descrito abaixo.

Usos

As enzimas da presente invengdo podem encontrar uso
industrial, por exemplo, serem incluidas nas composicdes de detergente para a
remogdo de qualquer matéria graxa.

EXEMPLOS

Os produtos quimicos usados como tampdes e substratos
foram os produtos comerciais pelo menos de grau de reagente.
Meios e Solugoes
Produto Nome Comercial
LAS: Surfac P
Zedlito A Wessalith P

Outros ingredientes usados sdo regentes de laboratério padrio.
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Materiais
Produto Fornecedor

EMPA22] EMPA St. Gallen, Lerchfeldstrasse 5, CH-9014 St. Gallen,

Suiga
Exemplo 1
Producio de enzima

Um plasmideo contendo o 2ene que codifica a lipase é
construido e transformado em uma célula hospedeira adequada usando-se
métodos padréo da técnica.

A fermentacdo é realizada como uma fermentacdo por batelada
alimentada usando-se uma temperatura média constante de 34° C em um
velume inicial de 1,2 litro. O pH inicial do meio ¢ ajustado a 6,5. Uma vez
que © pH aumentou a 7,0 este valor é mantido através da adicdo de 10% de
H3PO4. O nivel de oxizénio dissolvido no meio € controlado variando-se a
taxa de agitacdo e usando-se uma taxa de aeragio fixa de 1,0 litro de ar por
litro de meio por minuto. A taxa de adicdo de alimentagdo é mantida em um
nivel constante durante a fase de batelada de alimentacdo total.

() meio de batelada contém xarope de maltose como a fonte de
carbono, uréia e extrato de levedura como a fonte de nitrogénio e uma mistura
de metais e sais traco. A alimentagdo adicionada de maneira continua durante
a fase de batelada de alimentacdo contém xarope de maltose visto que o
extrato de levedura e uréia é adicionado a fim de garantir um fornecimento
suficiente de nitrozénio.

A purificagdo da lipase pode ser realizada pelo uso de métodos
padrdo conhecidos na técnica, por exemplo, pela filtragdo do sobrenadante de
fermentacdio e cromatografia hidrofobica e cromatografia trocadora de ion,
por exemplo, como descrito no EP 0 851 913 EP, Exemplo 3.

Exemplo 2

AMSA - Ensaio de Tensio MecAnica Automatizada — para o calculo de
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Desempenho Relativo (RP)

As enzimas variantes do presente pedido s3o testados usando-
se 0 Ensaio de Tensdo Mecénica Automatizado (AMSA). com o teste AMSA
o desempenho de lavagem de uma grande quantidade de solugdes de enzima-
detergente de volume pequeno pode ser examinado. A placa AMSA tém
diversas fendas para as solugdes de teste e uma tampa que comprime
firmemente a amostra de tecido a ser lavada contra todas as aberturas de
fenda. Durante o periodo de lavagem, a placa, as solugdes de teste, os téxteis e
a tampa slo vigorosamente agitados para colocar a solugiio de teste em
contato com o téxtil e aplicar tensdo mecanica. Para a descricdo adicional ver,
WO 02/42740 especialmente o pardgrafo “Formas de realizacdo de método
especiais™ nas paginas 23-24. Os recipientes que contém a solugdo de teste de
detergente, consistem de orificios cilindricos (6 mm de didmetro, 10 mm de
profundidade) em uma placa metalica. O tecido tingido tmaterial de teste) esta
na parte superior das placas metalicas e é usado como uma tampa e sela os
recipientes. Uma outra placa metalica esta no topo do tecido tingido para
evitar qualquer derramamento de cada recipiente. As duas placas metalicas
juntas com o tecido tingido s@o submetidos a vibragdo para cima e para baixo
em uma freqiiéncia de 39 Hz com uma amplitude de 2 mm.

O ensaio é conduzido sob as condigdes experimentais
especificadas abaixo:

Tabela 3

0,5 2/l de LAS
1,52 2/l de Na2CO3

Solucdo de teste

1,07 2/1 de Zedlito A
0,52 2/1 de Na3Ciiraio

Volume de solucdo de teste

Tof} micro |

PH

Como é (=9.9)

Tempo de lavagem

20 minuwios

Temperatura

30°C

Dureza da azua

Sedn
Taxa de Ca*'/Mz* /NaC03: 4:1:7,5

Concentraciio de enzima na solucdo de teste

0,125, 0,25, 0,50, 1,0 mg ep/ ]

Secagem

Desempenho de lavagem: Apds a Javagem,
o3 pedacos de téxteis s3o imediatamente
pulverizados em agua de torneira e secado ao
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ar a 85° C em S minutos

Odor: Apés a lavagem, os pedagos de téxteis
sdo imediatamente pulverizados em 4zgua Jde
tomeira e secados em temperatura ambiente
{20° ) por 2 horas

Amostras furméricas cieme como  descriio
Material de teste abaixo (EMPA221 wsado como €xtil de
alg2odio)

As amostras turméricas creme foram preparadas misturando-se
5 2 de turmérico (Santa Maria, Denmark) com 100 g de creme (384 de
gordura, Aria, Denmark} a 50° C, a mistura foi deixada nesta temperatura por
cerca de 20 minutos e filtrada (50° C) para remover quaisquer particulas ndo
dissolvidas. A mistura é esfriada a 20 © C e amostras de algoddo tecidas,
EMPA221, foram imersas na mistura creme-turmérica e posteriormente
deixadas secar em temperatura ambiente durante a noite e congeladas até o
uso. A preparagdo de amostras creme-turméricas é divulzada na patente WO
2006/125437.

O desempenho da amostra variante é medido como a claridade
da cor das amostras téxteis lavadas com aquela enzima variante especifica. A
claridade também pode ser expressada como a intensidade da luz refletida a
partir da amostra téxtil quando iluminada com luz branca. Quando o 1éxtil é
tingido, a intensidade da luz refletida é menor, do que aquela de um téxtil
limpo.

Portanto, a intensidade da luz refletida pode ser usada para
medir o desempenho de lavagem de uma enzima variante.

As medigdes de cor sdo feitas com um scanner de leito plano
profissional (PFU DL2400pro), que é usado para capturar wma imagem das
amostras de tecido lavadas. As varreduras sdo feitas com uma resolucio de
200 dpi e com uma profundidade de cor de saida de 24 bits. A fim de
conseguir resultados precisos, o scanner ¢ freglientemente calibrado com uma
alvo IT8 refletivo Kodak.

Para extrair um valor quanto a intensidade de luz a partir das

imagens escaneadas, uma aplicacdo de software projetado especial é usada
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(Novozymes Color Vector Analyzer). O programa recupera os valores de
pixel de 24 bits a partir da imagem e os converte em valores para vermelho,
verde e azul (RGB). O valor de intensidade (Int) é calculado pela adigdo dos
valores RGB junto como vetores e entdo tomando-se o comprimento do vetor
resultante:

Int=\r*+g* +b*

O desempenho de lavagem (P) das variantes é calculado de
acordo com a férmula abaixo:

P = Ini(v) — Int(r)
onde

Int(v) € o valor de intensidade de luz da superficie téxtil lavada
com enzima e

Int(r) ¢ o valor de intensidade de luz da superficie téxtil lavada
sem a enzima.

Um registro de desempenho relativo é dado como o resultado
da lavagem AMSA de acordo com a definic3o:

Os registros de desempenho relativo (RP) sdio somados aos
desempenhos (P) das variantes de enzima testadas contra a enzima de
referéncia:

RP = P(enzima de teste)/P(enzima de referéncia).

RPavg indica o desempenho médio relativo em comparagio
com a enzima de referéncia em todas as trés concentragdes de enzima (0,125,
0,25, 0,5, 1,0 mg ep/1)

RPavg = avg(RP(0,125), RP(0,25) RP(0,5), RP(1,0))

Uma variante ¢é considerada apresentar desempenho de
lavagem melhorado, se esta tiver desempenho melhor do que a referéncia.

No contexto da presente invenc¢do, a enzima de referéncia é a
parte madura da SEQ ID N®:2 com as substituicdes T231R + N233R.

Exemplo 3
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A liberacdo de 4cido butirico das amostras lavadas com lipase
foram medidas pela Cromatografia Gasosa de Micro Extragdo de Fase Sdlida
(SPME-GC) usando-se o seguinte método. Quatro pedagos téxteis (5 mm de
didametro), lavados na solucfio especificada na Tabela 1 contendo 1 mg/l de
lipase, foram transferidos a um frasco de Cromatografia Gasosa (GC). As
amostras foram analisadas em vm Varian 3800 GC equipado com uma coluna
Stabilwax- DA w/integra-Guard (30 m, 0,32 mm de ID e 0,25 micro-m df) ¢
uma fibra Carboxen PDMS SPME (75 micro-m). Cada amostra foi pré-
incubada por 10 minutos a 40° C seguido por 20 minutos de amostragem com
a fibra de SPME no espago superior sobre os pedacos téxteis. A amostra foi
subseqiientemente injetada na coluna (temperatura do injetor = 250° C). Fluxo
da coluna = 2 ml de Hélio/min. Gradiente de temperatura do forno de coluna:
0 min =40°C, 2 min = 407 C, 22 min = 240° C, 32 min = 240~ C. O acido
butirico foi detectado pela deteccdio FID e a quaniidade de acido butirico foi
calculada com base em uma curva padrdo de acido butirico.

O Odor do Desempenho de Risco, R, de uma variante de lipase
esta entre a quantidade de acido butirico da amostra de tecido lavada com a
variante de lipase e a quantidade de acido butirico de uma amostra lavada
com a parte madura da lipase da SEQ ID N°: 2, apds ambos os valores serem
corrigidos para a quantidade de acido butirico liberado a particr de uma
amostra de tecido ndo lavada com lipase. O risco (R) das variantes ¢ calculado
de acordo com a férmula abaixo:

Odor = medido em micro g de 4cido butirico desenvolvido em
1 mg de proteina de enzima /| corrigido para o branco

lAlfaa‘:n:ima di tesiz Odoren:ima deiesie T Branco

Allfaen:ima de vefzréncia — C)dm'en:ima de referéncia — Branco

R = Al faen:ima dz teste/ Alfaen:ima de referéncia

Uma variante ¢ considerada apresentar odor reduzido em
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comparacgdo com a referéncia, se o fator R for menor do que 1.
Exemplo 4
Atividade (LU) com relag¢io a absorbancia em 280 nm

A atividade de uma lipase com relacdo a absorbancia em 280
nm ¢ determinada pelo seguinte ensaio:
LU/A280:

A atividade da lipase é determinada como descrito acima na
secdo Atividade de lipase. A absorbéncia da lipase em 280 nm € medida
(A280) e arazdo LU/A280 é calculada. O LU/A280 relativo é calculado como
o LU/A280 da variante dividida pelo LU/A280 de uma enzima de referéncia.
No contexto da presente invencdo a enzima de referéncia € a lipase da SEQ
ID N°:2 com as substituicdes T231R + N233R.

Exemplo §
BR — Risco Beneficio

O fator de Risco Beneficio que descreve o desempenho em
comparagdo com o risco reduzido para o cheiro do odor ¢ definido desta
maneira como:

BR =RPa,,/R

Uma variante ¢ considerada apresentar desempenho de

lavagem melhorado e odor reduzido, se o fator BR for maior do que 1.

Aplicando-se os método acima, os seguintes resultados foram

obtidos:
Tabela 4
RP médio
Variante Mutacdes em SEQ ID NO: 2 RP,.. BR LU/A280
1 1202G + T231R -+ M233R. 0,54 1,41 Nio
determinado
2 186V + L227G - T231R + N233R + 1,08 1,52 1700
P256k
3 Q4V +- S58N +- vB0DS <+ T231R + 0,57 1,73 1950
HN235R
4 S581 + V60S + 190R -- T23 1R + 1,00 1,27 2250
N233R
5 1255Y + T231R.-- M233K 1,19 1,17 3600
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6 I90A + T231R + M233R. + 1255V | 1,13 1,14 | 2700

Referéncia T231R + 11233 1,00 1,00 3650

7 GO1A + E99K + T231F--N233R - 0,47 Mo 350
Q249K + 270H + 271T + 272F + determinado

2758 -+ 2748 +- 275G -+ 276R + 2770
+ 278G + 275H + 280K

3 GO1A +E99K + T231F, N2Z33R + 0,13 500
Q249R + 270H +271T +272P + Hio
2748 + 2748 + 275G - 276F. 4 277G deierminado
+ 2785

A lipase de referéncia e as variantes 7 e § na Tabela 4 séo

descritas no WO 2000/060063.

Exemplo 6
BR - Risco Beneficio

O Risco Beneficio foi medido pelas para as variantes listadas
na Tabela 5. O fator de Risce Beneficio foi medide da mesma maneira como
descrito no Exemplo 5 ¢ foi observado estar acima de 1 para todas as

variantes listadas.

Tabela S
Variante Mutacdes em SEQ ID NO: 2
Referéncia T231R + N233R
9 L97V+ T231R+N233R
10 A150G+T231R+N233R
11 I9OR+T231R--N233R
12 [202V+T231R+N233R
13 L227G+ T231R+ N233R+ P256K
14 [90A+ T231R-+- N233R
15 T231R+N233R+ 1255P
s I90V-1255V+T231R+N233R
17 F211L~ L227G-- T231R+ N233R+ 12551+ P256K
18 SS8N+ VanS-- T231R+ N233R~+ (12491
10 S58N-- Vo0S+ T23 1R+ N233R+ Q2491
o AT50G+L227G+ T23 1R+ N233R+- P256K
2] K46L+ S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ Q2491+ D2541
2 QAL+ E43T+ K461+ S58N+ VA0S T231R+ N233R-+ Q249L+ D2541
23 Q4L+ S58N-- Vo0S-+ T23 1R N233R-- 2491+ D2541
24 Kdal+ S58N-+ Vo0S+ T23 1R N233R+ (1249L+ D254L
25 K46LA+ SS8N-+ V60S-+ K2231-- T231R-- N233R+ D2541
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E43T+ K4ol+ SS8N+ VoS+ T231R-- N233R-+- Q2491+ D2541

25

7 SS8N+ VG0S+ I86V-+ A1505+ L2276+ T23 IR+ N233R+ P256K

g K24R- K45R+ K74R++ IS6V- KO9SR+ KI127R+ DI37K+ A150G+ K223R+

T231R+ N233R
20 SSSATVEDA- 1S6V+T23 IR+N233R
30 K24R+ K46R+ S350+ VG0S+ K74R+ 1$6V-+ K9SR+ K127R+ DI37K+ K223R+
T231R+ N233R

11 SSSA+ VEDA+ IS6V+ AT50G+ T23 IR+ N233

1 SSSN V0V D62G+ T231R+ N233R

3 Q4V-+ SSEN+ VE0S+ 186V T231R+ N233R++ (02491

34 Q4V-- S58N+ VG0S+ 186V A150G+ T23J R+ N233R+- 265V

15 4V S58N+ VA0S+ 190A+ AT50G+ T231R-+- N233R+- 255V

1 Y53A+ SASN+ VaDS+ T231R+ N233R+ P256L

17 12020+ T231R+ N233R++ 1255A

a8 SS8A+ VG0S+ISeV-+ A150G+ L227G+ T23 1R+ N233R+ P256K

10 D27R+ S38N-- Vo0S+ 1S6V-- ATZ0G+ L2275+ T23 1R+ N233R+ F256K

49 VGOK:+ 186V+ AT50G-- L2275+ T231R-- N233R+ P256K

41 Q4V-- SSSA+ V6iS+ SS3T-+ 156V-+ A150G+ E210K+ L227G+ T231R+ N233R+
P256K

2 Q4V-+ VBOI- SS3T+ 186V A1 50G+ L2275+ T23 1R+ N233R+ P256K

07 D27R+ V6OK+ 186V -+ AT50G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K

a4 Q4N+ L6S+ SSSN-- VaDS+ 186V+ A150G+ L227G+ T23 1R+ N233R+ P256K

15 EIN+ VEDK-+ 1S6V+ A150G+ L227G+ T23 IR+ N233R+ P256K

46 V50K I86V+ A150G K223N+ 32255+ T23 1R+ N233R+ P256K

47 E2]0V+ T23 1R+ N233R-+ 249K

43 S3SN+ Va0S+ E210V-- T23 1R N233R+ Q249R

40 Q4V-+ VAOK+ 100K+ T23 IR+ N233R+ 1255V

<0 D4V VB0R+ A1S0G+ T231R+ N233R

<] V50K+ SS3T+ T231R+ N233R

5 V6OK+ AT1505+ T23 1R+ N233R+ 1255V

0 T231R+ N233G+ D234G

4 S58N VG0S+ [S6V+ A150G+ E210K+ L227G+ T231R+ N233R+ Q249R+
P256K

o SS8N+ V60S+IS6V+ A150G+ E210K+ L2275+ T231R+ N233R+ [255A+

256K

56

SSSN+ Va0S-+ IS6V+ A150G+ GlSoR+ E210KA+ L227G- T23 1R+ N233R+
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1255A- P25aK

S58T+ V6OK+ I86V+ N4+ A150G-- E210V-+ L227G-+ T231R+ N233R+

57
P256K

58 S58T+ V60K+ 186V+ D102A+ A150G+ L2275+ T231R+ N233R+ P256K

50 S58T+ V60K+ 185V+ D102A+ A150G+ E210V-+ L227G+ T23 1R+ N233R+
P2561

50| SS8T+ V6OK:+ S83T+ ISGV-+ N94K-+ AI50G+ E210V+ L227G+ T231R+ N233R+
P256K

51 SS8A+ V60S+ I36V+ T1438+ A150G- L227G+ T231R+ N233R+ P256K

6 G915+ DoV D254R

o V60LA G1M T231W+ (2491

4 T37A+ DO8A+ T23 IR N233R+ Q249G

o SGIESTDAT23 I RAN233RAD254A

s E210IT23 TR+AN233K

&7 D27H+E§70+Do6N+T23 IR+N233R-+D254V

s FISIL+E210V-+T231R+N233R

5 D27N+ D96G+ T23 1R+ N233R

0 DOGN-- T23 1R+ N233R

T T231R+ N2331+ D234G

7 SSSK+ V60L+ E210V-+ (249K

7 S5SH+ VOL+ E210V-+ (249K

4 Q4V+F55V+ 186V T231R+ N233R+ 1255V

7a | Q4V+S58T+ VS0K T199L+ N200A+ E210K+ T23 1R+ N233R+ 1255A+ P256K

75 QAV- D27N+ VaOK-+ T231R+ N233R

77 I90F+ [202P+ T23 1R+ N233R+ 12551

78 S58N+ VA0S+ DISSN+ T231R+ N233R

70 S5SN+ Ve0S+ ST15K+ T23 1R+ N233R

S0 SS8N+ VG0S+ LI47M+ A150G+ F21]L+ T231R+ N233R

. VGOK-- AJ50G+ T231R+ N233R

© 190V--L2275+T231R+N233R+ P255K

53 T231R+N233R+ 12558

4 186G+ T23 1R+ N233K

< VG0K+ 1202V+ E210K+ T231R+ N233R+ R55A+ P256K

%6 190G+ 2021+ T23 1R+ N233R+ 12558

$7 S58G+ V6ilG+ T23 1R+ N233K

A lipase de referéncia é descrita no WO 2000/060063.
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REIVINDICACOES

. Variante de uma lipase precursora mostrada na SEQ ID NO:

2, caracterizada pelo fato de que a variante compreende um conjunto de

substituigdes selecionadas do seguinte grupo:
a) T231R + N233R + [255Y
b) [202G + T231R + N233R
¢) 186V + L.227G + T231R + N233R + P256K
d) Q4V + 858N + V60S + T231R + N233R
e) S58N + V60S + I90R + T231R + N233R
f) I90A + T231R + N233R + 1255V
g) S58N + Vo60S + 186V + AIS0G + L227G + T23IR +
N233R + P256K
h) S58N + V60S + L147M + F211L + T231R + N233R
1) Q4V + S58A + V60S + S83T + I86V + AIS0G + E210K +
L227G + T231IR + N233R + P256K
i) 838N + V60S + 186V + A150G + L227G + T231R + N233R
+ P256K
¢ em que a variante tem atividade de lipase.

2. Sequéncia de DNA, caracterizada pelo fato de que codifica

a variante de lipase como definida na reivindicacdo 1.
3. Vetor de expressiio, caracterizado pelo fato de que abriga a
sequéncia de DNA como definida na reivindicagio 2.

4. Microrganismo transgénico, caracterizada pelo fato de que é

transformado com a sequéncia de DNA como definida na reivindicagio 2.

5. Método de produzir uma variante de lipase, caracterizado

pelo fato de que o método compreende cultivar o microrganismo transgénico
transformado como definido na reivindicagio 4 sob condicdes condutoras
para a producio da variante de lipase e recuperacao da variante de lipase a

partir do caldo resultante.
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Figura 1. Alinhamento das seqiiéncias de lipase.
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Aspergillus foelidus
Aspergiltus niger
Aspergilius oryzea
Thermomyces lanuginosus
Landerina penisapora
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