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DESCRIPCION
Variantes de alfa-amilasa.
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencidn se refiere a variantes nuevas de a-amilasas madres de tipo Termamyl con propiedades
alteradas relativas de la alfa-amilasa madre. Dichas propiedades incluyen mayor estabilidad, p. ej., a pH acido, p. €j., a
concentraciones de calcio bajas y/o a altas temperaturas. Tales variantes son adecuadas para varias aplicaciones, en
particular, para el tratamiento del almidén industrial (p. ej., licuefaccién de almidén o sacarificacion).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Las a-amilasas (a-,4-g1ucan-4-g1ucanohidrolasas, EC 3.2.1.1) constituyen un grupo de enzimas que catalizan la
hidrdlisis del almiddn y otros oligo-y polisacaridos 1,4-g1ucosidicos lineales y ramificados.

[0003] Hay un cuerpo muy extenso de patentes y bibliografia cientifica acerca de esta clase tan importante
industrialmente de enzimas. Varias a-amilasas tales como las variantes de a-amilasas del tipo Termamyl son conocidas
a partir de, p. ej., WO 90/11352, WO 95/10603, WO 95/26397, WO 96/23873 y WO 96/23874.

[0004] WO 96/23874 proporciona los datos estructurales por un cristal de rayos X tridimensional para una a-amilasa del
tipo Termamyl que consiste en los 300 residuos de aminoacidos N-terminales de la a-amilasa de B. amylolicuefaciens y
los aminoacidos 301-483 del extremo C-terminal de la a-amilasa de B. licheniformis que comprende la secuencia de
aminoacidos (esta ultima estando disponible comercialmente bajo el nombre comercial TermamyITM), y que esta por 10
tanto bastante relacionada con las a-amilasas de Bacillus industrialmente importantes (las cuales en el presente
contexto estdn comprendidas dentro del significado de los términos "a-amilasas del tipo Termamyl", y las cuales
incluyen, entre otras, las a-amilasas de B. licheniformis, B. amylolicuefaciens y B. stearothermophilus). WO 96/23874
ademas describe la métodologia para disefar, en base a un andlisis de la estructura de una a-amilasa del tipo
Termamyl, variantes de la a-amilasa del tipo Termamyl las cuales muestran propiedades alteradas relativas a la madre.
WO096/23873 y WO97/41213 divulgan variantes de a-amilasas del tipo Termamyl que tienen propiedades mejoradas
seleccionadas, por ejemplo, de estabilidad temporal, de estabilidad de oxidacién, de dependencia reducida de Ca'.
WO98/26078 divulga variantes de a-amilasas Bacillus amylolicuefaciens con una sustitucion en una posicion
correspondiente a la posicion 201.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
[0005] La presente invencion se refiere a variantes de una a-amilasa de tipo Termamyl, donde:

(a) la variante comprende una o mas de las siguientes sustituciones: E376K; S417T; A420Q o R; S356A;
o0 Y358F y ademas K176R+I201F+ H205N utilizando la numeracion en SEC ID n°: 4, donde la alfa-amilasa tipo
Termamyl madre tiene un grado de identidad para SEC ID n°: 4 de al menos 80%, y

(b) la variante tiene actividad de alfa-amilasa y ademas las variantes tienen y una estabilidad aumentada
a pH por debajo de 7,0, y/o a concentraciones de calcio por debajo de 1mM a en el rango de temperaturas de
95°C a 160°C relativamente a la alfa-amilasa tipo Termamyl madre. Las variantes son ventajosas en relacion
con, por ejemplo, el procesamiento industrial de almidon (licuefaccién de almidon, sacarificacion y similares)
como se describe en la patente de EEUU n° 3,912,590 y publicaciones de patentes europeas N°. 252,730 y
63,909.

Conversioén del almidén

[0006] Un proceso "tradicional" de conversion del almidon que degrada el almidén a componentes de carbohidratos de
peso molecular mas bajo tales como azucares o sustitutos de grasa incluye una fase desramificante.

Conversién de "almidén en azucar"

[0007] En el caso de convertir el almidén en un azucar el almidéon es despolimerizado. Este proceso de
despolimerizacién consiste en una fase de pretratamiento y dos o tres fases del proceso consecutivas, es decir, un
proceso de licuefaccion, un proceso de sacarificacion y dependiendo del producto final deseado opcionalmente un
proceso de isomerizacion.

Pretratamiento del almidén natural

[0008] EI almidén natural consiste en granulos microscépicos que son insolubles en agua a la temperatura ambiente.
Cuando se calienta una pasta de almidén acuosa, los granulos se hinchan y finalmente estallan, dispersando las
moléculas de almidén en la solucion. Durante este proceso de "gelatinizacion" hay un aumento espectacular de la
viscosidad. Como el nivel de solidos es del 30-40% en un proceso normalmente industrial, el almidon tiene que ser
diluido o "licuado" de modo que pueda ser manipulado. Esta reduccion de la viscosidad es hoy principalmente obtenida
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por degradacién enzimatica.
Licuefaccion

[0009] Durante la fase de licuefaccion, el almidon de cadena larga es degradado en unidades mas cortas ramificadas y
lineales (maltodextrinas) por una a-amilasa (p. €j., TermamylwI SEC ID N°: 4 de la presente). El proceso de licuefaccion
se realiza a 105-110°C durante 5 a 10 minutos seguido de 1-2 horas a 95°C. El pH se encuentra entre 5.5 Y 6.2. Para
asegurar una estabilidad enzimatica 6ptima bajo estas condiciones, se afiade 1 mM de calcio (40 ppm de iones calcio
libres). Después de este tratamiento, el almidon licuado tendra un "equivalente de dextrosa" (DE) de 10-15.

Sacarificacién

[0010] Después del proceso de licuefaccion, las maltodextrinas son convertidas en dextrosa por adicion de una
glucoamilasa (p. ej., AMG™) y una enzima desramificante, tal como una isoamilasa (patente estadounidense 4.335.208)
o una pululanasa (p. €j., Promozyme™) (patente estadounidense 4.560.651). Antes de esta fase el pH es reducido a un
valor por debajo de 4.5, manteniendo la temperatura alta (por encima de 9S°C) para inactivar la a-amilasa licuefactante
para reducir la formacion de oligosacaridos cortos llamados "precursores de panosa" los cuales no pueden ser
hidrolizados adecuadamente por la enzima desramificante.

[0011] La temperatura es reducida por debajo de 60°C, y la glucoamilasa y la enzima desramificante son agregadas. El
proceso de sacarificacion se efectia durante 24-72 horas.

[0012] Normalmente, cuando se desnaturaliza la a-amilasa después czie la fase de licuefaccion aproximadamente el 0.2-

0.5% del producto de la sacarificacion es el trisacarido ramificado 6 -a-glucosil maltosa (panosa) el cual no puede ser
degradado por una pululanasa. Si la amilasa activa de la fase de licuefaccion esta presente durante la sacarificacion (es
decir, sin desnaturalizacién), este nivel puede ser tan elevado como 1-2%, que es muy indeseable puesto que reduce el
rendimiento de la sacarificacion significativamente.

Isomerizacién

[0013] Cuando el producto de azucar final deseado es p. ej. jarabe con alto contenido en fructosa, el jarabe de dextrosa
puede ser convertido en fructosa.

[0014] Después del proceso de sacarificacion el pH es aumentado hasta un valor en la gama de 6-8, preferiblemente pH
7.5, Y el calcio es eliminado por intercambio i6nico. El jarabe de dextrosa es luego convertido en jarabe con alto
contenido en fructosa, p. €j., una glucosaisomerasa inmovilizada (tal como Sweetzyme™)

[0015] En el contexto de la invencion el termino "pH acidico" significa un pH inferior a 7.0, especialmente por debajo de
la gama de pH en la que los procesos de licuefaccion del almidén industriales son generalmente realizados, segun el
modo descrito anteriormente, el cual esta entre pH 5.5y 6.2.

[0016] En el contexto de la presente el término "baja concentracién de calcio" se refiere a concentraciones por debajo
del nivel normal usado en los procesos de licuefaccidon del almidén industriales tradicionales, como entre 0-40 ppm,
preferiblemente entre IO—302ppm, como entre 15-25 ppm de Calcio. Las concentraciones normales varian dependiendo

de la concentracidon de Ca + libre en el maiz. Normalmente 32e afiade una dosificacion correspondiente a 1 mM (40
ppm) que junto con el nivel de maiz da entre 40 y 60 ppm de Ca + libre.

[0017] En el contexto de la invencién el término "temperatura elevada" se refiere a temperaturas entre 95 y 160°C,
especialmente a la gama de temperatura en la que los procesos de licuefaccién del almidén industriales son
normalmente realizados, es decir entre 95 y 105°C.

[0018] La invencién también se refiere a constructos de ADN que codifican variantes de la invencidn, a métodos para
preparar las variantes de la invencion, y al uso de las variantes de la invencion, solas o en combinaciéon con otras
enzimas a -amiloliticas, en varios procesos industriales, en particular para la licuefaccion del almidén.

Nomenclatura

[0019] En la presente descripcion y reivindicaciones, se usan los codigos una sola letra y de tres letras convencionales
para residuos de aminoacidos. Para una referencia mas facil, las variantes de a-amilasa de la invencion se describen
usando la nomenclatura siguiente:

Aminoacido(s) madre( es):posicion( es ):aminoacido(s) sustituido(s)

[0020] Segun esta nomenclatura, por ejemplo la sustitucién de alanina por asparraguina en la posiciéon 30 se indica
como:
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Ala30Asn o A30N

una supresién de alanina en la misma posicion se indica como:

Ala30* o A30*

y la insercion de un residuo de aminoacido adicional, tal como la lisina, se indica como:
Ala30AlaLys o A30AK

[0021] Una supresiéon de una extension consecutiva de residuos de aminoacidos, como los residuos de los aminoacidos
30-33, se indica como (30-33)* o A (A30-N33).

[0022] Cuando una a-amilasa especifica contiene una "supresion" en comparacion con otras a-amilasas y se hace una
insercion en esta posicion esto se indica como:

*36Asp o *36D
para la insercion de un acido aspartico en la posicién 36.
Las mutaciones multiples son separadas por el signo mas, es decir:

[0023] Ala30Asp + Glu34Ser o AB0ON+E34S representando mutaciones en las posiciones 30 y 34 sustituyendo la alanina
y el acido glutamico por asparraguina y serina, respectivamente. Una mutacién mdultiple puede también ser separada
como sigue, es decir, significando lo mismo que el signo mas:

Ala30Asp/Glu34Ser o A30N/E34S

[0024] Cuando uno o mas residuos de aminoacidos alternativos pueden ser insertados en una posicion dada, se indica
como A30N,E o
A30N o0A30E

[0025] Ademas, cuando una posicion adecuada para la modificacion es identificada en la presente sin que se sugiera
una modificacién especifica, debe entenderse que cualquier residuo de aminoacido puede ser sustituido por el residuo
de aminoacido presente en la posicion. Asi, por ejemplo, cuando una modificacion de una alanina en la posicion 30 se
menciona, pero no se especifica, debe entenderse que la alanina puede ser suprimida o sustituida por cualquier otro
aminoacido, es decir, cualquiera de:

R,N,D,A,C,QE,GH,ILKM,F,P,STW,Y,V.
BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

[0026] Figura 1 es un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de seis a-amilasas madres del tipo Termamyl en
el contexto de la invencién. Los ndmeros en el Extremo izquierdo designan las secuencias de aminoacidos respectivas
como sigue:

1: SEC ID N°: 2,
2: Amilasa

3: SEC ID N°: 1,

4: SEC ID N°: 5,

5: SEC ID N°: 4,

6: SEC ID N°: 3.

Figura 2 muestra la estrategia de la PCR usada en el ejemplo 1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La a-amilasa del tipo Termamyl

[0027] Es bien sabido que varias a-amilasas producidas por Bacillus spp. son muy homélogas en el nivel aminoacido.
Por ejemplo, la a-amilasa de B. licheniformis que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N°: 4
(comercialmente disponible como TermamyITM) se ha encontrado que tiene sobre el 89% de homologia con la a-amilasa
de B. amylolicuefaciens que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N°: 5 y sobre el 79% de
homologia con la a-amilasa de B. stearothermophilus que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC
ID N°: 3. Ademas las a-amilasas homoélogas incluyen una a-amilasa derivada de una cepa del Bacillus sp. NCIB 12289,
NCIB 12512, NCIB 12513 o DSM 9375, todas estando descritas con detalle en WO 95/26397, y la a-amilasa descrita
por Tsukamoto et al., Biochemical and Biophvsical Research Communications, 151 (1988), pags. 25-31.

[0028] Otras a-amilasas homologas adicionales incluyen la a-amilasa producida por la cepa de B. licheniformis descrita
en EP 0252666 (ATCC 27811), Y las a-amilasas identificadas en WO 91/00353 y WO 94/18314. Otras a-amilasas de B.
licheniformis del tipo Termamyl comerciales son Optitherm™ y Takatherm™ (disponibles por Solvay),
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M
MaxamyJT (disponible por Gist-brocades/Genencor), Spezym AATM YSpezyme Delta AATM (disponible por
Genencor), y Keistase™ (disponible por Daiwa).

[0029] Dada la homologia sustancial encontrada entre estas a-amilasas, se considera que pertenecen a la misma clase
que las a-amilasas, es decir a la clase de "a-amilasas del tipo Termamyl".

[0030] En consecuencia, en este contexto, el término "a-amilasa del tipo Termamyl" se destina a indicar una a-amilasa
que, a nivel del aminoacido, muestra una homologia sustancial al TermamyITM, es decir, la a-amilasa de B. lichenijormis
que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N°: 4 de la presente. En otras palabras, una a-amilasa
del tipo Termamyl es una a-amilasa que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en las SEC ID Nos: 1; 2; 3; 4; 5; 6;
7 u 8 de la presente, y la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 1 de WO 95/26397 (la misma que la
secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID N° 7 en la presente) o en la SEC ID N°: 2 de WO 95/26397 (la
misma que en la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID N°: 8 en la presente) o en Tsukamoto et al., 1988,
(cuya secuencia de aminoacidos esta mostrada en la SEC ID N°: 6 en la presente) o i) que muestra al menos el 80%,
especialmente al menos el 85%, especialmente preferido al menos el 90%, especialmente al menos el 95%, incluso
especialmente mas preferido al menos el 97%, especialmente al menos el 99% de homologia con al menos una de
dichas secuencias de aminoacidos mostradas en SEC IDN°1: 020304050607 0 8 y i) muestra reaccion
cruzada inmunoldgica con un anticuerpo mejorado contra una o mas de dichas a-amilasas, y/0 iii) que esta codificada
por una secuencia de ADN que se hibridiza, bajo condiciones de baja a muy alta astringencia (dichas condiciones
descritas abajo) hasta las secuencias de ADN que codifican las a-amilasas especificadas anteriormente que son
aparentes de las SEC ID N°: 9, 10, 11, 12, y 32, respectivamente, de la presente solicitud (que codifica las secuencias
de aminoacidos mostradas en las SEC ID N°: 1; 2; 3; 4, y 5 en la presente, respectivamente), de la SEC ID N°: 4 de WO
95/26397 (cuya secuencia de ADN, con el codon de detencion TAA, esta mostrada en la SEC ID N°: 13 de la presente y
codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N°: 8 de la presente) y de la SEC ID N°: 5 de WO
95/26397 (mostrada en la SEC ID N°: 14 de la presente), respectivamente.

[0031] En relacion con la propiedad i), la "homologia" (identidad) puede ser determinada usando cualquier algoritmo
convencional, preferiblemente usando el programa gap del paquete GCG version 8 (Agosto 1994) que utiliza valores por
defecto para las penalizaciones de los huecos, es decir, una penalizacion por creacién de huecos de 3.0 y penalizacion
por extension de los huecos de 0.1 (Genetic Computer Group (1991) Programme Manual for the GCG Package, version
8, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, EEUU 53711).

[0032] La estructura de a-amilasa de tipo Termamyl madre puede tener en una forma de realizacién una secuencia de
aminoacidos que tiene un grado de identidad para SEC ID n° 4 de al menos 65%, preferiblemente al menos 70%,
preferiblemente al menos 75%, de forma mas preferible al menos 80%, de forma mas preferible al menos 85%, incluso
de forma mas preferible al menos aproximadamente 90%, incluso de forma mas preferible al menos 95%, incluso de
forma mas preferible al menos 97%, e incluso de forma mas preferible al menos 99% de identidad determinada como se
ha descrito anteriormente.

[0033] Un alineamiento estructural entre Termamyl® (SEC ID N°: 4) y una a-amilasa del tipo Termamyl puede ser usado
para identificar posiciones equivalentes/correspondientes en otras a-amilasas del tipo Termamyl. Un método para
obtener dicho alineamiento estructural es usando el programa Pile Up del paquete GCG usando valores por defecto de
penalizaciones por huecos, es decir, una penalizacion por creacién de huecos de 3.0 y una penalizacién por extension
de los huecos de 0.1. Otros métodos de alineamiento estructural incluyen el analisis del cluster hidrofébico (Gaboriaud
et al., (1987), FEBS LETTERS 224, pags. 149-155) y enhebrado inverso (Huber, T; Torda, AE, PROTEIN SCIENCE Vol.
7, No. 1 pags. 142-149 (1998).

[0034] Por ejemplo, las posiciones correspondientes, de residuos diana encontrados en el C-dominio de la a-amilasa de
B. lichenijormis, en las secuencias de aminoacidos de varias a-amilasas del tipo Termamyl que han sido ya
mencionadas son las siguientes:

a-amilasa del tipo Termamyl

B. lich. (SEC ID n°: 4) S356 Y358 E376 S417  A420
B. amylo. (SEC ID n°: 5) S356 Y358 E376 S417  A420
B. stearo. (SEC ID n°: 3) Y361
Bac.WO 95/26397 (SEC ID n°: 2) Y363  ---- S419 -
Bac.WOQO 95/26397 (SECID n°: 1) Y363 -

[0035] Como se describira adicionalmente mas adelante, las mutaciones de estos residuos de aminoacidos
conservados estan muy relacionadas con el aumento de la estabilidad a pH acido y/o a una concentracion de calcio baja
a altas temperaturas.

[0036] Propiedad ii) (ver arriba) de la a-amilasa, es decir, la reactividad cruzada inmunoldgica, puede ser evaluada
usando un anticuerpo preparado contra, o reactivo con, al menos un epitopo de la a-amilasa del tipo Termamyl
relevante. El anticuerpo, que puede bien ser monoclonal o policlonal, puede ser producido por métodos conocidos en la
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técnica, p. ej., como se describe por Hudson et al., Practical Immunology, Third edition (1989), Blackwell Scientific
Publications. La reaccion cruzada inmunolégica puede ser determinada usando ensayos conocidos en la técnica,
ejemplos de ellos son el de Western Blotting o el ensayo de inmunodifusion radial, p. ej., como se describe por Hudson
et al., 1989. En este aspecto, se ha encontrado la reacciéon cruzada inmunolégica entre las a-amilasas que tienen las
secuencias de aminoacidos SEC ID N°: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 respectivamente.

[0037] La sonda de oligonucleétidos usada en la caracterizacion de la a-amilasa del tipo Termamyl conforme a la
propiedad iii) arriba puede de manera adecuada ser preparada basandose en la secuencia completa o parcial de
nucleotidos o de aminoacidos de la a-amilasa en cuestion.

[0038] Condiciones adecuadas para evaluar la hibridacion implican el pre remojo en 5xSSC y la prehibridacion durante 1
hora a ~40°C en una solucion del 20% de formamida, solucién de 5xDenhardt, 50 mM de fosfato sodico, pH 6.8, y 50
mg de ADN de timo de ternero ultrasénico desnaturalizado, seguido de la hibridacién en la misma solucién
suplementada con 100 mM de ATP durante 18 horas a ~40°C, seguido de tres lavados del filtro en 2xSSC, 0.2% de
SDS a 40°C durante 30 minutos (astringencia baja), preferido a 50°C (astringencia media), mas preferiblemente a 6SOC
(astringencia alta), incluso mas preferiblemente a ~75°C (astringencia muy alta). Mas detalles sobre el método de

a
hibridacion pueden ser encontrados en Sambrook et al., Molecular Cloninq: A Laboratory Manual, 2 Ed., Cold Spring
Harbor, 1989.

[0039] En este contexto, "derivado de" esta destinado no sélo a indicar una a-amilasa producida o producible por una
cepa del organismo en cuestion, sino también una a-amilasa codificada por una secuencia de ADN aislada de esta cepa
y producida en un organismo huésped transformado con dicha secuencia de ADN. Finalmente, el término se destina a
indicar una a-amilasa que esta codificada por una secuencia de ADN de origen sintético y/o de ADNc y que tiene las
caracteristicas de identificacion de la a-amilasa en cuestiéon. El término esta también destinado a indicar que la a-
amilasa madre puede ser una variante de una a-amilasa de origen natural, es decir, una variante que es el resultado de
una modificacion (insercién, sustitucion, supresion) de uno o mas residuos de aminoacidos de la a-amilasa de origen
natural.

a-amilasas hibridas madres

[0040] La a-amilasa madre (la basal) puede ser una a-amilasa hibrida, es decir, una a-amilasa que comprende una
combinacién de secuencias de aminoacidos parciales derivada de al menos dos a-amilasas.

[0041] La a-amilasa hibrida madre puede ser una que, tomando como base la homologia de aminoacido y/o reactividad
cruzada inmunoldgica y/o hibridacion de ADN (tal y como se define anteriormente), se puede determinar que pertenece
a la familia de a-amilasas de tipo Termamyl. En este caso, la a-amilasa hibrida estda normalmente compuesta de al
menos una parte de una a-amilasa de tipo Termamyl y parte(s) de unas o mas otras a-amilasas seleccionadas de a-
amilasas de tipo Termamyl o a-amilasas de tipo no-Termamyl de origen microbiano (bacteriano o fungico) y/o mamifero.

[0042] Asi, la a-amilasa hibrida madre puede comprender una combinaciéon de secuencias de aminoacidos parciales
que derivan de al menos dos a-amilasas de tipo Termamyl, o de al menos un de tipo Termamyl y al menos una a-
amilasa bacteriana de tipo no-Termamyl, o de al menos una de tipo Termamyl y al menos una a-amilasa fungica. La a-
amilasa de tipo Termamyl de la que deriva una secuencia de aminoacidos parcial puede, por ejemplo, ser cualquiera de
las a-amilasas especificas de tipo Termamyl a las que se hace referencia en este documento.

[0043] Por ejemplo, la a-amilasa madre puede comprender una parte C-terminal de una a-amilasa derivada de una cepa
de B. licheniformis, y una parte N-terminal de una a-amilasa derivada de una cepa de B. amylolicuefaciens o de una
cepa de B. stearothermophilus. Por ejemplo, la a-amilasa madre puede comprender al menos 430 residuos de
aminoacidos de la parte C-terminal de la a-amilasa de B. licheniformis. Una tal a-amilasa hibrida de tipo Termamyl
puede ser idéntica a la a-amilasa de Bacillus licheniformis mostrada en SEC ID n°: 4, excepto en que los residuos de
aminoacidos (de la proteina madura) del N-terminal 35 se sustituyen por residuos de aminoacidos de la proteina madura
de la a-amilasa de Bacillus amylolicuefaciens (BAN) el N-terminal 33 mostrados en SEC ID n°: 5. Dicho hibrido también
puede consistir en un segmento de aminoacido que corresponde con los residuos de aminoacidos del N-terminal 68 de
la a-amilasa de B. stearothermophilus con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n° 3 y un segmento de
aminoacidos que corresponde con los residuos de aminoacidos del C-terminal 415 de la a-amilasa de B. licheniformis
con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n°: 4.

[0044] La a-amilasa de tipo no Termamyl puede, por ejemplo, ser una a-amilasa fungica, una a-amilasa de mamifero o
de planta o una a-amilasa bacteriana (diferente de una a-amilasa de tipo Termamyl). Ejemplos especificos de tales a-
amilasas incluyen el la a-amilasa Aspergillus oryzae TAKA, la a-amilasa de A. niger, la a-amilasa de Bacillus subtilis, la
a-amilasa pancreatica porcina y una a-amilasa de cebada. Todas estas a-amilasas tienen estructuras distintivas que
son marcadamente diferentes de la estructura de una a-amilasa de tipo Termamyl tipica como las que se menciona en
este documento.

[0045] Las a-amilasas fungicas mencionadas anteriormente, es decir, las derivadas de A. niger y A. oryzae, son
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altamente homdlogas a nivel aminoacido y generalmente se considera que pertenecen a la misma familia de a-
amilasas. La a-amilasa fungica derivada de Aspergillus oryzae esta comercialmente disponible bajo el nombre comercial
de Fungamyl™.

[0046] Ademas, cuando se hace referencia, de manera convencional, a una variante particular de una a-amilasa de tipo
Termamyl (variante de la invencion), por referencia a la modificacion (por ejemplo, eliminacion o sustitucion) de residuos
de aminoacidos especificos en la secuencia de aminoacidos de una a-amilasa de tipo Termamyl especifica, debe
entenderse que las variantes de otra a-amilasa de tipo Termamyl modificada en la(s) posicidon(es) equivalente(s)
(determinadas a partir del mejor alineamiento de secuencia de aminoacidos posible entre las secuencias de
aminoacidos respectivas) también estan incluidas.

[0047] Una forma de realizacion preferida de una variante de la invencion es un derivado de una a-amilasa de B.
licheniformis (como a-amilasa de tipo Termamyl madre), por ejemplo, una de las que se ha mencionado previamente,
tales como la a-amilasa de B. licheniformis con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n°: 4.

Propiedades alteradas de las variantes de la invencion

[0048] A continuacion se discute la relacién entre alteraciones/mutaciones que pueden estar presentes en las variantes
de la invencion, y las alteraciones deseables en las propiedades (respecto a las de una a-amilasa del tipo Termamyl
madre) que pueden resultar de éstas.

Estabilidad aumentada a pH acido y/o a una concentracién de calcio baja a altas temperaturas

[0049] La presente divulgacion se refiere a una variante de una a-amilasa de tipo Termamyl madre, dicha a-amilasa
variante ha sido alterada en comparacién con la a-amilasa madre en uno o mas residuos de aminoacidos expuestos a
solvente en la superficie de la a-amilasa para aumentar la hidrofibicidad de la a-amilasa y/o para aumentar los numeros
totales de grupos de metilo en las cadenas laterales de dichos residuos de aminoacidos expuestos a solvente en la
superficie.

[0050] En una forma de realizaciéon preferida, uno o varios residuos de aminoacidos expuestos a solvente en una
superficie concava con depresion hacia adentro se alteran para obtener residuos de aminoacidos mas hidrofébicos.

[0051] En otra forma de realizacién preferida, uno o varios residuos de aminoacidos expuestos a solvente en un
superficie convexa se alteran para aumentar el nimero de grupos de metilo de la cadena lateral.

[0052] La presente invencion se refiere a una variante de a-amilasa de una a-amilasa hibrida madre, que comprende
una alteraciéon en una o mas posiciones seleccionadas del grupo de:

E376, S417, A420, S356, Y358;

Donde(a) la(s) alteracion(s) son independientemente
(i) una insercion de un aminoacido por debajo del aminoacido que ocupa la posicion,
(i) una eliminacién del aminoacido que ocupa la posicion, o

(iii) una sustitucion del aminoacido que ocupa la posicién con un aminoacido diferente,

(b) la variante tiene actividad de a-amilasa y (c) cada posicidon corresponde a una posicion de la secuencia de
aminoacidos de la a-amilasa de tipo Termamyl madre con la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 4.

[0053] En una forma de realizacion, la alteracion es una de las sustituciones siguientes:
E376A,R,D,C,Q, G, H, I, K, L, M,N,F,P,S, T, W, Y, V.
En una forma de realizacién preferida, la sustitucion es: E376K.
[0054] En wuna forma de realizacion, la alteracion es una de las sustituciones siguientes:
S417A,.R,D,C,E,Q,G,H,ILK,L,M,N, F,P, T,W,Y,V;
En una forma de realizacién preferida la sustitucion es S417T.
[0055] En una forma de realizacion la alteracion es una de las sustituciones siguientes
A420R,D,C,E,Q,G,H,|,K,L,M,N,F,P,S, T,W,Y,V;

En una forma de realizacién preferida la sustitucion es: A420Q,R.

[0056] En una forma de realizacion la alteracion es una de las sustituciones siguientes:
S356A,R,D,C,E,Q,G,H,ILK,L,M,N, F,P, T,W,Y,V.
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[0057] En una forma de realizacion, la alteracion es una de las sustituciones siguientes
Y358A,R,D,C,E,Q,G,H,ILK.L,M,N, F,P,S, T,W,V.
En una forma de realizacién preferida la sustitucion es Y358F.

[0058] En una forma de realizacion de la invencion una variante comprende una o mas de las sustituciones siguientes:
E376K, S417T, A420Q,R, S356A, Y358F.

[0059] El aumento de estabilidad a pH acido y/o a una concentracion de calcio baja a altas temperaturas puede ser
determinado usando el método descrito abajo en el ejemplo 2 que ilustra la invencion. La a-amilasa de tipo Termamyl
madre usada como base para preparar variantes de la invencion puede ser cualquier a-amilasa de tipo Termamyl tal y
como se ha definido anteriormente.

[0060] Se contemplan especificamente a-amilasas madrees de tipo Termamyl seleccionadas del grupo derivado de B.
licheniformis, tal como la cepa ATCC 27811 de B. Licheniformis, B. amylolicuefaciens, B. stearothermophilus, especie
Bacillus NCIB 12289, NCIB 12512, NCIB 12513 o DSM 9375, y las a-amilasas de tipo Termamyl madre representadas
enlaSECIDN®1,2,3,4,5,6,7y8.

[0061] En una forma de realizacién de la divulgacion, la a-amilasa de tipo Termamyl madre es una a-amilasa hibrida
que es idéntica a la a-amilasa de Bacillus licheniformis mostrada en SEC ID n° 4 (Termamyl), excepto en que los
residuos de aminoacidos (de la proteina madura) del N-terminal 35 se sustituyen con residuos de aminoacidos de la
proteina madura del N-terminal 33 de la a-amilasa del Bacillus amilolicuefaciens (BAN) mostrado en SEC ID n°: 5. La a-
amilasa hibrida de tipo Termamyl madre puede ser la a-amilasa de tipo Termamyl de hibrido anteriormente mencionado
que ademas tiene las siguientes mutaciones: H156Y+181T+190F+209V+264S (utilizando la numeracion de la SEC ID
n°: 4). A dicha estructura se la denomina mas adelante como "LE174".

[0062] La a-amilasa madre puede ventajosamente también tener una mutaciéon en una o mas de las posiciones
siguientes: K176, 1201 y H205 (usando la numeracion de la SEC ID N° 4), especialmente una o mas de las
sustituciones siguientes: K176R, 1201F, y H205N (usando la numeracion de la SEC ID N°: 4), asi como especificamente
las sustituciones siguientes: K176R+1201F+H205N (usando la numeracion de la SEC ID N°: 4).

[0063] Los inventores han descubierto que las variantes anteriormente mencionadas tienen estabilidad aumentada a pH
inferiores a 7,0 (es decir, pH acidico) y/o a una concentracion de calcio inferior a 1 mM (40 ppm) (es decir,
concentraciones de calcio bajas) a temperaturas entre 95 y 160°C (es decir, temperaturas altas) con respecto a la a-
amilasa madre del tipo Termamyl.

[0064] Las alteraciones (p. €j., por sustitucién) de uno o mas residuos de aminoacidos expuestos a solventes que 1)
aumentan la hidrofobicidad global de la enzima, o 2) aumentan el nimero de grupos metilo en las cadenas laterales de
los residuos de aminoacidos expuestos a solventes mejoran la estabilidad de la temperatura. Se prefiere alterar (p. ej.,
por sustitucién) a mas residuos hidrofébicos en una superficie concava con un pliegue hacia adentro. En una superficie
convexa las alteraciones (p. €j., por sustitucion) a residuos de aminoacidos con un nimero aumentado de grupos metilo
en la cadena lateral son preferidas.

[0065] Usando el programa CAST encontrado en Internet en http://sunrise.cbs.umn.edu/castlversion 1.0 (lanzado en
Feb. 1998). (referencia: Jie Liang, Herbert Edeisbrunner, and Ciare Woodward. 1998. Anatomy of protein Pockets and
Cavities: Measurements of binding site geometry and implications for ligand design. Protein Science, 7, pags. 1884-
1897), un area concava que accede a la superficie puede ser identificada. El acceso a la superficie esta definido en el
programa como una sonda con un diametro de 1.4 A que puede pasar dentro y fuera. Usando los parametros por
defecto del programa CAST, se pueden encontrar cavidades concavas usando la estructura de alfa-amilasa baja en
calcio de B. lichenijormis como se encuentra en la base de datos de Brookhaven (IBPL):

Tres tipos de interaccién pueden ser racionalizados:
A. Interaccion entre la cadena lateral del residuo y la proteina,
B. Interaccién entre la cadena lateral del residuo y el agua circundante,
C. Interaccion entre el agua y la proteina.

[0066] Usando la a-amilasa del tipo Termamyl madre mostrada en SEC ID N°: 4 como basal, las posiciones siguientes
estan consideradas a estar expuestas a solventes y pueden ser alteradas de manera adecuada: E376, S417, A420,
S356, Y358.

[0067] Las posiciones expuestas a solventes correspondientes y otras posiciones en la superficie de otra a-amilasa del
tipo Termamyl pueden ser identificadas usando el programa dssp de W. Kabsch y C. Sander, Biopolymers 22 (1983)
pags. 2577-2637. Las superficies convexas pueden ser identificadas usando el programa AACAVI parte del paquete
WHATIF (G. Vriend, Whatif and drug design program. J. Mol. Graph. 8, pp. 52-56. (1990) version 19980317).

[0068] En una forma de realizacion de la invencion, una variante comprende una o mas de las sustituciones siguientes:
E376K, S417T, A420Q.R, S356A, Y358F.
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[0069] Los inventores han descubierto que la estabilidad a pH acido y/o a una concentracion de calcio baja a altas
temperaturas puede ser aumentada todavia mas combinando las mutaciones en las posiciones anteriormente
mencionadas, es decir, E376, S417, A420, S356, Y358, (usando la numeracién de la SEC ID N°: 4) con mutaciones en
una o mas de las posiciones K176, 1201, y H205.

[0070] Las sustituciones adicionales siguientes son preferidas:

K176A,R,D,C,E,Q,G,H,LLLM,N,F,P,S, T,W,Y,V;
I201A,R,D,C,E,Q,G,H,L,K,M,N,F,P,S,T,W,Y,V;
H205A,R,D,C,E,Q,G,I.LLK,M,N,F,P,S,T,W,Y,V;

[0071] Como también se muestra en el ejemplo 2 que ilustra la invencion, la combinacién de las mutaciones siguientes
dan una estabilidad aumentada:

KI76+1201F+H205N+E376K+A420R o

KI76+1201F+H205N+S417T+A420Q o

K176+1201F+H205N+S356A+ Y358F usando la a-amilasa hibrida a la que se hace referencia como LE174 como la
a-amilasa del tipo Termamyl madre.

Mutaciones generales en variantes de la invencién

[0072] Puede ser preferido que una variante de la invencion comprenda una o mas modificaciones ademas de las
subrayadas arriba. Asi, puede ser ventajoso que uno o mas residuos de prolina presentes) en la parte de la variante de
a-amilasa a que es modificada sean sustituido(s) con un residuo sin prolina que puede ser cualquiera de los posibles
residuos sin prolina de origen natural, y que preferiblemente es una alanina, glicina, serina, treonina, valina o leucina.

[0073] Analogamente, puede ser preferido que uno o mas residuos de cisteina presentes entre los residuos de
aminoacidos con los cuales la a-amilasa madre es modificada sean sustituido(s) con un residuo sin cisteina tal como
serina, alanina, treonina, glicina, valina o leucina.

[0074] Ademas, una variante de la invencién puede -bien como unica modificacién o en combinaciéon con cualquiera de
las modificaciones arriba subrayadas- ser modificada de modo que una o mas Asp y/o Glu presentes en un fragmento
de aminoacido correspondiente al fragmento de aminoacido 185-209 de la SEC ID N°: 4 sea sustituido por una Asn y/o
Gln, respectivamente. También es de interés la sustitucion, en la a-amilasa del tipo Termamyl, de uno o mas de los
residuos de Lys presentes en un fragmento de aminoacido correspondiente al fragmento de aminoacido 185-209 de la
SEC ID N°: 4 por una Arg.

[0075] Sera entendido que la presente invencion comprende las variantes que incorporan dos o mas de las
modificaciones arriba subrayadas.

[0076] Ademas, puede ser ventajoso introducir mutaciones puntuales en cualquiera de las variantes descritas en la
presente.

Clonacién de una secuencia de ADN que codifica una a-amilasa de la invencién

[0077] La secuencia de ADN que codifica una a-amilasa madre puede ser aislada de cualquier célula o microorganismo
que produce la a-amilasa en cuestion, usando varios métodos bien conocidos en la técnica. Primero, un ADN gendmico
y/o biblioteca de ADNc deberia ser construida usando ADN cromosémico o ARN mensajero del organismo que produce
la a-amilasa por estudiar. Después, si la secuencia de aminoacidos de la a-amilasa es conocida, las sondas de
oligonucledétidos homologas marcadas pueden ser sintetizadas y usadas para identificar clones codificadores de a-
amilasa de una biblioteca gendmica obtenida a partir del organismo en cuestion. De forma alternativa, una sonda de
oligonucledétidos marcada que contiene secuencias homoélogas a un gen de a-amilasa conocido podria ser usada como
sonda para identificar clones codificadores de a-amilasa, usando unas condiciones de hibridacion y de lavado de menor
astringencia.

[0078] Otro método para identificar clones codificadores de a-amilasa implica la insercién de fragmentos de ADN
gendmica en un vector de expresion, tal como un plasmido, transfomacion de bacterias a-amilasa-negativas con la
biblioteca de ADN gendmico resultante, y luego colocacion en placas de las bacterias transformadas en agar
conteniendo un sustrato para a-amilasa, permitiendo asi que los clones expresen la a-amilasa para ser identificada.

[0079] De forma alternativa, la secuencia de ADN que codifica la enzima puede ser preparada sintéticamente por
métodos estandar establecidos, p. €. el método de fosforamidita descrito por S.L. Beaucage y M.H. Caruthers (1981) o
el método descrito por Matthes et al. (1984). En el método de fosforamidita, los oligonucledtidos son sintetizados, p. €j.,
en un sintetizador de ADN automatico, purificados, fijados, ligados y clonados en los vectores apropiados.

[0080] Finalmente, la secuencia de ADN puede ser de origen gendmico y sintético mezclado, de origen sintético y de
ADNc mezclado o de origen gendmico y de ADNc mezclado, preparado ligando fragmentos de origen sintético,
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genomico o de ADNc (segun sea apropiado, los fragmentos correspondiendo a varias partes de la secuencia de ADN
entera), segun las técnicas estandar. La secuencia de ADN puede también ser preparada por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo como se describe en US 4.683.2020 R.K. Saiki et al.
(1988).

Mutagénesis sitio dirigida

[0081] Una vez que una secuencia de ADN codificadora de a-amilasa ha sido aislada, y los sitios deseables para la
mutacion han sido identificados, las mutaciones pueden ser introducidas usando oligonucledtidos sintéticos. Estos
oligonucledtidos contienen secuencias de nucleétidos que franquean los sitios de mutacion deseados; los nucleétidos
mutantes son insertados durante la sintesis de los oligonucledétidos. En un método especifico, un hueco monocatenario
de ADN, que conecta la secuencia codificadora de a-amilasa, es creado en un vector portador del gen de a-amilasa.
Luego, el nucledtido sintético, portador de la mutacion deseada, es fijado a una parte homologa del ADN
monocatenario. El hueco restante es luego rellenado con ADN polimerasa | (Fragmento Klenow) y la construccion es
ligada usando T4 ligasa. Un ejemplo especifico de este método esta descrito en Morinaga et al. (1984). US 4.760.025
expone la introduccion de oligonucleétidos que codifican mutaciones multiples mediante la realizacion de menores
alteraciones del casette. No obstante, una variedad todavia superior de mutaciones puede ser introducida en un
momento cualquiera por el método de Morinaga, porque se puede introducir una multitud de oligonucleétidos, de varias
longitudes.

[0082] Otro método para introducir mutaciones en secuencias de ADN codificadoras de a-amilasa esta descrito en
Nelson y Long (1989). Esto implica la generacion en 3 fases de un fragmento de PCR que contiene la mutacion
deseada introducida usando una cadena de ADN sintetizada quimicamente como uno de los cebadores en las
reacciones de la PCR. Del fragmento generado por PCR, un fragmento de ADN portador de la mutacion puede ser
aislado por seccionamiento con endonucleasas de restriccion y reinsertado en un plasmido de expresion.

Mutagénesis aleatoria

[0083] La mutagénesis aleatoria se realiza de manera adecuada bien como mutagénesis aleatoria localizada o
especifica de la regién en al menos tres partes del gen que traduce a la secuencia de aminoacidos mostrada en
cuestion, o dentro del gen entero.

[0084] La mutagénesis aleatoria de una secuencia de ADN que codifica una a-amilasa madre puede ser
convenientemente realizada usando cualquier método conocido en la técnica.

[0085] En relacion con 10 anterior, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para generar una
variante de una a-amilasa madre, p. €j., en el que la variante muestra termoestabilidad alterada o aumentada con
respecto a la madre, el método comprendiendo:

a) someter a una secuencia de ADN que codifica la a-amilasa madre a mutagénesis aleatoria,

b) expresar la secuencia de ADN mutada obtenida en la fase (a) en una célula huésped, y

c) seleccionar células huéspedes que expresan una variante de a-amilasa que tiene una propiedad alterada
es decir termoestabilidad) con respecto a la a-amilasa madre.

— o~ — —

[0086] La fase (a) del método anterior de la invencién es preferiblemente realizada usando cebadores dopados.

[0087] Por ejemplo, la mutagénesis aleatoria puede ser realizada usando un agente mutagenizante fisico o quimico
adecuado, usando un oligonucledtido adecuado, o sometiendo a la secuencia de ADN a mutagénesis generada por
PCR. Ademas, la mutagénesis aleatoria puede ser realizada usando cualquier combinaciéon de estos agentes
mutagenizantes. El agente mutagenizante puede, p. ej., ser uno que induce transiciones, transversiones, inversiones,
aleatorizacion, eliminaciones, y/o inserciones.

[0088] Ejemplos de un agente mutagenizante fisico o quimico adecuado para este objetivo incluyen la irradiaciéon
ultravioleta (UV), hidroxilamina, N-metil-N' -nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), O-metil hidroxilamina, acido nitroso, etil
metano sulfonato (EMS), bisulfito de sodio, acido férmico, y andlogos de nucledtidos. Cuando estos agentes son
usados, la mutagénesis es normalmente realizada incubando la secuencia de ADN que codifica la enzima madre por
mutagenizar ante el agente mutagenizante de eleccion bajo las condiciones adecuadas para que la mutagénesis tenga
lugar, y seleccionando el ADN mutado que tiene las propiedades deseadas.

[0089] Cuando la mutagénesis es realizada usando un oligonucledtido, el oligonucledtido puede ser dopado o
adicionado con los tres nucleétidos no parentales durante la sintesis del oligonucleétido en las posiciones que deben ser
cambiadas. El dopaje o adicion puede hacerse de tal manera que los codones para los aminoacidos indeseados sean
evitados. El oligonucleétido dopado adicionado puede ser incorporado en el ADN que codifica la enzima alfa-amilasa
por cualquier técnica publicada, usando p. ej. PCR, LCR o cualquier ADN polimerasa y ligasa como se crea apropiado.

[0090] Preferiblemente, el dopaje se realiza usando "dopaje aleatorio constante", donde se predefina el porcentaje de
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tipo salvaje y la mutacion en cada posicion. Ademas, el dopaje puede ser dirigido a una preferencia para la introduccion
de los nucledtidos determinados, y de ese modo una preferencia para la introduccion de uno o mas residuos de
aminoacidos especificos. El dopaje puede hacerse, p. €j., para permitir la introduccion del 90% de tipo salvaje y del 10%
de mutaciones en cada posicion. Una consideraciéon adicional en la eleccion de un esquema de dopaje se basa en
limitaciones genéticas al igual que proteinico-estructurales. El esquema de dopaje puede ser hecho usando el programa
DOPE que, entre otras cosas, asegura que se evita la introduccion de codones de detencion.

[0091] Cuando se usa la mutagénesis generada por PCR, bien un gen tratado o no tratado quimicamente que codifica
una a-amilasa madre es sometido a PCR bajo condiciones que aumentan la desincorporacion de nucleétidos (Deshler
1992; Leung et al., Technique, Vol. 1, 1989, pags. 11-15).

[0092] Una cepa mutadora de E. coli (Fowler et al., Molec. Gen. Genet., 133, 1974, pags. 179-191), S. cereviseae o
cualquier otro organismo microbiano puede ser usada para la mutagénesis aleatoria del ADN que codifica la a-amilasa,
p. ej., mediante la transformacion de un plasmido conteniendo la glicosilasa madre en la cepa mutadora, hacienda
crecer la cepa mutadora con el plasmido y aislando el plasmido mutado de la cepa mutadora. El plasmido mutado
puede ser posteriormente transformado en el organismo de expresion.

[0093] La secuencia de ADN por mutagenizar puede estar presente convenientemente en una biblioteca genémica o de
ADNCc obtenida a partir de un organismo que expresa la alfa-amilasa madre. De forma alternativa, la secuencia de ADN
puede estar presente en un vector adecuado tal como un plasmido o un bacterioéfago, el cual como tal puede ser
incubado con o por el contrario expuesto al agente mutagenizante. El ADN por mutagenizar puede también estar
presente en una célula huésped bien siendo integrado en el genoma de dicha célula o estando presente en un vector
comprendido en la célula. Finalmente, el ADN por mutagenizar puede estar en forma aislada. Sera entendido que la
secuencia de ADN que se deba someter a mutagénesis aleatoria sea preferiblemente un ADNc o una secuencia de
ADN gendmico.

[0094] En algunos casos puede ser conveniente amplificar la secuencia de ADN mutada antes de realizar la fase de
expresion b) o la fase de seleccién c). Esta amplificacion puede ser realizada conforme a métodos conocidos en la
técnica, el método actualmente preferido siendo la amplificacion generada por PCR usando cebadores de
oligonucledtidos preparada en base a la secuencia de ADN de aminoacidos de la enzima madre.

[0095] Después de la incubacion con o de la exposicion al agente mutagenizante, el ADN mutado es expresado
cultivando una célula huésped adecuada portadora de la secuencia de ADN bajo condiciones que permiten que la
expresion tenga lugar. La célula huésped usada para este propdsito puede ser una que haya sido transformada con la
secuencia de ADN mutada, opcionalmente presente en un vector, o una que fuera llevada por la secuencia de ADN que
codifica la enzima madre durante el tratamiento de mutagénesis. Ejemplos de células huéspedes adecuadas son las
siguientes: Bacterias gram positivas tales como Bacillus subtilis, Bacillus lichenijormis, Bacillus lentus, Bacillus brevis,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquejaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans,
Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; y bacterias
gram-negativas tales como E. coli.

[0096] La secuencia de ADN mutada puede ademas comprender una secuencia de ADN que codifica las funciones que
permiten la expresion de la secuencia de ADN mutada.

Mutagénesis aleatoria localizada

[0097] La mutagénesis aleatoria puede estar ventajosamente localizada en una parte de la a-amilasa madre en
cuestion. Esto puede, p. ej., ser ventajoso cuando algunas regiones de la enzima han sido identificadas por ser de
particular importancia para una propiedad dada de la enzima, y que al modificarse esta previsto que resulten en una
variante con propiedades mejoradas. Tales regiones pueden normalmente ser identificadas cuando la estructura
terciaria de la enzima madre ha sido dilucidada y relacionada con la funcion de la enzima.

[0098] La mutagénesis aleatoria localizada, o especifica de la regidon es convenientemente realizada usando técnicas de
mutagénesis generada por PCR segun el modo descrito anteriormente o cualquier otra técnica adecuada conocida en la
técnica. De forma alternativa, la secuencia de ADN que codifica la parte de la secuencia de ADN que se debe modificar
puede ser aislada, p. ej., mediante la insercién en un vector adecuado, y dicha parte puede ser posteriormente sometida
a mutagénesis usando cualquiera de los métodos de mutagénesis mencionados anteriormente.

Métodos alternativos para proporcionar variantes de a-amilasa

[0099] Los métodos alternativos para proporcionar variantes de la invencion incluyen el método de transposiciéon de
genes conocido en la técnica incluyendo los métodos, p. €j., descritos en WO 95/22625 (de Affymax Technologies N.Y.)
y WO 96/00343 (de Novo Nordisk A/S).

Expresién de variantes de a-amilasa de la invencién
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[0100] De acuerdo con la invencién, una secuencia de ADN que codifica la variante producida por los métodos anterior-
mente descritos, o por cualquier método alternativo conocido en la técnica, puede ser expresada, en forma enzimatica,
usando un vector de expresién que normalmente incluye secuencias de control que codifican un promotor, operador,
sitio de unién de ribosomas, sefial de iniciacion de la traduccion, y, opcionalmente, un gen represor o varios genes
activadores.

[0101] EI vector de expresion recombinante que lleva la secuencia de ADN que codifica una variante de a-amilasa de la
invencién puede ser cualquier vector que puede ser sometido convenientemente a procedimientos de ADN
recombinante, y la eleccion del vector a menudo dependera de la célula huésped en la que se deba introducir. Asi, el
vector puede ser un vector de replicaciébn auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosomica, cuya replicacion es independiente de la replicacion cromosdémica, p. ej., un plasmido, un
bacteriéfago o un elemento extracromosémico, mini cromosoma o un cromosoma artificial. De forma alternativa, el
vector puede ser uno que, al ser introducido en una célula huésped, se integra en el genoma de la célula huésped y se
replica con el(los) cromosoma(s) donde se ha integrado.

[0102] En el vector, la secuencia de ADN deberia estar operativamente conectada a una secuencia de un promotor
adecuado. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestra actividad transcripcional en la célula
huésped de eleccion y puede derivar de genes que codifican proteinas bien homologas o heterélogas a la célula
huésped. Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de ADN que codifica una
variante de a-amilasa de la invencion, especialmente en un huésped bacteriano, son el promotor del operon /ac de E.
coli, los promotores del gen de agarasa dagA de Streptomyces coelicolor, los promotores del gen de a-amilasa (amyL)
de Bacillus lichenijormis, los promotores del gen de amilasa maltogénica (amyM) de Bacillus Stearothermophilus, los
promotores de a-amilasa (amyQ) de Bacillus Amyloliquejaciens, los promotores de los genes xylA y xylB de Bacillus
subtilis etc. Para la transcripcion en un huésped fungico, ejemplos de promotores utiles son los derivados del gen que
codifica la TAKA amilasa de A. oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, a-amilasa neutra de A. Niger, a-
amilasa estable acida de A. Nfger, glucoamilasa de A. Niger, lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de A.
oryzae, triosa fosfato isomerasa de A. oryzae o acetamidasa de A. nidulans.

[0103] El vector de expresién de la invencion puede también comprender un terminador de la transcripciéon adecuado vy,
en eucariotas, las secuencias de poliadenilacién operativamente conectadas a la secuencia de ADN que codifica la
variante de a-amilasa de la invencion. Las secuencias de terminacion y de poliadenilacion pueden de manera adecuada
derivar de las mismas fuentes que el promotor.

[0104] EI vector puede ademas comprender una secuencia de ADN que permita que el vector se replique en la célula
huésped en cuestion. Ejemplos de tales secuencias son los origenes de replicacion de los plasmidos pUC19,
pACYC177, pUB 110, pE194, pAMBI Y plJ702.

[0105] EI vector puede también comprender un marcador seleccionable, p. €j. un gen cuyo producto complemente un
defecto en la célula huésped, tal como los genes dal de B. subtilis o de B. lichenijormis, o uno que confiera resistencia
antibiotica tal como resistencia a la ampicilina, canamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Ademas, el vector puede
comprender marcadores de seleccion de Aspergillus tales como amdS, argB, niaD y sC, un marcador que de lugar a la
resistencia a la higromicina, o bien la seleccién puede ser realizada por cotransformacion, p. ej. como se describe en
WO 91/17243.

[0106] Mientras que la expresion intracelular puede ser ventajosa en algunos aspectos, p. €j. cuando se usan bacterias
determinadas como células huéspedes, es generalmente preferido que la expresiéon sea extracelular. En general, las a-
amilasas de Bacillus mencionadas en la presente comprenden una prerregion que permite la secrecion de la proteasa
expresada en el medio de cultivo. Si se desea, esta prerregidon puede ser sustituida por una prerregion diferente o
secuencia sefial, realizandose convenientemente por sustitucion de las secuencias de ADN que codifican las
prerregiones respectivas.

[0107] Los procedimientos usados para ligar el constructo de ADN de la invencidon que codifica una variante de a-
amilasa, el promotor, terminador y otros elementos, respectivamente, y para insertarlos en los vectores adecuados
conteniendo la informacién necesaria para la replicacion, son bien conocidos por los expertos en la técnica (ver, por
ejemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor, 1989).

[0108] La célula de la invencion, que comprende bien un constructo de ADN o bien un vector de expresién de la
invencion tal como se ha definido anteriormente, es ventajosamente usada como célula huésped para la produccion
recombinante de una variante de a-amilasa de la invencion. La célula puede ser transformada con el constructo de ADN
de la invencion que codifica la variante, convenientemente integrando el constructo de ADN (en una o mas copias) en el
cromosoma huésped. Esta integracion esta generalmente considerada como una ventaja puesto que la secuencia de
ADN es mas propensa a ser mantenida de forma estable en la célula. La integracién de los constructos de ADN en el
cromosoma huésped puede ser realizada segun los métodos convencionales, p. ej. por recombinacién homologa o
heterdloga. De forma alternativa, la célula puede ser transformada con un vector de expresion segun el modo descrito
anteriormente en relacion con los diferentes tipos de células huéspedes.
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[0109] La célula de la invencion puede ser una célula de un organismo mas grande tal como un mamifero o un insecto,
pero es preferiblemente una célula microbiana, p. €j., una célula bacteriana o una fungica (incluyendo la levadura).

[0110] Ejemplos de bacterias adecuadas son bacterias gram positivas tales como Bacillus subtilis, Bacillus lichenijormis,
Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquejaciens, Bacillus
coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, o Streptomyces lividans o
Streptomyces murinus, o bacterias gramnegativas tales como E. coli. La transformacion de las bacterias puede, por
ejemplo, ser efectuada por transformacion de protoplastos o usando células competentes de una manera conocida per
se.

[0111] El organismo de la levadura puede ser seleccionado de forma favorable de una especie de Saccharomyces o
Schizosacaromices, p. ej. Saccharomyces cerevisiae. El hongo filamentoso puede ventajosamente pertenecer a una
especie de Aspergillus, p. ej. Aspergillus oryzae o Aspergillus Niger. Las células micéticas pueden ser transformadas
por un proceso que implica la formacion de protoplastos y la transformacion de los protoplastos seguido de la
regeneracion de la pared celular en cierto modo conocido per se. Un procedimiento adecuado para la transformacion de
células huésped de Aspergillus esta descrito en EP 238 023.

[0112] En otro aspecto adicional, la presente invencidn se refiere a un método para producir una variante de a-amilasa
de la invencion, este método comprende el cultivo de una célula huésped segun el modo descrito anteriormente bajo
condiciones propicias para la produccion de la variante y la recuperacion de la variante de las células y/o del medio de
cultivo.

[0113] EI medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para hacer crecer la
célula huésped en cuestion y obtener la expresion de la variante de a-amilasa de la invencion. Los medios adecuados
estan disponibles por proveedores comerciales o pueden ser preparados segun recetas publicadas (p. ej., como se
describe en los cata1ogos de la American Type Culture Collection).

[0114] La variante de a-amilasa segregada a partir de las células huésped puede convenientemente ser recuperada del
medio de cultivo por procedimientos bien conocidos, incluyendo la separacion de las células del media por centrifugado
o filtracién, y precipitacién de los componentes proteinaceos del medio mediante una sal tal como sulfato de amonio,
seguido del uso de procedimientos cromatograficos tales como la cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de
afinidad, o similares.

Aplicaciones industriales

[0115] Las variantes de a-amilasa de esta invencion poseen propiedades valiosas que permiten una variedad de
aplicaciones industriales. Una variante enzimatica de la invenciéon es aplicable como componente en composiciones
detergentes para lavar la ropa, para lavavajillas y para la limpieza de superficies duras. Muchas variantes son
particularmente utiles en la produccion de edulcorantes y etanol a partir de almidoén, y/o para el desencolado textil. Las
condiciones para procesos de conversion del almidén convencionales, incluyendo la licuefaccion del almidon y/o
procesos de sacarificacion, estan descritos en, p. ej., US 3.912.590 y en las publicaciones de patentes EP Nos. 252.730
y 63.909.

Produccién de edulcorantes de almidén

[0116]Un proceso "tradicional" para la conversion del almidon en jarabes de fructosa normalmente consiste en tres
procesos enzimaticos consecutivos, es decir, un proceso de licuefaccion seguido de un proceso de sacarificacién y un
proceso de isomerizacion. Durante el proceso de licuefaccion, el almidon es degradado a dextrinas por una a-amilasa
(p- €j. TermamyITM) a valores de pH entre 5.5y 6.2 y a temperaturas de 95-160°C durante un periodo de aprox. 2 horas.
Para asegurar una estabilidad enzimatica 6ptima bajo estas condiciones, se afiade 1 mM de calcio (40 ppm de iones de
calcio libre).

[0117] Después del proceso de licuefaccion las dextrinas son convertidas en dextrosa por adicion de una glucoamilasa
(p- €j. AMG™) y una enzima desramificante, tal como una isoamilasa o una pululanasa (p. ej. Promozyme™) Antes de
esta fase el pH es reducido a un valor por debajo de 4.5, manteniendo la temperatura alta (por encima de 95°C), y la
actividad a-amilasa licuefactante es desnaturalizada. La temperatura es reducida a 60°C, y se afiade la glucoamilasa y
la enzima desramificante. El proceso de sacarificacion se desarrolla durante 24-72 horas.

[0118] Después del proceso de sacarificaciéon el pH es aumentado a un valor en la gama de pH de 6-8, preferiblemente
de 7.5, Y el calcio es quitado por intercambio idnico. El jarabe de dextrosa es luego convertido en sirope rico en fructosa
usando, p. €j., una glucosaisomerasa inmovilizada (tal como Sweetzyme™).

[0119] Al menos 1 mejora enzimatica de este proceso podria ser prevista. Reduccion de la dependencia del calcio de la
a-amilasa licuefactante. La adicion de calcio libre es requerida para asegurar adecuadamente una estabilidad elevada
de la a-amilasa, pero el calcio libre inhibe fuertemente la actividad de la glucosaisomerasa y requiere ser retirado,
mediante una operacion unitaria costosa, hasta un punto en el que reduce el nivel de calcio libre por debajo de 3-5 ppm.
Los ahorros en el coste podrian ser obtenidos si esta operacién pudiera ser evitada y el proceso de licuefaccion pudiera
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ser realizado sin adicion de iones de calcio libre.

[0120]Para conseguirlo, se requiere una a-amilasa del tipo Termamyl menos calcio-dependiente que sea estable y
altamente activa a concentraciones bajas de calcio libre « 40 ppm). Esta a-amilasa del tipo Termamyl deberia tener un
pH 6ptimo a un pH en la gama de 4.5-6.5, preferiblemente en la gama de 4.5-5.5.

Composiciones de detergentes

[0121] Como se ha mencionado anteriormente, las variantes de la invencion pueden ser incorporadas de manera
adecuada en composiciones de detergentes. Se hace referencia, por ejemplo, a WO 96/23874 y WO 97/07202 para
detalles adicionales referentes a ingredientes pertinentes de composiciones de detergentes (tales como detergentes
para lavar la ropa o lavavajillas), métodos apropiados de formulacién de las variantes en tales composiciones de
detergentes, y para ejemplos de tipos relevantes de composiciones de detergentes.

[0122] Las composiciones de detergentes que comprenden una variante de la invencién pueden también comprender
una o mas enzimas distintas, tales como una lipasa, cutinasa, proteasa, célulasa, peroxidasa o lacasa, y/u otra a-
amilasa.

[0123] Las variantes de a-amilasa de la invencion pueden ser incorporadas en detergentes a concentraciones
empleadas de forma convencional. Esta actualmente contemplado que una variante de la invenciéon pueda ser
incorporada en una cantidad correspondiente a 0.00001-1 mg (calculado como proteina enzimatica activa pura) de a-
amilasa por litro de solucién para lavar la ropa/lavavajillas usando niveles de dosificacion convencionales del
detergente.

MATERIALES Y METODOS
Enzimas :

[0124] Variante de alfa-amilasa hibrida LE174: LE174 es una alfa-amilasa hibrida del tipo Termamyl que es idéntica a la
secuencia de Termamyl, es decir, la a-amilasa de Bacillus licheniformis mostrada en la SEC ID n°: 4, a excepcion de
que los 35 residuos de aminoacidos N-terminales (de la proteina madura) han sido sustituidos por los 33 residuos N-
terminales de BAN (proteina madura), es decir, la Alfa-amilasa de Bacillus amylolicuefaciens mostrada en la SEC ID n°:
5, que ademas tiene las mutaciones siguientes: HI56Y+AI8IT+NI90OF+A209V+Q264S (usando la numeracion de la SEC
ID N°: 4).

Construccion de pSNK10I

[0125] Este vector transportador de E. colilbacillus puede utilizarse para introducir mutaciones sin la expresiéon de o-
amilasa en E. coli y luego ser modificado de tal manera que la a-amilasa este activa en Bacillus. El vector fue construido
como sigue: El gen de a-amilasa en el vector de pX (pDN1528 con las alteraciones siguientes dentro de amyL: BAN(1-
33), H156Y, AI8IT, N190F, A209V, Q264S, el plasmido pDN1528 esta también descrito en el ejemplo 1) fue inactivado
por interrupcion en el sitio Pstl en la regidn de codificacion 5' del gen de alfa-amilasa por un fragmento de 1.2 kb que
contenia un fragmento de origen de E. coli. Este fragmento fue amplificado a partir del pUC19 (GenBank Accession
#:X02514) usando el cebador directo 1: 5' -gacctgcagtcaggcaacta-3' (SEC ID n®: 28) y el cebador inverso 1: 5'-
tagagtcgacctgcaggcat-3' (SEC ID n°: 29). El amplicon de la PCR vy el plasmido pX que contenia el gen de a-amilasa
fueron digeridos con Pstl a 37°C durante 2 horas. El fragmento del vector de pX y el amplicon de origen de E. coli fueron
ligados a temperatura ambiente durante 1 hora y transformados en E. coli por electro transformacion. El vector
resultante se denomina pSnK101.

[0126] Este vector transportador de E. colilbacillus puede utilizarse para introducir mutaciones sin expresién de ao-
amilasa en E. coli y luego ser modificado de tal manera que la a-amilasa este activa en Bacillus. El vector fue construido
como sigue: El gen de a-amilasa en el vector de pX (pDN 1528 con las alteraciones siguientes dentro de amyL: BAN(1-
33), H156Y +A181T +NI90F+A209V+Q264S, el plasmido pDN1528 esta posteriormente descrito en el ejemplo 1) fue
inactivado por interrupcion en el sitio Pstl en la regidn de codificacion 5' del gen de alfa-amilasa por un fragmento de 1,2
kb conteniendo un fragmento de origen de E. coli. Este fragmento fue amplificado del pUC19 (GenBank Accesion
#:X02514) usando el cebador directo 2: 5'-gacctgcagtcaggcaacta-3' (SEC ID n° 30) y el cebador inverso 2: 5'-
tagagtcgacctgcaggcat-3' (SEC ID n°: 31). El amplicon de la PCR y el plasmido pX conteniendo el gen de a-amilasa
fueron digeridos con Pstl a 37°C durante 2 horas. El fragmento del vector de pX'y el amplicon de origen de E. coli fueron
ligados a temperatura ambiente durante 1 hora y transformados en E. coli por electrotransformacion. El vector resultante
se denomina pSnK101.

Ensayo de filtro a bajo pH
[0127] Se colocan bibliotecas de Bacillus en un sandwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher & Schuell, Dassel,

Alemania) -y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) en placas de TY agar con
10 (g/ml de cloranfenicol a 37°C durante al menos 21 h. La capa de acetato de celulosa esta localizada en la placa de
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TY agar.

[0128] Cada sandwich de filtro es especificamente marcado con una aguja después de la colocacion en placas, pero
antes de la incubacion con el fin de poder localizar variantes positivas en el filtro y el filtro de nitrocelulosa con las
variantes unidas es transferido a un contenedor con tampoén citrato, pH 4.5 e incubado a 90°C durante 15 min. Los filtros
de acetato de celulosa con colonias son almacenados en las placas de TY a temperatura ambiente hasta su uso. Tras la
incubacion, la actividad residual es detectada en las placas de ensayo que contienen un 1 % de agarosa, 0.2% de
almidén en tampdn citrato, pH 6.0. Las placas de ensayo con filtros de nitrocelulosa son marcados de la misma manera
que el sandwich de filtro e incubados durante 2 horas a 50°C. Después de la eliminacién de los filtros las placas de
ensayo son coloreadas con una solucion de Lugol al10%. Las variantes que degradan el almidon son detectadas como
manchas blancas en fondo azul oscuro y luego identificadas en las placas de almacenamiento. Las variantes positivas
son reseleccionadas dos veces bajo las mismas condiciones que la primera seleccion.

Selecciéon secundaria

[0129] Los transformantes positivos después de la reseleccion son elegidos de la placa de almacenamiento y evaluados
en un ensayo de placas secundario. Transformantes positivos son hechos crecer durante 22 horas a 37°C en 5 ml de
LB + cloranfenicol. El cultivo de Bacillus de cada transformante positivo y una variante de LE174 de control fueron
incubados en un tampén citrato, pH 4.5 a 90°C y se tomaron muestras a 0, 10, 20, 30,40, 60 y 80 minutos. Una muestra
de 3 microlitros fue esparcida en una placa de ensayo. La placa de ensayo fue coloreada con una solucién de Lugol al
10%. Las variantes mejoradas fueron vistas como variantes con actividad residual mas alta detectada como halos en la
placa de ensayo que la basal. Las variantes mejoradas son determinadas por secuenciacion nucleotida.

Fermentacion y purificacion de variantes de a-amilasa

[0130] Una cepa de B. subtilis conteniendo el plasmido de expresion pertinente es colocado en lineas en una placa de
LB-agar con 15 ug/ml de cloranfenicol de un caldo a -80°C, y hecho crecer durante toda la noche a 37°C. Las colonias
son transferidas a 100 ml de medios de BPX suplementadas con 15 pug/ml de cloranfenicol en un matraz de agitacion de
500 ml. Composicién del media de BPX:

Almidon de patata 100 g/l
Harina de cebada 50 g/l
BAN 5000SKB 0.1 g/l
Caseinato sddico 10 g/l
Harina de soja 20 g/l
NaxHPO4; 12 H20 94l
Pluronic™ 0.1 g/l

[0131] El cultivo es agitado a 37°C a 270 rpm durante 5 dias.

[0132] Las células y fragmentos celulares son extraidos del caldo de fermentacion por centrifugado a 4500 rpm en 20-25
minutos. Después el sobrenadante es filtrado para obtener una solucion completamente clara. El producto filtrado es
concentrado y lavado en un filtro UF (membrana de 10000 cortes) y el tampén es cambiado a 20 mM de Acetato, pH
5.5. El producto filtrado por UF es aplicado en una S-sepharose EE y se realiza la elucién por una elucién por fases con
0.2 M NaCl en el mismo tampén. El eluato es dializado contra 10 mM de Tris, pH 9.0 y aplicado en una Q-sepharose EE
y eluido con un gradiente lineal de 0-0.3 M de NaCl sobre 6 volumenes de columna. Las fracciones que contienen la
actividad (medidas por el ensayo Phadebas) son agrupadas, el pH fue ajustado a pH 7.5 y el color restante fue extraido
por un tratamiento con 0.5% w/vol. de carboén activo en 5 minutos.

Determinacion de la estabilidad

[0133] Todos los procesos de estabilidad han sido realizados usando la misma preparacion. EI método es:

[0134] La enzima es incubada bajo las condiciones pertinentes (1-4). Las muestras son tomadas a 0,5, 10, 15 Y30
minutos y diluidas 25 veces (misma dilucion para todas las muestras tomadas) en un tampoén de ensayo (0.1 M 50 mM
tampon Britton pH 7.3) Y la actividad es medida usando el ensayo Phadebas (Pharmacia) bajo condiciones estandar pH
7.3, 37°C.

[0135] La actividad medida antes de la incubacién (0 minutos) se usa como referencia (100%). El descenso del
porcentaje es calculado como funcién del periodo de incubacion. La tabla muestra la actividad residual después de 30
minutos de incubacion.

Determinacion de actividad - (KNU)

[0136] Una unidad de kilo de alfa-amilasa (1 KNU) es la cantidad de enzimatica que rompe 5.26 g de almidon (Merck,
Amylum Solubile, Erg. B 6, Batch 9947275) por hora en el método estandar de Novo Nordisk para la determinacion de
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alfa-amilasa en base a la condicion siguiente:

Sustrato almidén soluble
Contenido de calcio en solvente  0.0043 M

Tiempo de reaccién 7 -20 minutos
Temperatura 37°C

pH 5.6

[0137] Una descripcién detallada del método analitico de Novo Nordisk (AF 9) esta disponible bajo pedido.
Determinacion de la actividad especifica

Ensayo para la actividad a-amilasa

[0138] La actividad a-amilasa esta determinada por un método que utiliza comprimidos de Phadebas® como sustrato.
Los comprimidos de Phadebas (Phadebas® Amylase Test, suministrada por Pharmacia Diagnostic) contienen un
polimero de almidon coloreado de azul insoluble entrecruzado que ha sido mezclado con albumina de suero bovino y
una sustancia del tampon y colocado en comprimidos.

[0139] Para cada medicion individual una pastilla es suspendida en un tuba conteniendo 5 ml de tampén Britton-
Robinson 50 mM (50 mM de acido acético, 50 mM de acido fosférico, 50 mM de acido boérico, 0.1 mM de CaCl2, pH
ajustado al valor de interés con NaOH). La prueba es realizada al bafio maria a la temperatura de interés. La a-amilasa
que debe evaluarse es diluida en x ml de 50 mM de tampdn Britton-Robinson. 1 ml de esta soluciéon de a-amilasa es
afiadido as ml de tampodn Britton-Robinson 50 mM. El almidén es hidrolizado por la a-amilasa dando fragmentos azules
solubles. La absorbencia de la solucion azul resultante, medida espectrofotométricamente a 620 nm, es una funcién de
la actividad a-amilasa.

[0140] Es importante que la absorbencia medida de 620 nm después de 10 o 15 minutos de incubacion (duracion de la
prueba) esté en la gama de 0.2 a 2.0 unidades de absorbencia a 620 nm. En esta gama de absorbencia hay un
alineamiento entre actividad y absorbencia (ley de Lambert-Beer). La dilucién de la enzima debe en consecuencia ser
ajustada para cumplir este criterio. Bajo un grupo especifico de condiciones (temp., pH, tiempo de reaccién, condiciones
del tampodn) 1 mg de una a-amilasa dada hidrolizara una cantidad determinada de sustrato y se producira un color azul.
La intensidad del color es medida a 620 nm. La absorbencia medida es directamente proporcional a la actividad
especifica (actividad/mg de proteina pura de a-amilasa) de la a-amilasa en cuestion bajo el grupo dado de condiciones.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

[0141] Construccién, por mutagénesis aleatoria, de variantes de a-amilasa LE174 del tipo Termamyl con una estabilidad
mejorada a bajo pH y una dependencia reducida de iones calcio para la estabilidad en comparacion con la enzima
madre.

Mutagénesis aleatoria

[0142] Para mejorar la estabilidad a bajo pH y la concentracion de calcio bajo la variante de a-amilasa LE174 madre, se
realiz6 la mutagénesis aleatoria en regiones preseleccionadas.

[0143] Las regiones eran:

Regioén: Residuo:

SERI A425-Y438
SERII W411-L424
SERIII G397-G410

SERV T369-H382
SERVII G310-F323
SERIX L346-P359

[0144] Por cada seis regiones, se sintetizan oligonucleétidos aleatorios usando el mismo nivel de mutacion (97% de la
basal y 1 % de cada uno de los tres nucledtidos restantes dando el 3% de mutaciones) en cada posiciéon de nucledtidos
en las regiones anteriores, p. ej., 1. posicion en el codén para A425: 97%C, 1 %A, 1 %T, 1 %G. Los seis
oligonucledtidos aleatorios y en caso de usar cebadores auxiliares SOE complementarios se muestran en las tablas 1-6:
Con las cuatro distribuciones de nucleétidos a continuacién.
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Tabla 1

[0145] RSERI: 5'-GC GTT TTG CCG GCC GAC ATA 312 234 322 243 333 133 444 233 423 242 212 211 243 343
CAA ACC TGA ATT-3' (SEC ID n®: 15)

Tabla 2

[0146] RSERIIL: 5-GC GTT TTG CCG GCC GAC ATA CAT TCG CTT TGC CCC ACC GGG TCC GTC TGT TAT TAA
TGC CGC 311 133 241 122 243 113 341 432 423 433 223 332 242 331 GCC GAC AAT GTC ATG GTG-3' (SEC ID n®:
16)

Tabla 3

[0147] RSERIII: 5-GTC GCC TTC CCT TGT CCA 433 413 112 423 124 424 423 411 121 123 124 324 243 233 GTA
CGCATACTG TTT TCT-3' (SEC ID n°: 17)
Cebador auxiliar FSERIII: 5'-TGG ACA AGG GAA GGC GAC AG-3' (SEC ID n°: 17)

Tabla 4

[0148] RSERV: 5-TAA GAT CGG TTC AAT TTT 424 222 311 443 144 112 223 434 324 441 423 233 222 342 CCC
GTA CAT ATC CCC GTA GAA-3 (SEC ID n°: 19)

Cebador auxiliar FSERV: 5-AAA ATT GAA CCG ATC TTA-3 (SEC ID N°: 20)

Tabla 5

[0149] FSERVII: 5-TT CCA TGC TGC ATC GAC ACA GGG AGG CGG CTA TGA TAT GAG GAA ATT GCT GAA
344 213 442 342 223 311 431 233 422 411 123 442 213 122 TGT CGA TAA CCA-3' (SEC ID N°: 21)

[0150] Cebador auxiliar RSERVII: 5'- TGT CGA TGC AGC ATG GAA - 3' (SEQ ID NO: 22)
Tabla 6

[0151] FSERIX: 5-GT CCA AAC ATG GTT TAA GCC 432 243 221 343 222 212 232 313 114 441 123 244 121 333
TCA GGT TTT CTA CGG GGA-3' (SEC ID N°: 23)
Cebador auxiliar RSERIX: 5'-GGC TTA AAC CAT GTT TGG AC-3' (SEQ ID N°: 24)

[0152] Distribucion de nucleétidos en cada posicion de nucleétidos mutados

1:97%A, 1%T, 1%C, 1%G
2:97%T, 1 %A, 1 %C, 1 %G
3:97%C, %A, 1%T, 1%G
4:97%G, 1 %A, 1 %T, 1%C

Construccion de bibliotecas de plasmidos

[0153] Dos fragmentos de aproximadamente 1.4 kb fueron amplificados por PCR usando el cebador 1B: ' -CGA TTG
CTG ACG CTG TTA TTT GCG-3' y el oligonucledtido aleatorio aparente de la tabla 1, respectivamente el
oligonucledtido aleatorio aparente de la tabla 2. El vector pSnK101 y los fragmentos de la PCR fueron digeridos con
EcoRV y Eagl durante 2 horas. El fragmento de vector de aproximadamente 3.6 kb Y los fragmentos de la PCR de
aproximadamente 1.3 kb fueron purificados y ligados durante toda la noche y transformados en E. coli y luego
transformados adicionalmente en una estarina huésped de Bacillus como se describe abajo. Los oligonucleétidos
aleatorios aparentes de las Tablas 3-6 (que por un término comun se denomina aSER y bSER en Fig. 2) para cada
region y los cebadores 1B especificos de B. lichenijormis (SEC ID n°: 26) y #63: 5-CTA TCT TTG MC ATA AAT TGA
AAC C-3' (SEC ID n° 27) que cubren los sitios EcoRV y Eagl en la secuencia de LE174 se utilizan para generar
fragmentos de una biblioteca de PCR por el método de extension de la superposicion (Horton et al.,, Gene, 77 (1989),
pags. 6168) La Figura 2 muestra la estrategia de la PCR. Los fragmentos de la PCR son clonados en el vector
transportador pSNK101 de E. colilbacillus (ver Materiales y Métodos) permitiendo la mutagénesis en E. coli y la
expresion inmediata en Bacillus subtilis evitando la acumulacién letal de amilasas en E. coli. Después de establecer los
fragmentos de la PCR clonados en E. coli, un fragmento de pUC19 modificado es digerido fuera del plasmido y el
promotor y el gen Termamyl mutado es fisicamente conectado y la expresion puede tener lugar en el huésped de
Bacillus.

Seleccion

[0154] Las seis bibliotecas fueron seleccionadas en los ensayos de filtro a bajo pH descritos en la seccién "Materiales y
Métodos" arriba.

[0155] Todas las variantes catalogadas en la tabla en el ejemplo 2 a continuacién fueron preparadas como se describe
en el Ejemplo 1.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2551029 T3

Ejemplo 2

Medicion de la estabilidad

[0156] Normalmente, los procesos de licuefaccion industriales son realizados a pH 6.0-6.2 con adicién de
aproximadamente 40 ppm de calcio libre para mejorar la estabilidad a 95°C - 105°C. Las variantes de la invencion han

sido hechas para mejorar la estabilidad a

1. pH inferior a pH 6.2 y/o
2. aniveles de calcio libre inferiores a 40 ppm de calcio libre.

[0157] Un ensayo que mide la estabilidad a pH acido, pH 5.0, ante 5 ppm de calcio libre fue usado para medir el
aumento de la estabilidad.

[0158] 10 ug de la variante fueron incubados bajo las condiciones siguientes: una soluciéon de acetato 0.1 M, pH
ajustado a pH 5.0, que contiene 5 ppm de calcio y 5% p/p almidén de maiz comun (libre de calcio). La incubacién fue
realizada al bafio maria a 95°C durante 30 minutos.

Resultados:

[0159] Estabilidad aumentada a pH 5.0, 5 ppm de calcio incubado a 95°C

MINUTOS DE|LE174 CON|LE174 CON K176R+|LE174 CON K176R+|LE174 CON K176R+
INCUBACION [K176R+  1201F+ | I201F+ H205N+ E376K+ | 1201F+ H205N+ S417T+ | 1201F+ H205N+ S356A+
H205N A420R A420Q Y358F
0 100 100 100 100
5 65 61 66 66
10 58 53 60 59
15 51 48 55 56
30 36 39 45 49

Determinacién de la actividad especifica

[0160] La actividad especifica fue determinada usando el ensayo Phadebas (Pharmacia) (anteriormente descrito) como
actividad/mg de enzima. La actividad fue determinada usando el ensayo de a-amilasa descrito en la seccion Materiales
y Métodos de la presente.

LE174 con las sustituciones siguientes:

K176R+I201F+H205N
Actividad especifica determinada: 13400 NU/mg

LE174 con las sustituciones siguientes:
K176R+I1201F+H205N+E376K+A420R:
Actividad especifica determinada: 14770 NU/mg
LE174 con las sustituciones siguientes: K176R+1201F+H205N+S417T +A420Q:
Actividad especifica determinada: 16670 NU/mg
LE174 con las sustituciones siguientes: K176R+1201F+H205N+S356A+ Y358F:
Actividad especifica determinada: 15300 NU/mg
REFERENCIAS CITADAS
[0161]
Klein, C., et al., Biochemistry 1992, 31, 8740-8746 ,
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Glu Phe Asn Gln Lys Gly Ala

70

35

49

25

26

10 15

vYal Ala Asn Glu Ala Aasn
30

Trp Leu Pro Pro Ala Tyr
4%

Gly Val Tyr Asp Leu Tyr
&0

Val Arg Thr Lys Tyr Gly
7%

Asn

Lys

Asp

Thr
80 -



Lys
Gin
Thr
Glu
Fro
145
Ehe
Lys
Rsn
Pre
Thr
225
Phe
Lya
Lsu
Ala
Phe

305

Thz

Ala
val
Glu
Ile
130
Gly
Asp
Phe
Gly
Glu
219
Thr
Sar
Pro
His
Pro
290 )

Asp

L=2u

Gln

Tyr

TeD

115

Ser

ATg

Gly

Arg

Asn

155

val

Asn

Fhs

Leu

Aasn

275

Lau

Met

Ala

Tyr

ala

100

Val

Gly

Gly

Val

Gly

i80

Tyr

val

;15

Phe

Phe

260

Tyzr

Hig

Arg

Val

Leu

85

Rsp

Aap

The

Asn

Aep

165

Ile

Asp

Thr

ASp

Pro

245

Thr

Ila

Asgn

Thr

Thr

Gln

Val

Ala

Tyr

Thr

150

Trp

Cly

Tyr

Glu

Gly

230

Zap

Val

Met

Lys

Leu

310

Phe

Ala

Val

val

Gln

135

Tyr

Asp

Lys

Leu

Lau

2135

Phe

Trp

Gly

Lys

FPhe

285

Mat

Val

Ile

Fhe

Glu

120

Sar

Glu

Ala

Lys

Arg

Lau

Glu

Thr

280

Tyr

The

Asp
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@ln
Aep
105
Val
Gln
Ser
Ser
Trp
185
Tyr
Ser
Lesu
Ser
Tyr
2865
Aan
Thr

Asn

Asn

Ala
$0

His
Asn
Ala
Phe
Arg
170
Asp
Ala
Trp
Agp
hsp
250
Trp
Glj,r
Ala

The

His

Ala

Lys

Pro

Tep

Lys

13%

Lye

Trp

Asp

Gly

Ala

238

Val

Ber

The

Ser

Leu

315

Azp

27

Gly

8ar

Thr

140

Trp

ieu

Glu

Lys

228

Yal

Arg

Tyr

Mat

lya

300

Met

Thr

Ala
Gly
Asp
125
lys
Arg
Ser
Val
Azp
205
Tzp
lys
Sar
Asp
Ser
285
Ser

Lys

Glu

Ala
hla
110
Aryg
Phe
Tep
Arg
Asp
150
Mat
Tyr
Hig
Gln
llas
270
Leg
aly

asp

Pzo

Sly
95

Asp
Asn
Asp
Tyr
Ile
17%
Thr
Asp
Val
Ilg
The
255
Azn
Phe
Qly

Gin

Gly

et

Gly

Gln

fhe

His

180

Tyr

Glu

His

Agn

lya

240

Gly

Lys

Azp

Thr

Pro

320

Gin



10

Als

Phe

Tyx

Asp

385

Asp

Thr

Gly

Pha

Asp

465

Vel

Arg

Ala

<400>

Leu

Ile

Tyr

370

Pre

Tyr

élu

Gly

Tyr

450

Gly

Pro

Pro

Trp

Gln

Leu

355

Gly

Leu

Leu_

Lys

Ser

43%

Asp

Trp

Arq

Trp
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<211> 483
<212> PRT
<213> Bacillus licheniformis

ser

344Q

Thr

Ile

Leu

Asp

Pro

420

Lys

Leu

Gly

Lys

Thr
SQ0

325

Trp Val Asp
Arg Glo Glu

Pro Gln Tyr
375

Ile Ala Arg
390

His Ser Asp
405

Gly Sar Gly
Trp Mat Tyr

Thr Gly Aan
459

Glu Phe Lye
T 470

Thr Thr Val
4835

Asp Glu Phe
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Bro

Gly

360

Asn

Arg

Ilg

Val

440

Val

Ser

val

Trp

345

Tyr

Ilg

Asp

Ilg

Ala

423

Gly

Ser

Asn

Thr

Arg
508

330

Phe

Pro

Pro

Tyx

Gly

410

Ala

Lys

Azsp

Gly

lie
430

Trp

28

Lys

Cys

Ser

Als
395

Tip

Gln

Thr
Gly
475

ala

Thr

Pro

val

Leu

380

Tyr

Thr

Ile

His

Val

460

Ser

TCp

Glu

Lau Ala
350

Phe Tyr
365

lys Ser

Gly Thr

Arg Glu

Thr Asp
430

Ala Gly
445
Thr Ile

Val Ser

Ser Ile

Fxr0 Arg
510

335

Tyr
Gly
Lys
Gln
Gly
4158
Gly
e
Asn
val
The

495

Leu

Ala

Asp

Ile

His

400

val

Pro

Val

Ser

Tzp

480

Thr

Val
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Ala Asn Leu Asn Gly Thr Leu Met Gln Tyr Phe Glu Trp Tyr Met Pro
1 5 10 15
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Asn Asp Gly Gln His Trp Arg Arg Leu Gln Asn Asp Ser Ala Tyr Leu
20 25 30

Ala Glu His Gly Ile Thr Ala Val Trp Ile Pro Pro Ala Tyr Lys Gly
35 40 45

Thr Ser Gln Ala Asp Val Gly Tyr Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr Asp Leu
50 55 60

Gly Glu Phe His Gln Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly Thr Lys
65 70 75 80

Gly Glu Leu Gln Ser Ala Ile Lys Ser Leu His Ser Arg Asp Ile Asn
85 90 95

Val Tyr Gly Asp Val Val Ile Asn His Lys Gly Gly Ala Asp Ala Thr
100 105 110

Glu Asp Val Thr Ala Val Glu Val Asp Pro Ala Asp Arg Asn Arg Val
115 120 125

Ile Ser Gly Glu His Leu Ile Lys Ala Trp Thr His Phe His Phe Pro
130 135 140

Gly Arg Gly Ser Thr Tyr Ser Asp Phe Lys Trp His Trp Tyr His Phe
145 150 155 160

Asp Gly Thr Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Asn Arg Ile Tyr Lys
165 - 170 175

Phe Gln Gly Lys Ala Trp Asp Trp Glu Val Ser Asn Glu Asn Gly Asn
180 185 190

Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Ile Asp Tyr Asp His Pro Asp Val
195 200 205

Ala Ala Glu Ile Lys Arg Trp Gly Thr Trp Tyr Ala Asn Glu Leu Gln
210 - 215 220

Leu Asp Gly Phe Arg Leu Asp Ala Val Lys His Ile Lys Phe Ser Phe
225 230 235 240

Leu Arg Asp Trp Val Asn His Val Arg Glu Lys Thr Gly Lys Glu Met
245 250 255

30



Phe

Tyr

Hig

Arg

308

Val

Sar

Thz

Thr

Glu

385

Asp

Ser

Qly

Trp

Glu

465

vVal

Thxe

Leu

Tyr

250

Lys

Thr

Thr

Arg

Lys

370

Pro

Tyr

Ser

Gly

His
450

Gly

Gin

val
Asn
275
Gln
Leu
Phe
val
Glu
355
Gly
ile
Phe
vVal
Ala
435
Asp

Trp

Arg

<210>5

Ala

260

lys

£he

Leu

Val

Gln

340

Ser

Asp

Asp

Ala

420

Lys

lie

Gly

Glu

Thr

His

Asn

Asp

325

Thr

Gly

Ser

Lys

Hie

405

Asn

Arg

Thr

Glu

Tyr
Asn
Ala
Gly
310
Asn
Tcp

Tyr

Gln

"Ala

390

Hie

Ser

MNet

Gly

Phe
470

Trp

Pha

Ala

293

Thr

His

Phe

Bro

Arg

375

Arg

Asp

Gly

Tyr

Asn

455

His
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Gln

Asn

280

Ser

Val

Asp

Lys

Gln

360

Glu

Lys

Ile

Leu

val

440

Arg

Val

Asn

263

His

Thr

val

Thr

BPro

345

Val

Ile

Gln

Val

Ala

425

Gly

Ser

Asn

Asp
Ser
Gln
Ser
Gln
330
Leu
Phe
Pro
Tyr
Gly
41qQ
Ala
Arg

Glu

Gly

31

Leu Gly

Val

Gly

Lys

315

Pro

Ala

Tyr

Ala

Ala
385

Trp

Leu

Glin

Pro

Gly
475

Phe
Gly
300
His
Gly
Tyr
Gly
Lau
380
Iyr
Thy
Ile
Asn
Val

460

Ser

Ala

Asp

28%

Gly

Pro

Gin

Ala

Asp

365

Lys

Gly

Arg

Thr

Ala

445

Vval

Val

Leu

270

Val

Tyr

Leu

Ser

Phg

350

Mat

His

Ala

Gln

Asp

430

Gly

Ila

Ser

Glu

Pro

Asp

Ly B.

Leu

339

Iie

Tyr

Lys

Gln

Gly

415

Gly

Glu

Agn

Ile

Asn

Leu

Ser
320
Glu
Leu
Gly
Ile
His
400
Agp
Pro
Thz

Ser

Tyr
480



<211> 480

<212> PRT
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 5
Val asn Gly Thr Leu Met

1

Gly

Ile

Gln

Phe

65

Gly

val

Glu

Gly

1439

Ala

Gly

Tyr

Val

Gln
Gly
Ser
S0

Gln
Gln
A3p
Thr
Glu
130
Asn
ABp
Glu

Asp

&la
210

His
Ile
Aep
Gln
2ap
vVal
Als
115
Tyr
Th;:
Trp
Gly
Tyr

195

Glu

Trp
20

Thr
Asn
Lys
Ala
val
100
val
Gln
Tyr
Azp
Lys
180

Leu

Thr

5

Lys
Ala
Gly
Gly
Ila
85

Glu
Ile
Ser
Glu
165
Ala

Met

lys

Arg

val

Tyr

Thr

70

Gly

-Asn

Val

Lys

Asp

150

Sar

Trp

Tyr

Lys

Gln

Leu

Trp

Gly

55

val

Sgr

His

Asn

Ala

135

Phe

Azg

Asp

Ala

Trp
215

Tyr

Gln

Ile

Pro

Arg

lgu

Lys

Pre

120

Tzp

Lys-

Lya

Trp

Asp

200

Gly
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Pha

Asn

25

Pro

Tyr

Thr

His

Ala

s

Ala

Thr

Trp

ile

Glu

g8

Val

Ile

Glu
10

Asp
Pro
Asp
Lys
Ser
90

Gly
Asn
Asp
Bis
sexr
170
val

Asp

Trp

Trp

Ala

Ala

Lgu

Tyr

75

Ala

&rg

Phe

Trp

i5%

Arg

Ser

Tyr

Tyr

32

T):r

Glu

Tyr

Tyx

60

Gly

Asn

Asp

Asn

140

Tyr

Ile

Ser

Aap

Ala
220

Thr

His

lys

45

Asp

Thr

val

Ala

Gin

125

Phe

His

Phe

Glu

Hin

205

Agn

Pro
Isu
30

Gly

iys
Gln
Thr
110
Glu
Pro
fhe
Lys
Asn
180

Pro

Glu

Asn Asp
15

Ser Asp

Leu Ser

Gly &lu

Ser Glu

a0

val Tyr
95

‘Glu Asp

Thr Ser
Gly Arg

Asp Gly
. 160

'Phs Arg

175

Gly Asn

Asp Val

Leu S@r



ES 2551029 T3

Lew Ag¢p Gly Phe Azg Ile Asp Ala Ala Lys His Ile Lyas Phe Ser Phe
225 230 ' 235 240

tau Arg Asp Trp Val Gln Ala Val Arg Gln Ala Thr Gly Lys Glu Met
245 250 253

Phe Thr Val Ala Glu Tyr Trp Gln Asn Asn Ala Gly Lys Leu Glu Asn
260 26% 270

Tyr Leu Asn Lys Thr Ser Phe Asn Gln Ser Val Phe Asp Vil Pzro Leu
275 280 285

His Pha Asn Lau Gln Ala Ala Sar Ser Gln Gly Gly Gly Tyr Asp Mst
290 295 360

Arg Arg Leu Lsu Asp Gly Thr Val Val Ser Arg His Pro Glu iys Ala
305 310 315 320

Val Thr Phe Val Glu Asn His Asp Thr Gla Pro Gly Gln Ser Leu Glu
325 . 330 ' 335

Ser Thr Val 8ln Thr Trp Phe Lys Fro leu Ala Tyr Ala Phe Tle Lev
340 345 350

Thr Arg Glu 8@r Gly Tyr Pro Gln Val Phe Tyr Gly Asp Mgt Tyr Gly
355 360 365

Thr Lys Gly Thr Sar Pro lys Glu Ile Pro Ser Leu Lys Asp asn Ila
370 375 3po

Glu Pro Ile leu Lys Ala Arg Lyvs Glu Tyr Ala Tyr Gly Pro Gln Hie
38% . 380 395 400

Asp Tyr Ile Asp His Pro Asp Val Ile Gly Trp Thr Arg Glu Gly Asp
405 ’ 410 q15

8er Ser Ala Ala Lys Ser Gly lau Ala Alz leu Ii¢ Thr Asp Gly Pro
420 425 430

Gly Giy Ser Lys Arg Met Tyr Ala Gly Leu Lys Asn Ala Gly Glu Thr
435 440 445

Trp Tyr Asp Ile Thr Gly Asn Arg Ber Asp Thr Val Lys lle Gly Ser
450 455 460

Asp Gly Trp Gly Glu Phe Hig Val Asn Asp Gly Ser Val Ser Ile Tyr

33
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Hie

Leu

Asn

Lys

Asp

65

Thr

Ile
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Gln

Phe

145

Hia

Ile

Thre
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Pro
Feu
Gly
50

Leu

Arg

Gln
Thr
Glu
130
Ezo
Phe

Tyr
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Asn

Lys

35

Ala

Gly

Ser

Val

Glu

115

Val

Gly

Asp

Lys

Asn
185

Gly
Asp
20

Ser
Ser

Glu

Gln

Tyr
100
Met
Thr
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Gly

Phe
i80

Gly

Thr

Gly

Lys

Gln

Phe

Lau

85

Gly

Val

Gly

Gly

Val

165

Arg
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Asn
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Asn
70

Gln
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Arg

Giu
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150
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Gly
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Asp

55

Gln

Ala

Val
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Tyz

135

Thr

Trp

His

asp
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Thr

Trp

Thr

40

val

Lys

Ala

Val

Val

120

Thr
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A=sp

Gly

Tyx
200

Mat

Asn

25

Ala

Gly

Gly

Val

Met

105

Glu

Ile

Sar

Gln

Lys
i85

Met

10

Arg

Val

Tyr

Thr

Thr

S0

Val

Glu

Serx

Ser

Gln

Leu

Trp

Gly

val

75

Ser

Ris
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Ala

Phe

1535

Axy

170

Ala

Mat

35

Trp

Iyr

Tyr

ABn

Ile
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60

Arg

Leu

Lys

Pro

Tre

140

Lys

Arg

Asp
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Phe Glu

S=r Asp
30

Pro Pro
45

Tyr Asp

Thr Lys

iys Ash

Gly Gly
110

Asn Asn
125

Thr Arg
Trp Arg

Leu Asn

Trp Glu

Trp
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Ala

L=u

Tyr

Asn

95

Ala

Arg

Pha

Trp

Asn
175

¥al

180

App Ile
205

Asp

Tyr

Ser

Trp

Tyr

Gly

80

Gly

Asp

Asn

Asp

Tyr

169

Arg

Asp
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Asp

Thr

225

Il=

Thz

Gly

Phe

Gly

305

His

Glu

Tyr

Gly

Lys=s

385

Gln

Qily

Gly

His
210
Asn
Lys=
Gly
Ala
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290
Asn
Pro
Glu
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Asp
370
Ile
Asn

Agsn

Ala

Pro

Thr

Tyr

Lys

Ile

275

Val

Tyr
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Leu

355

Tyr

Asp

Asp

Thx

Gly
435

Glu

Leu

Bar

Agn

260

Glu

Pro

Asp

His

Leu

348

Thr

Pro

Ala
420

Gly

Val

Gly

Phea

245

Mgt
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Leu

Met

Ala

325

Gilu

Leu

Gly

Ila

Leu

405

Eie

Ser

Val

Leu

230

Thr

Pha

Tvr

Hie

Arg

310

val

Ser

Thy

Ile

Asn

215

Asp

Arg
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Tyr
295

Asn

Thr

FPhe

Arg

Pro

375

Lauy

350

Asp

Pro

Lys

Glu

His

Asn

Trp
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Glu

Gly

Asp

Val

Gin

280

Aen

Ile

Fhe

Val

Glu

360

The

Ala

His

Ser

Mat
440

Lauy
Phe
Tzp
Ala
265%
Lys
Leu
Phe
val
Glu
345

Gln

His

Asn

Gly
42%

Phe

Arqg
Arg
Iie
2590
Glu

Thr

Tyzr

Asp
330
Glu
Gly
Gly
Gln'
Ile
410

Val

36

aen

Ile

235

ABsn

Phe

Asan

Aen

Gly

315

Asn

Trp

Tyr

Val

Lys

395

Ile

Ala

Gly

Tep
220

Asp

Him

Trp
Tep
Ala
300
Thr
His
Pha
Pro
Pro
380
Gly

Thr

Arg

Gly

Ala

val

Lys

Asn

285

Ser

val

Rsp

Lys

Ser

365

Ala

Alxn

Trp

Ila

Asn
445

Val
Val
Arg
Asn
270
His
lys
val
Ser
Pro
350
val
Met
Tyr
The
Maet

430

Lys

Lys
Ser
25%
Asp
Ser
Ser
Gln
Gin
335
Leu
Phe
Arg
Gly
Arg
415%

Ser

Tyr

BEis

240

Ala

Leu

Val

Cly

Arg

320

Pra

Ala

Tyz

Ser

Lys

400

Glu

Asp

Gly
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Gln Val Trp Ber Asp Ile Thr Gly Asn Arg Thr Gly Thr Val Thrx Ile
450 455 450

Asn Ala Asp Gly Trp Gly Asn Phe Ser Val Asn Gly Gly Ser Val Ser
465 470 475 480

lle Trp Val Asn Lys

485
<210>7
<211> 485
<212> PRT
<213> Bacillus sp.
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His

Leu

Asn

Lys

Asp

Thr

lle

Gly

Gln

FPhe

143

His

His

Pro

Leu

Gly

S0

Leu

Arg

Gln

Thr

Glu

130

Pro

Fha

Asn

Asn

Lys

33

Thr

Gly

Val

Glu

115

Ihr

Gly

Rsp

Gly

Asp

20

Ber

Ser

Glu

Gln

JTyr

100

Ile

Sar

Arg

Gly

Thr

Gly

Lys

Gln

Phe

Leu

85

Gly

Yal

Gly

Gly

Thx
15

Asn

Asn

Gly

Asn

Asn

70

Gln

Asp

Asn

Glu

Asn

150

Asp

Gly

tis

Ile

Asp

5SS

Gln

Ala

Val

Ala

Tyr

13%

Asn

Trp
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Thr

Trp

Thr

40

Val

Lve

Ala

val

Val

i20

Ala

His

Asp

Met

Asn

25

Ala

Gly

Gly

Val

Met

10%

Glu

Ile

Sexr

Gln

Mat

10

Arg

Val

Tyz

Thy

Thr

90

Yal

Glu

Ser

ger
170

38

Gln Tyr

isu Arg

Tep Ile

Gly Ala

60

vVal Arg
75

Ser Leu

His lys

Asn Arg

Ala Tzp
140

Phe Lys
155

Arg Gln

Phe
Asp
Pro
45

Tyr
Tht
Lys
Gly
Ser
125
Thr

Trp

Leu

Glu
Asp
3¢

Pro
Asp
iys
Asn
Gly
110
A&n
Lys

Arg

Gln

Tep
15

Ala

Ala

Leu

Tyr

Asn

9%

Ala

ArQ

Phe

Trp

Asn
175

Tyr
Ala
Tzp
Tyz
Gly
Gly
Asp
Asn
Asp
Tyr

160

Lys



Ile
Thr
Asp
Thr
225
ile
Thr
Gly
Phe
Gly
308
His
Gly
Tyr
Gly
Lys

389

Gln

Tyr
Glu
His
210
Asn
LYS
Gly
Ala
ABP
290
Tyr
Pro
Glu
Ala
Asp
370

Ile

His

Lys

Asn
1¢5

Pro

Thr

Tyr

Lys

Ile

275

val

Tyr

Th..':

Ala

Leua

355

Tyr

Asp

Asp

Phe

i8¢

Gly

Glu

Lgu

Ser

Pro

260

Glu

Pro

Asp

His

Leu

340

Val

Tyr

Pro

Ty

Ay
Asn
Val
Ao
Phe
245

Met

Asn

Met

Ala
325

Glu

Gly

Leu

EFhe
405

Gly
Iyr
Ile
leu
230
Thr
Fhe
Tyz
His
Arg
3190
Val
Ber
Thr

Ile

Lau

390

Asp

Thr

Asp

His
215

‘Asp

Arg

Ala

Leu

yr

235

Asn

Thr

Phe

Arg

Pro

375

Gln

His
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4ly

Tyr

200

Glu

Gly

Asp

val

asn

280

Asn

ilg

Phe

val

Glu

360

Thr

Ala

Hie

Lys
185

Leu

Lgu
Phe
Trp
Ala
265_

Lys

Leu

val
Gln
345
Gln
His

Arg

Asp

Ala

Arg

Arg

Leu

250

Glu

The

Tyr

Azn

hsp

330

Gln

Gly

Gly

Gln

Ile
410

39

Trp

Tyr

Asn

Ile

235

Thr

Phe

Ser

Asn

Gly

1%

Asn

Trp

Tyr

Val

Thr

385

Ile

Asp
Ala
Trp
220
Asp
His
Trp
Trp
Ala
300
Ser
His
Phe
Pro
Pro
380

Phs

GCly

Izp Glu

Asp

205

Gly

Ala

Yal

Lys

Asn

285

Ser

‘Val

Asp

iys

Ser

365

Ala

Ala

Trp

190

Val

vVal

Val

Arg

Asn

270

His

Asn

val

Ser

Pro
380

val.

Mat

Tyr

Thr

Val

Asp

Tep
Lys

Asn
255

Asp

Ser

Ser

@in

Gin

335

Leu

Fle

Lys

Gly

Arg
415

Aep
Met
Tyr
His
240
Thr
Layg
Val
Gly
Lys
329
Pro
Ala
Tyr
Ser
Thr

400

Glu
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Gly Asn Ser Ber His Pro Asn Ser Gly Lau Ala Thr Ila Met Ser Asp
429 425 430

Gly Pro Gly Gly Asn Lys Trp Met Tyr Val Gly Lys Asn Lys Ala Gly
435 ) 440 445

Gln Val Trp Arg Asp Ile Thr Gly Asn Arg Thr Gly Thr Val Thr Ilg
430 455 460

Asn Ala Aep Gly Trp Gly Asn Phe Ser Val Asn Gly Gly Ser Val Ser
455 270 475 , 489

Val Trp Val Lys Gln
485

<210> 8

<211> 485

<212> PRT
<213> Bacillus sp.
<400> 8

40



His

Asn

Lys

AEp

€5

Thre

val

Ala

Gin

His

Pro

Leu

Gly

50

Leu

Arg

Gln

Thr

Glu
130

Asn

Asn

Arg

35

Thr

Gly

Ser

val

Glu

115

lle

Ser

Glu

Gla

Tyr

100

Asn

Sar

Thr

Gly

Arg

Gln

Phe

Lau

Gly

vVal

Gly

Asn
Asn
Gly
Asn
Asn
70

Glu
Asp

Lau

Asp

Gly

His

Ile

Asp

3%

Gin

Ser

val

Ala

Ty
138

ES 2551029 T3

Thr

Tro

Thy

40

val

Lys

Ala

val

Val

120

Thr

Mat

Asn
25

'Ala

Gly

Gly

Ilg

Mat

105

Glu

Ilg

Mot

10

Arg

Ila

Tyr

Thr

Him

50

Asn

Val

Glu

41

Gln Tyr
leu Arg
frp llm
Gly Ala

60‘

val Arg
75

Ala leu

His Lys

asn Pro

Ala Tzp
140

Pha

Asp

Pro

43

Tyr

Thr

Llys

Gly

Aen

128

Thr

Glu

Asp

Pro

A=p

Lys

Asn

Gly
110

‘Aen

Lys

Trp

15

Ala

Ala

L=y

Tyr

Asn

9%

Ala

Arg

Pheg

His

Ser

Irp

Tyr

Gly

84

Gly

Asp

Asn

Asp



Phe

145

His

Ila

Ser

Asp

Thr

225

Ile

Thr

Gly

Phe

Gly

305

His

Gly

Tyr

Gly

Pro

Phe

Tyxr

Glu

His

210

Asn

Lys

Gly

Ala

Asp

250

Asn

Pro

Glu

Ala

Asp
370

Gly
Asp
Lye
Asn
195
Pro
Tar
Tyvx
Lys
Leu
273
Val
Tyr

Met

Sar

Leu
iss

Tyr

Arg
Gly
Phe
180

Gly

Glu

Ser
Glu
260
Glu
Fro

Asp

Hie

Leu

val
165

Arg

Asn

val

Asn

Phe
245%

Met

Leu

Met

Ala
325

Glu

340

Il

Tyr

Lau

Gly

Asn
150
Rep
Gly
Tyr
Val
Lew
230
Thr
Phe
Tyr
His
Ala
310
Val
Ser

Thr

Ile

Thr

Trp

Asp

Asp

Asn

215

Asp

Arg

Ala

Leu

Tyr

295

Lys

Thr

Phe

Arg

Pro
375

ES 2551029 T3

Tyr

Asp

Gly

Tyr

200

Glu

Gly

Asp

Val

Asn

289

Asn

isu

Phe

val

Glu
360

Thzr

Ser

Gln

Lye

185

1=

Pha

Trp

Ala

255

Lyr

Lsu

Leu

Val

Glin
345

Gin

His

Asp

Ser

170

Ala

Met

Arg

Arg

Leu

250

Glu

Thr

Tyx

Asn

Asp
330

Glu

Gly

Ser

42

Phe

155

Arg

Trp

Tyr

Azrg

1ls

235

Thr

Phe

Agn

Asn

Gly

315

Asn

Trp

Tyr

val

Lys

Gln

Ala
Trp
220
Asp
His
Tep
Trp
Ala
300

Thr

His

Phe

Pro

Pro
380

Trp

Ehe

Trp

Ala

Val

Lys

Aen

285

Ser

Val

Asp

Lys

Ser
3865

Als

Arg
&ln

Glu
130

Val

Glu

Val

Arg

Asn

270

Hie

Asn

Val

Bar

Pro
350

Val

Met

Trp

AsSn
175

Val

Asp

Trp

Lys

Asn

255

Asp

Sar

Sex

Gln

Gln
335

Leu

Phe

Lys

Tyr

1690

Arg

Asp

Met

Tyr

His

240

Ala

Leu

Yal

|ly

Lye

290

Pro

Ala

Tyz

Ala



Lys
3835

Gln

Gly

Gly

Gln

Asn
465

lle

Ilg

His

Asn

Pro

val

450

ala

Trp

<210>9

Asp

Asp

Thr

Gly

433

Trp

Asp

Val

Pro
Tyx
Thr
420
Gly
Ris
Gly

Lys

<211> 1455
<212> ADN
<213> Bacillus sp.

<400> 9

Ilg

Phe

405

His

Glu

Asp

Txp

Arg
485

Lau

390

Asp

Pro

Lys

Ile

Ala
470

Glu

His

Asn

Trp

Thr

435

Asn

ES 2551029 T3

Ala Arg Gln Amsn Phas
385

His Asn Ile Ila Gly
410

Ser Gly leu Ala Thr
425

Met Tyr val ¢ly Gln
440

Gly Aszn Lys Pro Gly

460

Ala Tyr Gly Thr
400

Tep Thr Arg Glu
415

Ile Met Ser Asp
430

Asn Lys Ala Gly
445

Thr Vval Thr Iis

Phe Ser Val Asn Gly Gly Ser Val Ser

4735

43

480



10

catcataatg
gggaatcatt
gotgtatgga
tatgatttat
acacgcaace
ggtgatgtey
gaagtgaatc
acaaagtttyg
cattttgaty
aggggazcag
cttatgtatg
ggagtgtggt
atazaatata
atgtitgecag
azaacaagtt

tctaatageg

catccaacac
gaatccttty
caaggttatc
gctatgaaat
cagcatgatt
catccaaatt
tatgtgggga
accgtcacaa

gtttgggtga

gaacaaatgg
ggaacaggtt

teccacctge

atgatcttag

agctacagge
teatgaatea
ggagcaaccg
attitectgg
ggacagattg
gcaaggeetg
cagacgtgga
atacgaatac
getttacgag
tggetgagtt
ggaatcactce

gtggttatta

atgeceogttac
ttcaacaatg
cttcegtatt
ctaazataga
actttgatca
caggeccttge
aaaatazagc
ttaatgcaga

agcaa

<210> 10

<211> 1455
<212> ADN
<213> Bacillus sp.

<400> 10

tactatgatg
gagggatgac
atggaagggg
agagtttaac

tgcgatgace

taaaggtgga

aaaccaggaa
aagaggaaat
ggatcagtca
ggactgggaa
tatggatecac
actgaacctt
agatiggeit
ttggaaaaat
ggtgtttgat

tgatatgaga

ttttgttgat
qtttéaacca
ttatggggat
ccctettetg
tcatgatatt
caccattatg
gggacaagtt

cogatgggat

ES 2551029 T3

caatattteg
geagetaact
aetteccaga
cagaagggga
tectttaazaa
gcagatggta
acctcaggag
aaccattccea
caccagetic
gtcgatacag
ccagaaghaa
gatggattta
acacatgtgc
gacettggtg
gttcctctéc

aatattttaa

aaccatgatt
cttgecatatg
éactacggta
caggcacgtc
ateggtegga
tcagatggte
tggagagata

aattictetg

44

satggtattt
taasgagtaa
atgatgtagg
cqg;tcgtac
ataacggcat
cggaaattgt
agtatgcaat
gctttaagtg
aaaacaaaat
agaatggcaa
tacatgaact
gaatagatgce
gtaacaccac
caattgaaaa
actataattt

atggttctgt

ctecagececgg
cattggttct
tcccaaccca
aaactLttac
caagagagyy
caggtggtaa
ttaceggaaa

ttaatggagg

gicaaatgac
agggataaca
ttatggagee
aaaatatgga
tcaggtatat
aaatgeggta
agaagcgtgg
gcgetggtat
atataaatte
ctatgactat
tagaaactgg
agtgaaacat
aggtaaacca
ctatttgaat

gtacaatgeca

ggtgcasaaa

ggaagcatiqg
gacaagggaa
tggtgttecyg
ctatggtacy
aaatagetce
caasatggatg
taggacagge

gtcogtitcyg

€0
120
180
230
300
360
420
4080
540
600
‘660
720
780
840
200
960

1020
1080
1249
1200
12690
1320
1380
1440

1455



10

catcataaty
gggaateact
getatttgga
tatgatottt
acacgtagte
ggggatgtag
gaggtgaate
actaagttty
catttegatg
cgaggtgaty
tiaatqtatg
ggagaatggt
attaaatata
atgtttgcty
aaazcaaact
tcaaatagtyg

catccaatge

gaatcatttg
caaggetate
gcaatgaaag
caacatgatt
catcceaatt
tacgtagygge
acagttacga

atttgggtgsa

ggacsaatgg
gyaatagatt
ttecgectac
atgatttagg
aattggagtec
tgatgaacca
caaataaccy
attttecaggy
gtgtagattyg
gtaaggesty
cagatgtaga
atacasatac
gctttacacqg
ttgetgaatt
ggaatcattc
gaggcaacta

atgcegtaac

tacaagaatyg,
cctetgtett
ccaagattga
attttgacca
caggacttge
asaataaage
tcaatgcaga

aacqs

<210> 11

<211> 1548
<212> ADN
<213> Bacillus stearothermophilus

<400>

1"

gacgatgatg
aagagatygat
ctggaaaggg
gygaatttast
tgccatceat
taaaggagga
gaatcaagaa
gaggggtaat
ggatcaatcea
ggattgggaza
tatggatcat
attaaatett
tgattggttg
ttggaaaaat

tgictttgat

ES 2551029 T3

caatacttty
getagtaate
acttcgcaaa
casaaggyga
gctttaaaga
gctgatgota
atatctgggg
acatactcag
cgacaattee
gtagattcgyg
ccggaggtag
gatgyattts
acccatgtaa
gatttaqgty

gtcoecectte

aatggcactt
tasgasatay
atgatgtgoy
cggttegtac
at=atggcgt
cagaaaacgt
actacacaat
actttasatg
aaaatcgtat
aaaatggaaa
taaatgaget
ggatcgatge
gaaacgcaac
cecttagagaa

attataatet

gcctaatgat
aggtataace

gtatggagee

tasgtatgyy

tcaagtétat
tcttgctgté
tgaggettgg
gegtiggtat
ctacaaatte
ttatgattat
tagaagatgy
ggtgaagcat
gggaaaagaa
ctatttaaat

ttataacgey

tgacatggea saacttetta

ttttgtggat aatcacgatt

gtttaageca cttgettatg

ctatggtgac tactatggaa
tccaatcéta gaggegogte
tcataatata athg&&qqa
gactatcatyg tcggatgqgc
aggtcaagtt tggcatgaca

tggatggget aatttttcag

45

atggaacggt

ctcaacctgg

cgettatttt
ttecaacaca
amaattttge
cacgtgaagy
cagggggaga
taactggaaa

tanatggagg

tgttcaaasg

ggaatcatta

aacasgagaa
tagtgteoaca
atatggasca
aaataccacq
gaaatggatg
taaaccagga

atctgtttce

€0
i20
180
240
300.
360
420
480
540
500
560
720
780
84q
$00

860

1020

1080
1140
31200
1260
1320
1380
1440

1455



10

geeycacegt ttaacggocac catgatgcag tattttgaat ggtacttgee ggatgatage 60
acgttatgga ccasagtgge caatgeagec aacaacttat ccagectigy catcacegot 120
cttiggetge cgscegetta casaggamca agococgcagog acgtagggta cggagtatac 180
gacttgtatg acctoggega attcaatcaa aaagagaceg tocgoacaaa atacggaaca 240
aaagctcaat atcttcasge cattcaaqcchcccacqccg ctggaatgea agtgtacgee 300
gatgtegtat tegaccataa aggcggcgcé Qacggcacgyg aatggqtg&a cgoogtocgaa 380
gtecaatoegt cogacogoaa ccaagaaate togggeacct atcaaatocs ageatggacy 420
asatttgatt ttecegggeg gggeaacace tactccagct.ttaaqtqgcg ctggtaccat 480
tttgacggcg ttgattggga cgaaagccga aaattgagec goatttacaa atfecgegge 540
atcggcaaag cqtngatt§ ggaagtagac acggaaaacq gaaactatga ctacttaaty 600
tatgccgace ttgatatgga tcatcccgaa gtecgtgaccg agetgaaaaa ctgggggaaa 860
tggtatgtes acacaacgaa cattgatQey ttecggettq atgecgtcasa geatattaag 720
ttcagttttt ttectgattg gttgteogtat gtgogttcte agactggecaa gocgetattt 780
accgtcgggg aatattggag ctatgacagc aacaagttge acaattacat tasgaaaada 840
gacggaacyga tgtcotttgtt tgatgecceg ttacacasca aattttatac cgetiecasa 300
tcaggggyeg catttgatat gegoacgtta atgaccaata ctetoatgaa agatcaaccey 960
acattggeeg teoaccttogt tgataatcat gacacegeaac scggccaage gotgeagtcea
tgggtcgacc catggttcaa accgttgget tacgocttta ttcotaacteg geaggaagga
taccogtgeg tottttatgg tgactattat ggcattccac aatataacat tocttegetg
asasgcazaa tcgatccget cotcatcgea cgcagggatt atgocttacqgg aacgcaacat
gattatcttg atcactccga catcategya tggacaagge aagggggeac tgaaaaacca
ggatcecggac tggecgoact gatcaccgat gggocgggag gaageasaty gatgtacgte
ggcaaacaac acgctggaaa agtgottetat gaccttaccy geaaccggag tgacaccgee
accatcaaca gtgatagaty gggggaattc saagtcaaty geggttoggt tteggtitgg
gttectagaa aaacgacegh ttctaccate gotcggeega tcacaacecqg accgtggact
ggtyaattcg tcegttggac cgaaccacgg ttggtggcat ggecttga

<210> 12

<211> 1920

<212>ADN

ES 2551029 T3

<213> Bacillus licheniformis

<220>

<221> misc_feature

46

1¢20
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1548



<222> (421)..(18
<223> CDS
<400> 12

cggaagattyg
gagacggaaa
agattattaa‘
aagtgaagsa
ttttggaaga
tcatatgttt
cgattgectga
gcaaatctta
cattggaggc
tggattecce
ctttatgatt
ggagagctge
gtggtcatca
gateccgetg

tttcatttte

72)

gaagtacaas
aatcgtctta
aaagctgaaa
glagagaggc
aaataﬁaggg
cacattgaaa
cgetgtiatt
atgagacget
gtttgcaaaa
cggcatataa
tagaggagtt
aatctgegat
accacaaagg

accgeaaccqg

ES 2551029 T3

aataageaas
atgcacgata
gcaaaaggct
tattgastas
aaaatggtac
ggggaggaga
tgcgetoatc
gatgcagtat
cgactcggea
gggaacgage
tcatcaaaaa
caaaagtett
cggegetgat

cgtaatftca

cggggeyegy <ageacatac

agattgteaa
tttatgcaac
atcaattggt
atgagtagaa
ttgttaaaaa
atcatgaa;c
ttettgetge
tttgaatggt
tatttggety
caagcggatg
gggacggttce
cattceegeg
gcgacegaag
ggagaacace

agegatttta

47

tcatgteatg
gttecgeagat
éactgtatct
gegecatate
ttcggaatat
aacaaazacy
ctecattctyge
acatgeecaa
aacacggtat
tgggctacgag
ggacaaagta
acattaacgt
atgtaaccge
taattaaagc

aatggeatty

agecatgeqy
getgetgaag
cagettgaag
ggcegetttee
tiatacaaca
dctttacgcc
agcageggg
tgacggccaa
tactgecegtce
tgettacgac
cggcacaaas
ttacggggat
ggttgaagtce
ctggacacat

gtaccatttt

60
120

© 180

240
300
360
320
4580
540
6§00

€60

720

. 780

B4Q
900



10

gacggaaccy
gcttgggatt
atcgattatg
aatgaactge
ttgcaggatt
gaatattgge
cattcagtgt
ggctatgata
gttacatttg
scatggttta
gttttcteacy
aascacaaaa
gattattteg
aattcaggtt
ggccggcaaa
gtcatcaatt

gttcaaagat

attgggacga
gggaagttic
accateectga
aattggacgg
gggttaatca
agaatgactt
ttgacgtgee
tgaggaaatt
tegataacca
agecgettqgce
gggétatgta
ttgaaccgat
accaccatga
tggeggeatt
acgccggtga
cggaaggcty

agaﬁgagcag

<210> 13

<211> 1455
<212> ADN
<213> Bacillus sp.

<400> 13

gtoccéaaag
caatgaaaac
ftgtegeagea
tttecegtott
tgtcagggasa
gggegegetg
gettcattat
gétgaacggt
tgatacacag
ttacqetttt
Cgggacgass
cttaazagcg
cattgtcgge
aataacagac
gacatggcat
gggagagtit

agaggacgga

ES 2551029 T3

ctgaaccygea
ggcaactatg
gasattaaga
gatgctgtea
aaaacggaga
gaaaactatt
cagttocatg
acgqtcgtﬁt
coggggeaat
attctcacaa
ggagacteee
agaaaacagt
tggacaaggg
ggacceqgty
gacattaccg
cacgtaaacg

tttectgaag

48

tctataagtt
attattegat
gatggggeac
aacacattaa
aggasatgti
tgaacaaasc
ctgcategac
ccaageatee
cagcttgagte
gggaatctgg
agegegazat
atgegtacag
aaggcgacag
ggacaaageg
gaascegtte

gcgggteggt

gaaatceqgtt

tcaaggasag
gtatgecgac
ttggtatgec
attttctitt
tacggtagcet
aaattttaat
acagggaggc
gttgaaatey
gactgtccaa
ataccctcag
teceekgecteg
agcacageat
cteggttgesa
aatgtatgte
ggageeggtt
ttcaatttat

tttttatttt

860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1749
1800
1860

1920



10

catcataatg
gggaatcatt
gctgtatgga
tatgetttat
acacgcaace
ggtgatgtcg
gaagtgaate
acaaagtttg
cattttgatg
aggggaacag
cttatgtatg
ggagtgtgat
ataaaatata
atgtttgcag
aaaacaagtt
tctaatageg
catccaacac
gaatectityg
caaggttate
gctatgaaat
cagcatgatt
catecaaatt
tatgtgggga
accgtcacaa

gtttggatga

gaacaaatgg
ggaacaggtt
tcecacctge
atgatettgy
agctacagge
tcatgaatca
ggagcaaccy
attttectgg
ggacagattg
gcaaggcetg
cagacgtyys
atacgaatac
gctttacgag
togctgagtt
ggaatcactce
gtggttatta
atgeegttac
ttcaacaaty
ctteegtatt
ctaaaataga
actttgatca
cagygeccetige
aaaataaage
ttaatgcaga

agcaa

<210> 14

<211> 1455
<212> ADN
<213> Bacillus sp.

<400> 14

tactatgatg
gagggatqac
atggaagogy
agagtttaac
tgcggtgace
tasaggtgga
aaaccaggaa
aagaggaaat
ggatcagtca
ggactgggasa
tatggatcac
actgaacctt
agattggcett
ttggaaaaat
ggtgtitgat
tgatatgaga
ttttgttgat
gtttaaacca
ttatggggat
cectottetg
tcatgatatt
caccattatyg
gggacaagtt

cggatggggt

ES 2551029 T3

caatatttcg
gcagetaact
acttc;caga
cagaagqggga
tetttaaaaa
gragatggta
acctecaggag
aaccattcca
cgecagetic
gtcgatacag
ccagaagtaa
gatggattita
acacatgtgce
gaccttggte
gttecctetee
aatattttaa
aaccatgatt
cttgeataty
tactacggta
caggcacgtc
atcggttgga
teagatyggte
tggagagata

aatttctcetg

49

aatggtattt
taaagagtaa
atgatgtagg
cggttegtac
ataacggeat
cggaaattq£
agtatgcaat
gctttaagtg
daaacaaaat
agaatggcaa
tacatygsact
gaatagatge
gtaacaccac
caattgassa
actataattt
atggttetgt
cteageeegg
cattggtict
teecaaceea
aaacttttge
caagagaggg
caggtggtaa
ttaccggaaa

ttaatggagg

gecaaatgac

agggataaca
ttatggagcee
aaaatatgga

teaggtatat

aaatgcggta.

agaagegtyg
gegetggtat
atataaattc
ctatgactat
tagasactgg
agtgaaacat
aggtaaacca
ctatttgaat
gtacaatgcea
ggtgcaaaaa
ggaagcatég
gacaagggas
tggtgtteeg
ctatggtacy
azatagctce
caaatggatg
taggacaggé

gtcegttteg

60
1290
180
249
300
350
420
180
540
600
©60
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1389
1440

1455



10

qatcataatg
gqgaatcécﬁ
gctatttgga
tatgatcttt
acacgtagtc
ggggatgtag
gaggtgaatc
actasgttty
catttegatyg
cgaggtgatg
ttaatgtatg
ggagaatggt
attaaatata
atgtttgety
aaaacaaact
teaaatagtyg
catccaatge
gaatcatttg
caaggectate
geaatgaaag
caacatgatt
cateccaatt
tacgtaggge
acagttacgé

atttogggtga

ggacaaatgg
éqaatagatt
ttcogeetge
atgatttagg
aattggagte
tgatgaacca
caaataaccyg
attttecagg
gtgtagattg
gtaaggcatg
cagatgtaga
&tacaaatac
getttacacy
ttgctgaatt
qgaatc;ttc
gaggeaacta
atgecegtaac
tacaagaatg
cctotgtett
ccaagattga
attttgacea
caggacttgce
aaaataaagc
tcaatgcaga

aacga

<210> 15
<211>74
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador RSERI

<220>

<221> misc_feature

gacgatgatg
aagagatgat
ctggazaaggg
ggaatttaat
tgccatecat
taaaggagga
gaatcaagaa
gaggggtaat
ggatcaatca
ggategggaa
tatggatcat
attaaatett
#qattggttg
ttggaaaaat
tgtctttgat
tgacatggea
ttttgtggat
gtttaagcea
ctatggtgac
tcecaatetta
tgataatata
gactatcaty
aggtcaagtt

tggatggget

ES 2551029 T3

caatactttg
getagtaate
acttcgcaasa
caaaagggga
gectitaaaga
gctgatgeta
atatctgggyg
acatactcag
cgacaattee
étagattcgg
cecggaggtay
gatggattta
acccatgtaa
gatttagaotg
gtcececette
aaacttctta
satcacgatt
ctigettatg
tactatggaa
gaggegegic
atesggatqgga
tcggatggge
tggcatgaca

aatttitocag

50

aatggcactt
taagaaatag
atgatgtgag
cggttcgtac
ataatggcgt
cagaaaacgt
actacacaat
actttaaatg
aaaatcgtat
aaaatggaaa
taaatgagct
ggatcgatge
gaaacgcaac
cottyggagaa
attataatc£
atggaacgqt
ctcaaccetqy
cgettatitt
ttecaacaca
aaaattttge
cacgtgaagg
<agggggaga

taactggaaa

taaatggaqqg

gectaatgat
aggtataace
gtatggaged
taagtatggg
tcaaghttat
tctigetgte
tgaggettgg
gegttggtat
ctacaaatte
ttatgattat
tagaagatgg
gutgaagecat
gggaaaagaa
<ctsatttaaat
ttataabgcg
tgttcaaaag
ggaatcatta
aacaagagaa
tagtgtccca
atatggaaca
aaataccacg
gaaatggatcg
taaaccagga

atctgtttoc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
$60
720
780
849

. %00

880
10290
1080
1140
i200
1260
13§O
1380
1440

1455
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<222> (21)..(62)

<223> Los nucledtidos de las posiciones 21-62 se sintetizaron como: 3122343222 4333313344 4233423242
2122112433 43, donde 1:(97%A, 1%T, 1%C, 1%G); 2:(97%T, 1%A, 1%C, 1%G); 3:(97%C, 1%A, 1%T, 1%G); y
4: (97%G, 1%A, 1%T, 1%C).

<400> 15

gegttttgee ggocgacata nnannnnnian NNAADAQANARN ANARANNANDD DANANANANDR 50

nncaaacctg astt . 74

<210> 16

<211> 122

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RSERII

<220>

<221> misc_feature

<222> (63)..(104)

<223> Los nucledtidos de las posiciones 73-114 se sintetizaron como: 31113324 1122243113 3414324234
3322333224 2331, donde 1:(97%A, 1%T, 1%C, 1%G); 2:(97%T, 1%A, 1%C, 1%G); 3:(97%C, 1%A, 1%T,
1%G); y 4:(97%G, 1%A, 1%T, 1%C).

<400> 16
gegttttgee ggocgacata cattcgettt gooceccaccgg gteocgtotgt tattaatgee %0
geNNNnnAND ANANNANANN ONAONNONNR ANNARRANND nnangecgac aatgtcatgg 20
tg 122
<210> 17
<211>78
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>

<400>

<223> Cebador RSERIII

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(60)

<223> Los nucledtidos de las posiciones 19-60 se sintetizaron como: 43 3413112423 1244244234 1112112312
4324243233, como 1:(97%A, 1%T, 1%C, 1%G); 2:(97%T, 1%A, 1%C, 1%G); 3: (97%C, 1%A, 1%T, 1%G); y
4:(97%G, 1%A, 1%T, 1%C).

17
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gtacgeatac tgttttot

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador FSERIII

<400> 18
tggacaaggg aaggcgacag 20

<210> 19

<211> 81

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RSERV

<220>
<221> misc_feature
<222> (19)..(60)

<223> Los nucledtidos de las posiciones 19-60 se sintetizaron como: 42 4222311443 1441122234 3432444142
3233222342, donde 1:(97%A, 1%T, 1%C, 1%G); 2:(97%T, 1%A, 1%C, 1%G); 3: (97%C, 1%A, 1%T, 1%G); y

4:(97%G, 1%A, 1%T, 1%C).

<400> 19
taagateggt tcaattttnn nonnannnna nnnnnannnn anannnanan anannanann

ccegtacata toceegtaga a

<210> 20

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 20

aaaattgaac cgatctta 18

<210> 21

<211> 107

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador FSERVII

ES 2551029 T3

52

gtcgeettee cttgtecann annnnnannn NARANNANANRA AANNANARNND ANKANNNANDN

60

81

60
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<220>
<221> misc_feature
<222> (19)..(60)
<223> Los nucledtidos de las posiciones 19-60 se sintetizaron como: 43 3413112423 1244244234 1112112312
4324243233, donde 1:(97%A, 1%T, 1%C, 1%G); 2:(97%T, 1%A, 1%C, 1%G); 3: (97%C, 1%A, 1%T, 1%G); y
4:(97%G, 1%A, 1%T, 1%C).

<400> 21

ttccatgotg catcgacaca gggaggcggce tatgatatga ggasattget gaannnnnnn
DANNANONNA NANDANNADAN DANORANRANND Onaoantgtcg ataacca

<210> 22

<211>18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador RSERUVII

<400> 22
tgtcgatgca gcatggaa 18

<210> 23

<211> 80

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador FSERIX

<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(62)

<223> Los nucledtidos de las posiciones 21-62 se sintetizaron como: 4322432213 4322221223 2313114441
1232441213 33, donde1:(97%A, 1%T, 1%C, 1%G); 2:(97%T, 1%A, 1%C, 1%G); 3:(97%C, 1%A, 1%T, 1%G); y

4:(97%G, 1%A, 1%T, 1%C).
<400> 23
gtocecaaacat ggtttasagee nanAnNNRANN NAANRANNAN OAANMNNNANG ANDNANANNND

nntcaggttt tctacgggga
<210> 24
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

53
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<223> Cebador RSERIX

<400> 24
ggcttaaacc atgtttggac 20

<210> 25
<211>0

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> No hay SEC ID N°: 25

<400> 25
000

<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 1B

<400> 26
cgattgctga cgctgttatt tgcg 24

<210> 27

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador #63

<400> 27
ctatctttga acataaattg aaacc 25

<210> 28

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador hacia adelante 1

<400> 28
gacctgcagt caggcaacta 20
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<210> 29

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso 1

<400> 29
tagagtcgac ctgcaggcat

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo 2

<400> 30
gacctgcagt caggcaacta

<210> 31

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 31
tagagtcgac ctgcaggcat

<210> 32
<211> 2084
<212> ADN

ES 2551029 T3

20

20

20

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<220>

<221> misc_feature
<222> (343)..(1794)
<223> CDS

<400> 32

55



goeccogeaca
ctgaagaagt
atcagacagg
gsgggggttgt
agaggaasaca
acgctgttat
cagtattttg
gecqagaacatt
ttgagccaat
caagasggga
tcactgcatt
gctgatgecaa
actteggagg
acgtacagtg
cggaagatca
tcaagtgaaa
gatgtegtog
ggettecgta
gcggtcagac
goccgggaaac
ccgetteatt
ttgetggacy
catgacacac

geatacgect

tacgasaaga
ggatcgattg
gtatttitta
tattatttta
tgattcaaas
ttgtcagttt
aatggtatac
tatceggatat
ﬁcqataacqq
cggtcagaac
cocggaacgt
cagaagatgt
aatatcaasat
attttaaatg
geegeatett
acggcaacta
cagag&acaaa
ttgatgoege
aggcgacggg
tcgaaaacta
tcaatttac&
gtaccgttgt
ageegggaca

ttattttgac

ES 2551029 T3

ctggetgana
tttgagaaaa
tgctotecag
ctgatatgta
acgaaageyy
gccgattéca
qccgaacqaé
cggaatcact

atacggacct

.gaaatacggc

ccaagtatac
aactgcegte
caaagegtgy
gcattggtat
taagtttcegt
tgactattta
asaatgggyt
caaacatatt
aaaagaaatg
cttgaataaa
ggcggcttee
gtecagycat
gtcattggaa

ssgagaatce

acattgagee
gaagaagacc
actgteeget
saztataatt
acagtttegt
asaacatcag
ggccagcatt
gcogtcectgga
tatgatttgt
acasastcag
ggagatotyy
gaagtecaate
acggatttee
cattteogacy
ygggaaggaa
atgtatgcta
atctggtatg
aaattttcat
tttacggttg
acaagcttita
tcacaaggag
cegyaazagy
tégacagtcc

ggttatcoote

56

tttgatgact
atasaaatac
gtgtanaaat
tgtataasgaa
teagacttgt
cegtaadtgg
ggaaacgatt
ttectecege
atgatttagg
agcttcaaga
ttttgaates
Tggccaatag
gtettecqyy
gageggacty
aagegtggga
atgttgacta
cgaatgaact
ttctgegtga
cggagtattg
atcaatcegt
gcggatatga
cggttac;tt
aaacttgget

aggtgticta

gatgattegy
ctigtctgtce
aaggaﬁtaaa
aatgagaggy
gcttatgtge
cacgetgatg

gcagaatgat

atacaaagga '

agaattccag
tgcgateggce
taaggetygt
zaatcaggaa
cecytggaaac
ggatgaatee
ttgggaagta
cgaccacest
gtcattagac
ttgggticag
gcagaataat
gtitgatgtt
tatgaggcegt
tgttgaaast

taaaccgcett

tggygataty

&0
120
180
.240
300
360
420
480

540

660
729
760
840
500
960
1020
1080
1140
1204
1260
1320
1380

1440



tacgggacas
attttaasag
gatgtgatcy
ttaatcacgg
gagacatggt
tgeggagagt
aaaassacac
cgtatgacaa
aatceoggptt
acqqaéccqq

gattgtteat

asagggacatc

egegtaagga

gatggacgag
acggaceegg
atgacataac
ttcatgtaaa
ctccaagetg
ggtcggeatc
ttgcgeegtt
aatctttege

cgggateget

ES 2551029 T3

gccaaaggaa
gtacgcatac
ggaaggtgac
cggatcaaag
gggcaaccgt
cgatgggtee
agtgcggota
aggtg;gaea
tggettttte
éttggaaaaa

gcttttaate

57

attcccicac
gagceeocage
agctocgecg
cggatgtatg
tcagatactg
gtcteeattt
tcagetigga
aatacggtat
acatgtetga

taageggega

acaacgtggg

tgaaagataa
acgattatat
ccaaatcagg
ccggectgaa
taaaaatcgg
atgttcagaa
ggtgcgttta
getggetgte
tttttgtata
tegtagetge

atce

tatagagccqg
tgaccaceey
tttggeeget
aaatgoegge
atctgacgge
ateaggtaat
ttttttcage
ataggtgaca
atcaacagge

ttocaatatg

1500
1580
1620
1680
1749
1800
1869
1529
1980
2040
2084
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REIVINDICACIONES
1. Variante de una alfa-amilasa madre de tipo Termamyl, donde
(a) la variante comprende una o varias de las siguientes sustituciones: E376K; S417T; A420Q o R; S356A; o
Y358F y ademas K176R+1201F+ H205N utilizando la numeraciéon en SEC ID n°: 4, donde la alfa-amilasa madre
de tipo Termamyl tiene un grado de identidad para SEC ID n°: 4 de al menos 80%, y
(b) la variante tiene actividad de alfa-amilasa y ademas las variantes tienen y una estabilidad aumentada a pH
por debajo de 7.0, y/o a concentraciones de calcio por debajo de 1 mM a temperaturas en el rango de 95°C a
160°C relativamente a la alfa-amilasa madre de tipo Termamyl.
2. Variante segun la reivindicacion 1, donde la alfa-amilasa madre tiene una secuencia de aminoacidos que tiene un
grado de identidad para SEC ID n°: 4 de al menos 85%, preferiblemente al menos 90%, de forma mas preferible al
menos 95%, incluso de forma mas preferible al menos 97%, e incluso de forma mas preferible al menos 99%.

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

4. Vector de expresion recombinante que lleva un constructo de ADN segun la reivindicacion 3.

5. Célula que comprende un constructo de ADN segun la reivindicacion 3 o un vector segun la reivindicacion 4.

6. Célula segun la reivindicacion 5 que es un microorganismo, en particular una bacteria o un hongo.

7. Célula segun la reivindicaciéon 6, que es una bacteria gram positiva tal como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus o Bacillus thuringiensis.

8. Composicion de detergente que incluye una variante de alfa-amilasa segun la reivindicacion 1 o 2.

9. Composicion de detergente segun la reivindicacion 8, que adicionalmente comprende otra enzima tal como una
proteasa, una lipasa, una peroxidasa, otra enzima amilolitica y/o una celulasa.

10. Composicion para el lavado manual o automatico de vajilla que comprende una variante de alfa-amilasa segun la
reivindicacion 1 o 2.

11. Composicién de detergente para el lavado de vajilla segun la reivindicacion 10, que adicionalmente comprende otra
enzima tal como una proteasa, una lipasa, una peroxidasa, otra enzima amilolitica y/o una celulasa.

12. Composicioén para el lavado manual o automatico de ropa que comprende una variante de alfa-amilasa segun la
reivindicacion 1 o 2.

13. Composicion para el lavado de ropa segun la reivindicacion 12, que adicionalmente comprende otra enzima tal
como una proteasa, una lipasa, una peroxidasa, una enzima amilolitica y/o una celulasa.

14. Uso de una variante de alfa-amilasa segun la reivindicacion 1 o 2 para el lavado y/o el lavado de la vajilla o para
desencolado textil o para licuefaccion de almidon.
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HHNGTNGTMM QYFEWHLPND GNHWNRLRDD ASNLRNRSIT
. .NGTNCTMM QYFEWYLFND GNHWNRLRSD ASNLXDKGIS
HINGTNGTMM QYFEWYLFND GNHWNRLRDD AANLKSKGIT
s o » JVNGYILM QYFEWYTEND GOHWKRIQND .AEHLSDIGIT
. ANLNGTLM QYFEWYMFND GOHWRRIOND SAYLAEHGIT
JARPFNGTMM mmx.rm Gmm;mssmrr
51 4 '3 -

TSQNUVGYGA YDLYDLGEFN Qmmmc 'mscmsuu
ASQNDVGYGA YDLYDLGEFN QKGTIRTKYG TRNQLOAAVN
TSQNDVEYGA YDLYDLGEFN QKATVRIKYG TRNQLOAAVT

' LEQSDNGYGP YDLYDLGEFQ QKGTVRTKYG TKSELODALG

TSQADVCIGA YDLYDLGEFH QKGTVRTKYG TKGELQSAIK
TﬂENMNNYNﬂMﬂHNQHWWanTﬂmﬂﬂﬂﬂ

201
mwwmmmammmmuzvrmmmmmazﬂmnmun

| GDVVMNHKGG ADATEMVRAV EVNPNNRNQE VSGEYTIRAW

GDVVMNHEKGG ADGTREIVNAV EVNRSNRNQE TSGEYAIRAW
GDVVLNHKAG ADATEDVTAV EVNPANRNQE TSEEYQIKAW
GOVVINEKGE ADATEDVIAV EVDPADRNRV ISGEHLIKAW

'BDVVFDHKGG ADGTEHVDAV EVNPBDRNQE ISGT¥Q£QAN'

151 N

rmmmmmwmwwmnsmmmmnwxmmmmma
THENFKWRWY HFDGVDWDQS RKINNRIYKF RGDGRGWDWE
NESSFKWRWY HFOGTDWDQS RQLONKIYEF RGTGKAWDWE
TYSDFXWHWY HFDGADWDES RKI.SRIFKF RGEGKAWDWE

. TYSDFKWEWY HFDGIDWDES RXL.NRIYKF ., QGKAWDWR
' TYSSFKWRWY HFDGVDWDES RKL.SRLYKF RGIGKAWDWE
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PEVIHELRNW GVWYTNTLNL
PDVVAETKXW GIWYANELSL
PDVAAEIKRW

| DGFRIDAVEH TKYSPTRDWL

HW

DGFRIDAVKH

DGFRIDAVRH -

DGFRIDAAKH
DGFRLDAVKH
DGFRIOAVIaH

Iﬁ&ﬁﬁ”&j

IKYSPTRDNL
IKPSPLROWV. -
IXFSFLRIRV
IKPSFFEDWL

251 300 .

AW

aNbWR R .

AN WP

THVRNATGKE
IHVRSATGKN

gmmmmmm
NEVREKTGKE

- BYVREUTGKF

30l

. SNSGGNYDMA
. ENSGGYYDMR

580GEGYDMR

' STOGGGYDMR

BKBGGAFDMR

351 :
- LAYALILTRE
- LAYALTLTRE

LAYALVLTRE

 LAYAFILTRE
. LAYAFILTRE
- LAYAFILTRQ '

KTNWUNHSVFD VPLEYNLYNA

- KTNWNHESVFD VPLHYNFYNA

KTSWNASAFD VPLHYNLYNA -

KTESFNQSVFD VPLHFNLOAAR .

KLLNGTVVQK
QIFNGTVVQR
NILNGBVVQK
RLLDGTVVER
KLLNGTVVSK
TLMTNTLMKD

QGYPSVFYGD
QGYPSVEFYGD
DGYPSVFYCD
SGYPQVFYGD
SGYPQVFYGD
EGYPCVFYGD

HPMHAVITVD

HPERAVIFVE
EPLEKSVITVD

CPTLAVIFVD

YYGIPTHS..

YYGIPTHG. .
YYGIPTHG. .
MYOTKGTSPK
MYGTKGDEQR
YYGIPOYN. .

KTNFNHEVFD

KTDGTMSLFD

NEDSQPGBSL
NHDESQPEEAL
NHDIQPGEAL
NHDTQRGOS1,
NHDTQPGQSL

NHDTEPGOAL

. VPANKAKILD
. VPAMKSKID
. VPAMKSKID
EIPSLXDNIE
EIPALKEKIE
. IPSLXSKID

VPLIYQFHAA

APLANKPYTA

350

ESFPVQEWFKEP
ESFVEEWFKP

ESFVQQOWFRP .

ESTVQTWFKP
RETVOTWFKP
CSWVDPWFRP

400 -

PILEARQNFA
PZILEARQKYA
PLLOARQTFA
PILKARKEYA

PILKARKQYA . -

PLLIARRDYA

401 450 °

CAMBWNE

* YGTQHDYFDH
. YGRON.....

YETQHDYFDH

 YGPQHDYIDH

YGACHDYTDH
YGTQROYLDH

HNIIGWTREG NTTHENSGLA
im!ii...... ﬁéﬁé{q...,.
PDVIGWTREG DSSAAKSGLA

-EDIVEWTREG DSSVANSGLA

TIMSDGEGOE
éi 4 a & F PP
ALITDGPGES

KWMYVGONKA

s hmaasvasvwe

KRMYAGLENA

ALITDGPGGR KRMYVGRONA

SDIIGWTREG GTEKPGSGLA ALITDGPGGS KWMYWIKQHA

- Fig 1 (‘Continuaéi.én_)
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