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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "ALFA AMI-
LASES (AMYS) VARIANTES DE GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHI-
LUS COM PROPRIEDADES MELHORADAS".
PRIORIDADE

O presente pedido de patente reivindica prioridade sobre o Pedi-

do Provisério de Patente norte-americana N° de Série 61/059.423, deposita-
do em 6 de junho de 2008, que é neste pedido incorporado por referéncia.
CAMPO TECNICO

Sao descritas variantes de uma a-amilase parental que exibem

uma alteragao em pelo menos uma das seguintes propriedades em relagao
a dita a-amilase parental: atividade especifica, especificidade por substrato,
ligagao de substrato, clivagem de substrato, estabilidade térmica, atividade
dependente de pH, estabilidade dependente de pH, estabilidade oxidativa,
dependéncia de Ca?*, pl e desempenho de lavagem. As variantes sio ade-
quadas para conversao de amido, produgao de etanol, lavagem de roupas,
lavagem de lougas, limpeza de superficie dura, desengomagem téxtil e/ou
produgao de adogante.
ANTECEDENTES

Alfa (a)-amilases (a-1,4-glican-4-glicanohidrolases, E.C. 3.2.1.1)

constituem um grupo de enzimas, que catalisam a hidrélise de amido e ou-
tros oligo- e polissacarideos 1,4-glicosidicos lineares e ramificados. a-
Amilases podem ser usadas comercialmente nos estagios iniciais do proces-
samento de amido (liquefagdo); na moagem umida de milho; na produgao de
alcool; como agentes de limpeza em matrizes de detergente; na industria
téxtil de desengomagem de amido; em aplicagdes de panificagao; na indus-
tria de bebidas; em campos petroliferos em processos de perfuragao; na de-
sengomagem de papel reciclado e em forragem.

Embora as a-amilases atualmente disponiveis tenham sido usa-
das com algum éxito nestas aplicagdes, permanece uma necessidade de a-
amilases com atividade especifica aumentada, especificidade pelo substrato
adaptada, estabilidade térmica, de pH e oxidativa melhoradas e dependéncia

de Ca?*reduzida.
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SUMARIO

Em um aspecto, novas variantes a-amiloliticas (mutantes) de
SPEZYME® Xtra ou AmyS similares a a-amilase, sao fornecidas, a partir de
variantes particulares que exibem propriedades alteradas que sao vantajo-
sas com relagdo ao processamento industrial do amido (liquefagao, sacarifi-
cacao, limpeza de amido, e similares).

Tais alteragdes nas propriedades podem ser alcangadas pela in-
troducao de mutagdes em uma a-amilase parental que afetem, por exemplo,
a atividade especifica, a especificidade por substrato, a ligagcao de substrato,
o padrdo de clivagem de substrato, a estabilidade térmica, o perfil
pH/atividade, o perfil pH/estabilidade, a estabilidade em relagao a oxidagao,
a dependéncia de Ca?" e outras propriedades de interesse. Por exemplo, a
alteracao pode resultar em uma variante que, em comparagao com Spezyme
Xtra parental similar a4 a-amilase, tem uma dependéncia reduzida de Ca*
e/ou um perfil de pH/atividade e/ou termoestabilidade alterado.

Em algumas modalidades, as variantes sao baseadas na a-
amilase de Geobacillus stearothermophilus parental, ou tém um grau especi-
ficado de identidade de sequéncia de aminoacidos a esta a-amilase, por e-
xemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou até 99%. Em outras modalidades, as variantes sao ba-
seadas na a-amilase parental relacionada, por exemplo, aquelas que tém
identidade de sequéncia de aminoacidos de pelo menos 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou até
99% a a-amilase de Geobacillus stearothermophilus.

Em algumas modalidades, é fornecido um polipeptideo variante
tendo atividade de a-amilase e pelo menos uma caracteristica alterada que
melhore o desempenho enzimatico, o polipeptideo variante compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos tendo identidade de sequéncia de aminoaci-
dos de pelo menos 60% a um polipeptideo a-amilase parental selecionado a
partir de AmyS (SEQ ID NO: 1) ou uma variante truncada de AmyS (SEQ ID
NO: 2), e tendo pelo menos uma das seguintes mutagoes em um residuo de

aminoacido correspondente aquele do polipeptideo a-amilase parental como
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determinado pelo alinhamento dos polipeptideos variantes com o polipepti-
deo parental, em que a mutagcdo modifica o residuo de aminoacido a partir
daquele dos polipeptideos parentais:

a) uma substituicado que introduz um residuo de aminoacido po-
sitivamente carregado em uma ou mais posi¢goes selecionadas do grupo
consistindo em D19, N28, E29, Q86, Q89, Q97, N224, N271, N281, D306,
D318, Q319, Q358, D393, Q443 e D458;

b) uma substituicado que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em 74A, 115L,
124K, 124R, 132A, 132C, 135A, 145A, 146A, 148A, 148N, 159A, 159C,
159D, 159E, 159F, 159G, 159H, 159K, 1589L, 159N, 159R, 159S, 159T,
159V, 169A, 169L, 169M, 169Y, 179A, 181A, 181C, 181D, 181E, 181L,
181P, 181Q, 181V, 181Y, 242A, 242D, 242E, 242Q, 261L, 271A, 271V,
278A, 278H, 278K, 278N, 278R, 281A, 281L, 281M, 302D, 302M, 304D,
304E, 304M, 321A, 321H, 321Q, 321R, 333Q, 378D, 378N, 378R, 382D,
398A, 418A, 418M, 418N, 420A, 421R, 432A, 432D, 432L, 432M, 432N,
432Q, 432R, 432Y, 437D, 437G, 437H, 437L, 437M, 437Y, 446A, 446Y,
454A, 464Q, 464Y, 474A, 474E, 474K, 474L, 474M, 474N, 474P, 474Q,
474R, 474S e 474V,

c) uma substituicao que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em 61, 6N, 6Q, 6T,
6V, 14T, 16F, 25A, 25C, 25G, 25Q, 27M, 36Q, 36S, 39G, 39V, 50I, 50L,
50M, 50N, 50Q, 52S, 53T, 67N, 67S, 80D, 80l, 90E, 133P, 133V, 137M,
137S, 141E, 1411, 141L, 141M, 141Q, 141R, 141S, 141V, 150E, 1511, 152G,
155S, 155Y, 168W, 173T, 188P, 193F, 193K, 193L, 193Y, 213L, 213M,
213V, 217Q, 220P, 220Q, 220R, 220S, 220V, 2211, 221S, 249E, 250F, 250I,
250M, 252L, 253Y, 254E, 254F, 254T, 254V, 255F, 255K, 255W, 257L,
257M, 257S, 257V, 258D, 258G, 258H, 258K, 258Q, 258T, 258V, 268F,
274W, 283M, 283N, 283V, 285E, 285Q, 293G, 293K, 294W, 301F, 301l,
301P, 301R, 301T, 301W, 309D, 309V, 312H, 312S, 312V, 312Y, 313G,
313H, 3131, 313L, 313S, 313V, 318T, 338A, 338C, 338G, 338M, 338T, 339K,
339T, 339V, 340A, 340M, 340Q, 340T, 343C, 343l, 343P, 343R, 343Y, 345I,
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345Q, 3691, 369T, 370G, 375T, 385T, 386K, 394L, 394V, 400A, 400N, 400V,
402H, 4021, 402T, 402V, 402W, 403A, 403E, 403G, 403Q, 403R, 403T,
403V, 404C, 404E, 404G, 4041, 404V, 419A, 419C, 419M, 419T, 422E,
422G, 433A, 433H, 4331, 433K, 433L, 433M, 433V, 433Y, 442A, 442G,
442N, 442R, 442S, 442T, 442V, 442\, 442Y, 445G, 4451, 445N, 445T,
445V, 445W, 4471, 447N, 447Q, 447W, 447Y, 448C, 448F, 448G, 448H,
448l, 448N, 448Y, 450C, 450H, 450M, 450N, 450R, 450S, 450T, 450W,
455G, 4551, 455P, 455V, 463A, 463M, 463S, 463T, 463V, 463W, 465G, 465,
465K, 465N, 465T, 465V, 469D, 469W, 469Y, 4711, 471V, 473G, 473Y,
476A, 476G, 476L, 476M, 476N e 476T

d) uma substituicdo que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em 124N, 125A,
125K, 125N, 130A, 130S, 159A, 159D, 159E, 159G, 159H, 159K, 159L,
159N, 159R, 159S, 159T, 166F, 166G, 166H, 166S, 166Y, 169L, 179A,
179P, 180A, 180D, 180H, 180K, 180L, 180N, 180T, 180V, 180Y, 181A,
181D, 181E, 181G, 181P, 181R, 181S, 181V, 187A, 187C, 187K, 187N,
187P, 187Q, 187R, 187S, 242H, 242N, 278H, 278K, 278N, 278R, 281M,
302D, 304M, 304Y, 321H, 321Q, 321R, 333Q, 432Q, 437Y, 446A, 474Q e
474S,

e) uma substituicdo que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em 6A, 6D, 6E, 6H,
61, 6K, 6L, 6M, 6N, 6P, 6Q, 6R, 6S, 6T, 6V, 6W, 6Y, 13K, 14F, 14T, 14Y,
15A, 15D, 15E, 015G, 15H, 15K, 15N, 15P, 15Q, 15R, 15S, 15T, 15W, 16A,
16E, 16G, 16H, 16K, 16N, 16P, 16Q, 16R, 16T, 25C, 39D, 39E, 39N, 39Q,
81Y, 121P, 139D, 139H, 139R, 139Y, 177A, 188D, 191H, 191K, 192A, 192D,
192G, 192N, 192P, 192Q, 192S, 192T, 192V, 192Y, 196A, 196C, 196D,
196E, 196F, 196H, 1961, 196K, 196P, 196R, 196S, 196T, 196V, 201A, 201E,
201G, 201H, 201M, 202H, 216E, 216G, 216H, 216M, 216Q, 216R, 216S,
216T, 216Y, 221A, 221D, 221F, 2211, 221L, 221M, 221N, 221R, 221S, 221V,
221Y, 237G, 240G, 240N, 240P, 240Q, 240R, 240T, 246R, 250A, 250D,
250E, 250F, 250G, 2501, 250K, 250L, 250M, 250N, 250Q, 250R, 250S,
250W, 252K, 268A, 268D, 268E, 268G, 268H, 268K, 268N, 268P, 268Q,
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268R, 268S, 274A, 274D, 274G, 2741, 274K, 274L, 274N, 274Q, 274R,
274S, 274T, 275K, 285Q, 285Y, 293K, 293R, 318A, 318F, 318G, 318I, 318K,
318L, 318M, 318R, 318S, 318T, 318V, 318Y, 319C, 319D, 319H, 319Il, 319K,
319R, 319Y, 320K, 320R, 320T, 338A, 338G, 338l, 338M, 338P, 338S,
338V, 339G, 339P, 340A, 340D, 340E, 340H, 340K, 340N, 340Q, 345E,
363D, 363E, 363M, 363N, 363Q, 363S, 366Q, 370A, 370D, 370E, 370H,
370K, 370N, 370Q, 370S, 375A, 375D, 375E, 375K, 375N, 375Q, 375R,
375S, 419A, 4191, 419M, 419P, 419S, 419V, 448Y, 452N, 452Q, 452R,
452S,471R e 471Y; e

f) uma substituicao que introduz um ou mais dos residuos de a-
minoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em 1181A, 1181P,
1181C, I181E, 1181Y, S242A, S242E, G132A, N193Y e E188P.

Em algumas modalidades, a variante inclui uma mutagao que in-
troduz um residuo de aminoacido positivamente carregado em uma ou mais
posicoes selecionadas do grupo consistindo em D19, N28, E29, Q86, Q89,
Q97, N224, N271, N281, D306, D318, Q319, Q358, D393, Q443 e D458, e
as exposicoes de polipeptideos variantes melhoraram o desempenho de
limpeza. Em modalidades particulares, a limpeza melhorada é sob as condi-
¢coes de lavagem de roupa norte-americanas, e € determinada usando um
ensaio de microamostra. Em modalidades particulares, o residuo de amino-
acido positivamente carregado € arginina.

Em algumas modalidades, a variante inclui uma substituicdo que
introduz um ou mais dos residuos de aminoacidos selecionados a partir do
grupo consistindo em 74A, 115L, 124K, 124R, 132A, 132C, 135A, 145A,
146A, 148A, 148N, 159A, 159C, 159D, 159E, 159F, 159G, 159H, 159K,
159L, 159N, 159R, 159S, 159T, 159V, 169A, 169L, 169M, 169Y, 179A,
181A, 181C, 181D, 181E, 181L, 181P, 181Q, 181V, 181Y, 242A, 242D,
242E, 242Q, 261L, 271A, 271V, 278A, 278H, 278K, 278N, 278R, 281A,
281L, 281M, 302D, 302M, 304D, 304E, 304M, 321A, 321H, 321Q, 321R,
333Q, 378D, 378N, 378R, 382D, 398A, 418A, 418M, 418N, 420A, 421R,
432A, 432D, 432L, 432M, 432N, 432Q, 432R, 432Y, 437D, 437G, 437H,
4371, 437M, 437Y, 446A, 446Y, 454A, 464Q, 464Y, 474A, 474E, 474K,
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4741, 474M, 474N, 474P, 474Q, 474R, 474S e 474V, e a variante melhorou
a termoestabilidade em comparagao com o polipeptideo parental.

Em algumas modalidades, a variante inclui uma substituicao que
introduz um ou mais dos residuos de aminoacidos selecionados a partir do
grupo consistindo em 61, 6N, 6Q, 6T, 6V, 14T, 16F, 25A, 25C, 25G, 25Q,
27M, 36Q, 36S, 39G, 39V, 50I, 50L, 50M, 50N, 50Q, 52S, 53T, 67N, 67S,
80D, 80I, 90E, 133P, 133V, 137M, 137S, 141E, 1411, 141L, 141M, 141Q,
141R, 141S, 141V, 150E, 151l, 152G, 155S, 155Y, 168W, 173T, 188P,
193F, 193K, 193L, 193Y, 213L, 213M, 213V, 217Q, 220P, 220Q, 220R,
220S, 220V, 2211, 221S, 249E, 250F, 2501, 250M, 252L, 253Y, 254E, 254F,
254T, 254V, 255F, 255K, 255W, 257L, 257M, 257S, 257V, 258D, 258G,
258H, 258K, 258Q, 258T, 258V, 268F, 274W, 283M, 283N, 283V, 285E,
285Q, 293G, 293K, 294W, 301F, 3011, 301P, 301R, 301T, 301W, 309D,
309V, 312H, 312S, 312V, 312Y, 313G, 313H, 313l, 313L, 313S, 313V, 318T,
338A, 338C, 338G, 338M, 338T, 339K, 339T, 339V, 340A, 340M, 340Q,
340T, 343C, 343I, 343P, 343R, 343Y, 345I, 345Q, 369I, 369T, 370G, 375T,
385T, 386K, 394L, 394V, 400A, 400N, 400V, 402H, 4021, 402T, 402V, 402W,
403A, 403E, 403G, 403Q, 403R, 403T, 403V, 404C, 404E, 404G, 404I,
404V, 419A, 419C, 419M, 419T, 422E, 422G, 433A, 433H, 433l, 433K, 433L,
433M, 433V, 433Y, 442A, 442G, 442N, 442R, 442S, 442T, 442V, 442W,
442Y, 445G, 4451, 445N, 445T, 445V, 445W, 4471, 447N, 447Q, 447W,
447Y, 448C, 448F, 448G, 448H, 448I, 448N, 448Y, 450C, 450H, 450M,
450N, 450R, 450S, 450T, 450W, 455G, 4551, 455P, 455V, 463A, 463M,
463S, 463T, 463V, 463W, 465G, 4651, 465K, 465N, 465T, 465V, 469D,
469W, 469Y, 4711, 471V, 473G, 473Y, 476A, 476G, 476L, 476M, 476N e
476T, e a variante melhorou a termoestabilidade em comparagdo com o po-
lipeptideo parental.

Em algumas modalidades, a variante inclui uma substituicado que
introduz um ou mais dos residuos de aminoacidos selecionados a partir do
grupo consistindo em 124N, 125A, 125K, 125N, 130A, 130S, 159A, 159D,
159E, 159G, 1589H, 159K, 159L, 159N, 159R, 159S, 159T, 166F, 166G,
166H, 166S, 166Y, 169L, 179A, 179P, 180A, 180D, 180H, 180K, 180L,
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180N, 180T, 180V, 180Y, 181A, 181D, 181E, 181G, 181P, 181R, 181S,
181V, 187A, 187C, 187K, 187N, 187P, 187Q, 187R, 187S, 242H, 242N,
278H, 278K, 278N, 278R, 281M, 302D, 304M, 304Y, 321H, 321Q, 321R,
333Q, 432Q, 437Y, 446A, 474Q e 474S, e a variante exibiu atividade ou ex-
pressao aumentada em comparagao com o polipeptideo parental.

Em algumas modalidades, a variante inclui uma substituicao que
introduz um ou mais dos residuos de aminoacidos selecionados a partir do
grupo consistindo em 6A, 6D, 6E, 6H, 61, 6K, 6L, 6M, 6N, 6P, 6Q, 6R, 6S,
6T, 6V, 6W, 6Y, 13K, 14F, 14T, 14Y, 15A, 15D, 15E, 015G, 15H, 15K, 15N,
15P, 15Q, 15R, 15S, 15T, 15W, 16A, 16E, 16G, 16H, 16K, 16N, 16P, 16Q,
16R, 16T, 25C, 39D, 39E, 39N, 39Q, 81Y, 121P, 139D, 139H, 139R, 139Y,
177A, 188D, 191H, 191K, 192A, 192D, 192G, 192N, 192P, 192Q, 192S,
192T, 192V, 192Y, 196A, 196C, 196D, 196E, 196F, 196H, 1961, 196K, 196P,
196R, 196S, 196T, 196V, 201A, 201E, 201G, 201H, 201M, 202H, 216E,
216G, 216H, 216M, 216Q, 216R, 216S, 216T, 216Y, 221A, 221D, 221F,
2211, 221L, 221M, 221N, 221R, 221S, 221V, 221Y, 237G, 240G, 240N,
240P, 240Q, 240R, 240T, 246R, 250A, 250D, 250E, 250F, 250G, 250I,
250K, 250L, 250M, 250N, 250Q, 250R, 250S, 250W, 252K, 268A, 268D,
268E, 268G, 268H, 268K, 268N, 268P, 268Q, 268R, 268S, 274A, 274D,
274G, 2741, 274K, 274L, 274N, 274Q, 274R, 274S, 2747, 275K, 285Q,
285Y, 293K, 293R, 318A, 318F, 318G, 318l, 318K, 318L, 318M, 318R, 318S,
318T, 318V, 318Y, 319C, 319D, 319H, 319I, 319K, 319R, 319Y, 320K, 320R,
320T, 338A,-338G, 338l, 338M, 338P, 338S, 338V, 339G, 339P, 340A,
340D, 340E, 340H, 340K, 340N, 340Q, 345E, 363D, 363E, 363M, 363N,
363Q, 363S, 366Q, 370A, 370D, 370E, 370H, 370K, 370N, 370Q, 370S,
375A, 375D, 375E, 375K, 375N, 375Q, 375R, 375S, 419A, 419I, 419M,
419P, 419S, 419V, 448Y, 452N, 452Q, 452R, 452S, 471R e 471Y, e a vari-
ante exibe atividade ou expressdao aumentada em comparagao com o poli-
peptideo parental.

Em algumas modalidades, a variante inclui uma substituicao que
introduz um ou mais dos residuos de aminoacidos selecionados a partir do
grupo consistindo em 1181A, 1181P, 1181C, 1181E, 1181Y, S242A, S242E,
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G132A, N193Y, e E188P, e a variante exibe redugao de viscosidade aumen-
tada em um ensaio de liquefagao de amido em comparagao com o polipepti-
deo parental.

Em algumas modalidades, um polipeptideo a-amilase variante &
fornecido, compreendendo uma sequéncia de aminoacidos derivada de um
polipeptideo a-amilase parental, e tendo uma combinacao de trés ou mais
mutagoes em posi¢oes selecionadas do grupo consistindo em 5, 6, 13, 14,
15, 16, 18, 20, 25, 27, 29, 36, 39, 50, 52, 53, 54, 67, 71, 73, 75, 77, 80, 81,
83, 85, 90, 92, 107, 111, 113, 114, 120, 121, 126, 128, 131, 133, 137, 138,
139, 141, 143, 147, 149, 150, 1561, 152, 155, 160, 165, 168, 172, 173, 177,
188, 191, 192, 193, 196, 200, 201, 202, 213, 216, 217, 220, 221, 227, 232,
235, 237, 238, 240, 246, 249, 250, 252, 253, 254, 255, 257, 258, 268, 272,
274, 275, 279, 283, 285, 293, 294, 297, 300, 301, 306, 309, 312, 313, 317,
318, 319, 320, 338, 339, 340, 343, 345, 363, 366, 369, 370, 375, 379, 381,
385, 386, 391, 392, 393, 394, 400, 402, 403, 404, 406, 407, 410, 413, 414,
416, 419, 422, 427, 433, 436, 439, 442, 445, 447, 448, 450, 452, 455, 463,
465, 469, 471, 473 e 476, em que os polipeptideos tém atividade de a-
amilase, e onde cada uma de pelo menos trés ou mais mutagdes introduz
um residuo de aminoacido que se diferencia daquele no polipeptideo paren-
tal. Em modalidades particulares, o niumero de mutacdes € 4, 5,6, 7, 8, 9,
10 ou mais.

Em algumas modalidades, onde a mutagao nao estiver na posi-
¢ao 242, a mutacao esta presente em combinagdo com as substituicoes
S242A, S242E, S242Q, S242F, S242H ou S242N. Em modalidades particu-
lares, a substituicao € S242Q. Em algumas modalidades, onde a mutagao
nao estiver na posigao 179 ou 180, a mutagao esta presente em combinagao
com uma delegcao nas posi¢oes 179 e 180. Em algumas modalidades, onde
a mutacao nao estiver na posi¢ao 349 ou 428, a mutagao esta presente em
combinagao com uma substituicao de uma cisteina em um ou mais destes
aminoacidos.

Em algumas modalidades, onde a mutagao nao estiver em uma

das seguintes posi¢goes, a mutagao esta presente em combinagdo com uma
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substituicao na posicao P17, D19, T21, N28, S51, G72, V74, A82, Q86, Q89,
A93, G95, Q97, W115, D117, P123, S124, D125, N127, 1130, G132, Q135,
P145, G146, G148, S153, Y159, W166, S169, K171, W187, P209, N224,
S242, G256, D269, N271, T278, N281, G302, A304, R308, T321, Q358,
P378, S382, K383, T398, H405, T417, E418, P420, G421, P432, W437,
G446, G454, S457, T459, T461, S464, G474 ou R483.

Em algumas modalidades, onde a mutagao nao estiver em uma
das seguintes posi¢goes, a mutacao esta presente em combinagao com uma
substituicao na posigao M8, M9, M15, M96, V128, A111, H133, W138, T149,
M197, N188, M200, M206, A209, A210, M284, M307, M311, M316, H405,
T412, M438, N193F e V416G.

Em algumas modalidades, o polipeptideo parental tem identida-
de de sequéncia de aminoacidos de pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, ou até pelo menos 95% ao polipeptideo da SEQ ID NO: 1.

Em algumas modalidades, o polipeptideo parental tem identida-
de de sequéncia de aminoacidos de pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, ou até pelo menos 95% ao polipeptideo da SEQ ID NO: 2.

Em algumas modalidades, o polipeptideo parental tem identida-
de de sequéncia de aminoacidos de pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, ou até pelo menos 95% a um polipeptideo selecionado a partir
do grupo consistindo da SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15
e SEQ ID NO: 16. Em algumas modalidades, o polipeptideo parental inclui
um truncamento dos residuos de aminoacidos C-terminais. Em modalidades
particulares, o truncamento € nos 29 residuos de aminoacidos do C-terminal.

Em algumas modalidades, o polipeptideo variante nao inclui mu-
tacoes na posigao 106 ou 199, ou ambas.

Em algumas modalidades, uma ou mais mutagdes podem ser
adicionadas ou deletadas de uma lista de mutagdes sem se afastar da des-
cricao. De um modo semelhante, qualquer uma ou mais mutagdes que apa-

regam no contexto de uma lista de mutagdbes podem ser combinadas como
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um subconjunto de mutagées.

Em outro aspecto, uma composicao compreendendo uma ou
mais das a-amilases variantes acima mencionadas é fornecida. Em modali-
dades particulares, a composi¢do € uma composigao de limpeza, tal como
um detergente para lavagem de roupa, um detergente para lavagem de lou-
¢as, uma composigcao de limpeza de superficie dura, ou similares. A compo-
sicao pode incluir um detergente.

Em outro aspecto, um método para hidrélise de um substrato de
amido soluvel usando uma variante de a-amilase é fornecido. Em algumas
modalidades, a variante inclui uma substituicao que introduz um ou mais dos
residuos de aminoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em
1181A, 1181P, 1181C, I181E, 1181Y, S242A, S242E, S242Q, G132A, N193Y e
E188P.

Em algumas modalidades, a a-amilase variante € usada em
combinagdo com uma enzima de hidrélise de acido fitico, em que a propor-
¢ao da atividade de a-amilase (em unidades de a-amilase) para a atividade
de acido fitico (em unidades de fitase), isto é, AAU:FTU, é de aproximada-
mente 1:15 a aproximadamente 15:1, e preferencialmente de 1:10 a aproxi-
madamente 10:1. Em modalidades particulares, a propor¢gao de AAU:FTU é
de 1:4 a 3:1, ou até 1:1.

Em um aspecto adicional, um método para liquefagao do amido
em uma pasta fluida é fornecido, envolvendo um substrato que inclui materi-
al vegetal, tal como amido granular a partir de um processo de moagem se-
ca ou umida, o método compreendendo uma etapa de liquefagao primaria
e/ou secundaria, envolvendo adi¢ao a pasta fluida na etapa de liquefagao
primaria e/ou secundaria, em qualquer ordem, de uma combinagéo de pelo
menos uma enzima de hidrolise de acido fitico e pelo menos uma a-amilase
variante, simultaneamente ou separadamente. O método pode compreender
ainda sacarificagao do amido liquefeito para obtengao de agucares fermen-
taveis; e recuperagao dos agucares fermentaveis. Em algumas modalidades,
o método compreende ainda a fermentagao dos agucares fermentaveis sob

condi¢coes de fermentagao adequadas para obtengao de produtos finais, tais
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como alcool. Em algumas modalidades, a composi¢cdo enzimatica contém
pelo menos uma a-amilase variante e uma fitase. Em algumas modalidades,
a composi¢ao enzimatica esta na forma mista.

Em um aspecto adicional, um método para fermentacdo de um
substrato de amido é fornecido, o método compreendendo a adicdo em
qualquer ordem de uma combinagido de uma a-amilase variante e uma fitase
em uma dose unica ou dose dividida. Em outro aspecto, o substrato de ami-
do tratado & fermentado a etanol.

Em um aspecto adicional, um processo de conversdao de amido
e/ou um processo de fermentagao de etanol é fornecido nao requerendo a
adicao de acido ou alcali para ajuste do pH. Uma modalidade relaciona-se a
um ajuste de pH na etapa de liquefagao livre, em que o pH de liquefagao
esta na faixa de pH 4,5 a 5,4 e os produtos quimicos de neutralizagao acida
nao sao adicionados a etapa de processo de liquefagdao. Em outra modalida-
de, o pH de liquefacao esta na faixa de pH 4,8 a 5,8 e os produtos quimicos
de neutralizagao acida nao sao adicionados a etapa de processo de liquefa-
¢ao.

Em outro aspecto, um método de obtencao de um substrato fer-
mentavel é fornecido, envolvendo contato de uma pasta fluida de grao moido
contendo amido granular com uma enzima de hidrolise de acido fitico em
uma temperatura de 0 a 30°C menor que a temperatura de gelatinizagao do
amido, contato da pasta fluida com uma a-amilase variante, aumento da
temperatura acima da temperatura de gelatinizagdo do amido granular para
permitir gelatinizacao do amido, e hidroélise do amido gelatinizado pelo conta-
to do amido gelatinizado com a a-amilase por um tempo suficiente para hi-
drolisar o amido, e obtengcdo de um substrato fermentavel. A enzima de hi-
drélise de acido fitico pode ser uma fitase bacteriana ou fungica. A fitase
fungica pode ser uma fitase de Aspergillus ou uma fitase de Bufttiauxella. Em
algumas modalidades, a fitase bacteriana é de Escherichia coli.

Em outro aspecto, um processo para produg¢do de um agucar
fermentavel é fornecido, compreendendo (a) mistura de material moido con-

tendo amido com &gua e vinhaga diluida, em que a vinhacga diluida esta na
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faixa de 10 a 70% v/v e obtencao de uma pasta fluida compreendendo ami-
do e tendo contetido de solidos secos (ds) de 20 a 50%, (b) tratamento da
pasta fluida com uma fitase antes ou simultaneamente a liquefagao do ami-
do, (c) liquefacao do amido, (d) adicao de uma a-amilase variante ao amido
durante a etapa (b) e/ou simultaneamente com a etapa de liquefagao, e (e)
sacarificacao do amido liquefeito para obtencao de agtcares fermentaveis,
em que o pH nao é ajustado durante nenhuma das etapas (a), (b), (c), (d) ou
(e). Em algumas modalidades, o agucar fermentavel é recuperado e purifica-
do ou isomerizado. Em outras modalidades, a fitase € adicionada antes da
etapa de liquefagao. Em algumas modalidades, a a-amilase é adicionada
com a fitase. Ainda em modalidades adicionais, uma segunda dose de a-
amilase é adicionada durante a etapa de liquefacao.

Em um aspecto adicional, o processo de producao de alcool a
partir do material contendo amido, é fornecido, compreendendo liquefacao e
sacarificacao do amido liquefeito como revelado acima para obtencao de
acucares fermentaveis e fermentagao adicional dos agucares fermentaveis
sob as condi¢cbes de fermentacdo adequadas usando um micro-organismo
fermentador para obten¢ao do alcool. Em algumas modalidades, as etapas
de sacarificagao e de fermentagdo sao simultaneas. Em algumas modalida-
des, o alcool é etanol.

Em outro aspecto, construtos de DNA, incluindo vetores de ex-
pressao, que codificam a-amilases variantes sao fornecidos, junto com mé-
todos de expressao e uso das a-amilases variantes, sozinhas ou em combi-
nacao com outras enzimas a-amiloliticas, por exemplo, em varios processos
industriais, tais como liquefagao de amido e limpeza.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 mostra um alinhamento das sequéncias de aminoaci-

dos de varias a-amilases AmyS-relacionadas.

A figura 2 mostra o plasmideo pHPLT-AmyS.

A figura 3 mostra atividade residual percentual de variantes da
biblioteca S242 apds estresse térmico a 95°C por 30 minutos. As posigoes

das variantes P, S, W e Y estao faltando e sao substituidas por AmyS selva-
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gem (SPEZYME® Xtra — rotulado como "Z"). As linhas indicam 2x e 3x aci-
ma do desvio padrao da atividade residual percentual da enzima selvagem.
S242A e S242Q claramente mostram atividades residuais mais altas que as
selvagens.

As figuras 4A a 4l mostram alinhamentos aos pares das sequén-
cias de aminoacidos mostradas na figura 1.

A figura 5 mostra as curvas de fusao térmica e os pontos de fu-
sao de amilase selvagem e variantes sem calcio adicionado.

A figura 6 mostra as curvas de fusao térmica e os pontos de fu-
sao de amilase selvagem e variantes com calcio 2 mM.

A figura 7 mostra o perfil de atividade de SPEZYME® Xtra e du-
as variantes e relagao a Liquozyme SC em trés pontos de tempo.

A figura 8 mostra o perfil de atividade de quatro variantes em re-
lagao a variante S242Q em trés pontos de tempo.

A figura 9 mostra a redugao de viscosidade da farinha de milho
devido a acgao das a-amilases LIQUOZYME® SC ou SPEZYME® Xtra em
uma dose de 30 ug.

A figura 10 mostra a redugao de viscosidade da farinha de milho
devido a agado das a-amilases LIQUOZYME® SC ou SPEZYME® Xtra, ou
uma das duas variantes (S242A e S242Q) em uma dose de 30 pg.

A figura 11 mostra a redugao de viscosidade da farinha de milho
devido a agao da a-amilase LIQUOZYME® SC ou SPEZYME® Xtra, ou uma
das duas variantes (S242A e S242Q) em uma dose de 20 pg.

A figura 12 mostra que a progressao de DE do milho completo
triturado tratado com LIQUOZYME® SC, SPEZYME® Xtra, ou uma das duas
variantes (S242A e S242Q) ao longo do tempo (0, 30, 60 e 90 minutos).

A figura 13 mostra viscosidade pés-jato de vapor do milho com-
pleto triturado tratado com LIQUOZYME® SC, SPEZYME® Xtra, ou uma das
duas variantes (S242A e S242Q) ao longo do tempo (0, 30, 60, e 90 minu-
tos).

A figura 14 mostra que a progressao de DE do milho completo

triturado tratado com fitase e uma amilase (SPEZYME® Xtra ou variante
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S242Q) ao longo do tempo (0, 30, 60 e 90 minutos). MAXALIQ® & uma mis-
tura de fitase/amilase disponivel em Genencor, uma Divisao Danisco. Refe-
réncia é feita ao Exemplo 8.

A figura 15 mostra viscosidade pés-jato de vapor do milho com-
pleto triturado tratado com fitase e uma amilase (SPEZYME® Xtra ou varian-
te S242Q) ao longo do tempo (0, 30, 60, e 90 minutos).

A figura 16 mostra a progressdao de DE do milho completo tritu-
rado tratado com a variante S242Q e fitase. Referéncia é feita ao Exemplo 9.

A figura 17 mostra viscosidade pés-jato de vapor do milho com-
pleto triturado tratado com a variante S242Q e fitase. Referéncia é feita ao
Exemplo 9.

A figura 18 mostra o efeito do tratamento do milho completo tritu-
rado com fitase sobre o aumento na termoestabilidade e estabilidade a pH
baixo da variante S242Q e referéncia é feita ao Exemplo 9.

A figura 19 mostra o efeito da adigao de fitase durante liquefagao
primaria do milho completo triturado sobre a redugao da viscosidade no co-
zimento a vapor e referéncia é feita ao Exemplo 9.

A figura 20 mostra uma comparacao do conteudo de sulfato e
acido fitico em DDGS: 1) a partir de um processo convencional, e 2) a partir
do processo sem ajuste de pH. Referéncia é feita ao Exemplo 10.

A figura 21 é um grafico mostrando a taxa da progressao de DE
e a redugao percentual de acido fitico como IP6.

A figura 22 é um grafico mostrando o efeito da a-amilase varian-
te S242Q na progressao de DE sob as condigdes de processamento con-
vencionais. Referéncia é feita ao Exemplo 8.

A figura 23 é um gréafico representando o desempenho de
S242Q e suas variantes no ensaio de microamostra de amido de arroz como
uma fungdo da carga sob as condigbes de lavagem de roupas norte-
americanas. As condigoes foram TIDE® 2x a 20°C. Referéncia é feita ao
Exemplo 16.

A figura 24 é um grafico representando o desempenho de outra

a-amilase (isto &, Bacillus sp. truncada) A amilase TS-23 com as mutagoes
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de carga no arroz no ensaio de microamostra de amido de arroz sob as con-
dicoes de lavagem de roupas da Europa Ocidental. As condigées foram
PERSIL® a 40°C. Referéncia é feita ao Exemplo 16.

A figura 25 é um grafico representando o desempenho de
§242Q e suas variantes no ensaio de BODIPY-amido como uma fungao da
carga. Referéncia é feita ao Exemplo 16.

A figura 26 A é um grafico representando a hidrélise de BODIPY-
amido relativa como uma fung¢ao da expressao de tubo de agitacao relativa
(isto é, hidrélise de BODIPY-amido relativa vs. expressao de tubo de agita-
¢ao relativa). A figura 26B é um grafico representando a hidrélise de amido
da microamostra relativa como uma fungao da expressao de tubo de agita-
¢ao relativa (isto é, hidrolise de amido da microamostra relativa vs. expres-
sdo de tubo de agitagao relativa). Referéncia é feita ao Exemplo 19.

A figura 27A é um grafico representando a expressao de tubo de
agitacao relativa como uma fungao da carga. A figura 27B é um gréafico re-
presentando a hidrélise de BODIPY-amido relativa como uma fungao da car-
ga. Referéncia é feita ao Exemplo 19.

A figura 28A é um grafico representando a expressao de tubo de
agitacao relativa como uma funcao da carga. A figura 28B € um grafico re-
presentando a atividade de limpeza de microamostra relativa como uma fun-
cao da carga. Referéncia é feita ao Exemplo 19.

A figura 29 é um grafico representando a viscosidade final apo6s
liquefagao de amido de milho usando 1° grafico de escada AmyS DS 30%,
pH 5,8, dose de enzima 30 mg. A viscosidade final variante +6 é tao alta e
nao pode ser medida (sobrecarga do instrumento). Referéncia é feita ao E-
xemplo 16.

A figura 30 é um grafico representando a estabilidade térmica da
primeira escala de carga de AmyS como uma fungao da modificagao de car-
ga em relacao a selvagem. Experimento realizado usando ensaio de estabi-
lidade térmica de amilase padrao. Referéncia é feita ao Exemplo 17.

A figura 31A é um grafico representando a atividade de limpeza

de amido de arroz da primeira escala de carga de AmyS como uma fungao
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do pH. pH 3,0 a 4,25 é formato de Na 200 mM + Tween-80 0,01%. pH 4,25
a 5,5 é acetato de Na 200 mM + Tween-80 0,01%. Os dados sao proprios a
curvas de titulacao, cada um com um valor de pKa unico. Referéncia é feita
ao Exemplo 21.

A figura 31B é um gréafico representando o efeito de mutagdes
de carga no pKa aparente da catalise de AmyS (primeira escala de carga).
Referéncia é feita ao Exemplo 21.

A figura 32A mostra a redugao de viscosidade de farinha de mi-
Iho por variantes de AmyS em comparagao com SPEZYME® Xtra.

A figura 32B mostra a redugao de viscosidade da farinha de mi-
lho por AmyS N193Y.

A figura 32C mostra o efeito da adigao de fitase sobre a redugao
de viscosidade por AmyS N193Y.

BREVE DESCRICAO DAS SEQUENCIAS

As seguintes sequéncias de aminoacidos e nucleotidicas sao

mencionadas neste pedido.

SEQ ID NO: 1 (AmyS selvagem completa)

AAPFNGTMMQ YFEWYLPDDG TLWTKVANEA NNLSSLGITA LWLP-
PAYKGT SRSDVGYGVY DLYDLGEFNQ KGTVRTKYGT KAQYLQAIQA
AHAAGMQVYA DVVFDHKGGA DGTEWVDAVE VNPSDRNQEI SGTYAQI-
QAWT KFDFPGRGNT YSSFKWRWYH FDGVDWDESR KLSRIYKFRG IG-
KAWDWEVD TENGNYDYLM YADLDMDHPE VVTELKNWGK WYVNTT-
NIDG FRLDAVKHIK FSFFPDWLSY VRSQTGKPLF TVGEYWSYDI NK-
LHNYITKT NGTMSLFDAP LHNKFYTASK SGGAFDMRTL MTNTLMKDQP
TLAVTFVDNH DTEPGQALQS WVDPWFKPLA YAFILTRQEG
YPCVFYGDYY GIPQYNIPSL KSKIDPLLIA RRDYAYGTQH DYLDHSDIIG
WTREGVTEKP GSGLAALITD GPGGSKWMYV GKQHAGKVFY DLTGN-
RSDTV TINSDGWGEF KVNGGSVSVW VPRKTTVSTI ARPITTRPWT GEF-
VRWTEPR LVAWP

SEQ ID NO: 2 (AmyS selvagem truncada; SPEZYME® Xtra)
AAPFNGTMMQ YFEWYLPDDG TLWTKVANEA NNLSSLGITA LWLP-
PAYKGT SRSDVGYGVY DLYDLGEFNQ KGTVRTKYGT KAQYLQAIQA
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AHAAGMQVYA DVVFDHKGGA DGTEWVDAVE VNPSDRNQEI SGTYAQI-
QAWT KFDFPGRGNT YSSFKWRWYH FDGVDWDESR KLSRIYKFRG IG-
KAWDWEVD TENGNYDYLM YADLDMDHPE VVTELKNWGK WYVNTT-
NIDG FRLDAVKHIK FSFFPDWLSY VRSQTGKPLF TVGEYWSYDI NK-
LHNYITKT NGTMSLFDAP LHNKFYTASK SGGAFDMRTL MTNTLMKDQP
TLAVTFVDNH DTEPGQALQS WVDPWFKPLA YAFILTRQEG
YPCVFYGDYY GIPQYNIPSL KSKIDPLLIA RRDYAYGTQH DYLDHSDIIG
WTREGVTEKP GSGLAALITD GPGGSKWMYV GKQHAGKVFY DLTGN-
RSDTV TINSDGWGEF KVNGGSVSVW VPRKTT

SEQ ID NO: 3 (AmyS S242A completa)

AAPFNGTMMQ YFEWYLPDDG TLWTKVANEA NNLSSLGITA LWLP-
PAYKGT SRSDVGYGVY DLYDLGEFNQ KGTVRTKYGT KAQYLQAIQA
AHAAGMQVYA DVVFDHKGGA DGTEWVDAVE VNPSDRNQEI SGTYQI-
QAWT KFDFPGRGNT YSSFKWRWYH FDGVDWDESR KLSRIYKFRG |G-
KAWDWEVD TENGNYDYLM YADLDMDHPE VVTELKNWGK WYVNTT-
NIDG FRLDAVKHIK FAFFPDWLSY VRSQTGKPLF TVGEYWSYDI NK-
LHNYITKT NGTMSLFDAP LHNKFYTASK SGGAFDMRTL MTNTLMKDQP
TLAVTFVDNH DTEPGQALQS WVDPWFKPLA YAFILTRQEG
YPCVFYGDYY GIPQYNIPSL KSKIDPLLIA RRDYAYGTQH DYLDHSDIIG
WTREGVTEKP GSGLAALITD GPGGSKWMYV GKQHAGKVFY DLTGN-
RSDTV TINSDGWGEF KVNGGSVSVW VPRKTTVSTI ARPITTRPWT GEF-
VRWTEPR LVAWP

SEQ ID NO: 4 (AmyS S242Q completa)

AAPFNGTMMQ YFEWYLPDDG TLWTKVANEA NNLSSLGITA LWLP-
PAYKGT SRSDVGYGVY DLYDLGEFNQ KGTVRTKYGT KAQYLQAIQA
AHAAGMQVYA DVVFDHKGGA DGTEWVDAVE VNPSDRNQEI SGTYQI-
QAWT KFDFPGRGNT YSSFKWRWYH FDGVDWDESR KLSRIYKFRG IG-
KAWDWEVD TENGNYDYLM YADLDMDHPE VVTELKNWGK WYVNTT-
NIDG FRLDAVKHIK FQFFPDWLSY VRSQTGKPLF TVGEYWSYDI NK-
LHNYITKT NGTMSLFDAP LHNKFYTASK SGGAFDMRTL MTNTLMKDQP
TLAVTFVDNH DTEPGQALQS WVDPWFKPLA YAFILTRQEG
YPCVFYGDYY GIPQYNIPSL KSKIDPLLIA RRDYAYGTQH DYLDHSDIIG
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WTREGVTEKP GSGLAALITD GPGGSKWMYV GKQHAGKVFY DLTGN-
RSDTV TINSDGWGEF KVNGGSVSVW VPRKTTVSTI ARPITTRPWT GEF-
VRWTEPR LVAWP

SEQ ID NO: 5 (AmyS S242E completa)

AAPFNGTMMQ YFEWYLPDDG TLWTKVANEA NNLSSLGITA LWLP-
PAYKGT SRSDVGYGVY DLYDLGEFNQ KGTVRTKYGT KAQYLQAIQA
AHAAGMQVYA DVVFDHKGGA DGTEWVDAVE VNPSDRNQEI SGTYQl-
QAWT KFDFPGRGNT YSSFKWRWYH FDGVDWDESR KLSRIYKFRG IG-
KAWDWEVD TENGNYDYLM YADLDMDHPE VVTELKNWGK WYVNTT-
NIDG FRLDAVKHIK FEFFPDWLSY VRSQTGKPLF TVGEYWSYDI NK-
LHNYITKT NGTMSLFDAP LHNKFYTASK SGGAFDMRTL MTNTLMKDQP
TLAVTFVDNH DTEPGQALQS WVDPWFKPLA YAFILTRQEG
YPCVFYGDYY GIPQYNIPSL KSKIDPLLIA RRDYAYGTQH DYLDHSDIIG
WTREGVTEKP GSGLAALITD GPGGSKWMYV GKQHAGKVFY DLTGN-
RSDTV TINSDGWGEF KVNGGSVSVW VPRKTTVSTI ARPITTRPWT GEF-
VRWTEPR LVAWP

SEQ ID NO: 6 (Yamane 707)
HHNGTNGTMMQYFEWYLPNDGNHWNRLNSDASNLKSKGITAVWIPPAWK
GASQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTRSQLQAAVTSLKNNGIQV
YGDVVMNHKGGADATEMVRAVEVNPNNRNQEVTGEYTIEAWTRFDFPGR
GNTHSSFKWRWYHFDGVDWDQSRRLNNRIYKFRGHGKAWDWEVDTENG
NYDYLMYADIDMDHPEVVNELRNWGVWYTNTLGLDGFRIDAVKHIKYSFTR
DWINHVRSATGKNMFAVAEFWKNDLGAIENYLQKTNWNHSVFDVPLHYNL
YNASKSGGNYDMRNIFNGTVVQRHPSHAVTFVDNHDSQPEEALESFVEE
WFKPLAYALTLTREQGYPSVFYGDYYGIPTHGVPAMRSKIDPILEARQKYAY
GKQNDYLDHHNIIGWTREGNTAHPNSGLATIMSDGAGGSKWMFVGRNKA
GQVWSDITGNRTGTVTINADGWGNFSVNGGSVSIWVNK

SEQ ID NO: 7 (AmyL selvagem; LAT)
ANLNGTLMQYFEWYMPNDGQHWKRLQNDSAYLAEHGITAVWIPPAYKGT
SQADVGYGAYDLYDLGEFHQKGTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVYGD
VVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGSTYS
DFKWHWYHFDGTDWDESRKLNRIYKFQGKAWDWEVSNENGNYDYLMYA
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DIDYDHPDVAAEIKRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHIKFSFLRDWVNHVRE
KTGKEMFTVAEYWQNDLGALENYLNKTNFNHSVFDVPLHYQFHAASTQGG
GYDMRKLLNGTVVSKHPLKSVTFVDNHDTQPGQSLESTVQTWFKPLAYAFI
LTRESGYPQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPILKARKQYAYGAQHDY
FDHHDIVGWTREGDSSVANSGLAALITDGPGGAKRMYVGRQNAGETWHDI
TGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIYVQR

SEQ ID NO: 8 (AmylL selvagem; Termamyl)
ANLNGTLMQYFEWYMPNDGQHWRRLQNDSAYLAEHGITAVWIPPAYKGT
SQADVGYGAYDLYDLGEFHQKGTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVYGD
VVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGSTYS
DFKWHWYHFDGTDWDESRKLNRIYKFQGKAWDWEVSNENGNYDYLMYA
DIDYDHPDVAAEIKRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHIKFSFLRDWVNHVRE
KTGKEMFTVAEYWQNDLGALENYLNKTNFNHSVFDVPLHYQFHAASTQGG
GYDMRKLLNGTVVSKHPLKSVTFVDNHDTQPGQSLESTVQTWFKPLAYAFI
LTRESGYPQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPILKARKQYAYGAQHDY
FDHHDIVGWTREGDSSVANSGLAALITDGPGGAKRMYVGRQNAGETWHDI
TGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIYVQR

SEQ ID NO: 9 (amilase de B. amyloliquefaciens)
VNGTLMQYFEWYTPNDGQHWKRLQNDAEHLSDIGITAVWIPPAYKGLSQS
DNGYGPYDLYDLGEFQQKGTVRTKYGTKSELQDAIGSLHSRNVQVYGDVV
LNHKAGADATEDVTAVEVNPANRNQETSEEYQIKAWTDFRFPGRGNTYSD
FKWHWYHFDGADWDESRKISRIFKFRGEGKAWDWEVSSENGNYDYLMYA
DVDYDHPDVVAETKKWGIWYANELSLDGFRIDAAKHIKFSFLRDWVQAVR
QATGKEMFTVAEYWQNNAGKLENYLNKTSFNQSVFDVPLHFNLQAASSQ
GGGYDMRRLLDGTVVSRHPEKAVTFVENHDTQPGQSLESTVQTWFKPLA
YAFILTRESGYPQVFYGDMYGTKGTSPKEIPSLKDNIEPILKARKEYAYGPQ
HDYIDHPDVIGWTREGDSSAAKSGLAALITDGPGGSKRMYAGLKNAGETW
YDITGNRSDTVKIGSDGWGEFHVNDGSVSIYVQK

SEQ ID NO: 10 (STAINZYME™)

HHNGTNGTMM QYFEWYLPND GNHWNRLRSD ASNLKDKGIS AVWIP-
PAWKG ASQNDVGYGA YDLYDLGEFN QKGTIRTKYG TRNQLQAAVN
ALKSNGIQVY GDVVMNHKGG ADATEMVRAV EVNPNNRNQE VSGEYTI-
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EAW TKFDFPGRGN THSNFKWRWY HFDGVDWDQS RKLNNRIYKF
RGDGKGWDWE  VDTENGNYDY  LMYADIDMDH  PEVVNELRNW
GVWYTNTLGL DGFRIDAVKH IKYSFTRDWI NHVRSATGKN MFAVA-
EFWKN DLGAIENYLN KTNWNHSVFD VPLHYNLYNA SKSGGNYDMR
QIFNGTVVQR HPMHAVTFVD NHDSQPEEAL ESFVEEWFKP LAYALTL-
TRE QGYPSVFYGD YYGIPTHGVP AMKSKIDPIL EARQKYAYGR QNDYL-
DHHNI IGWTREGNTA HPNSGLATIM SDGAGGNKWM FVGRNKAGQV
WTDITGNRAG TVTINADGWG NFSVNGGSVS IWVNK

SEQ ID NO: 11 (NATALASE™)
HHNGTNGTMMQYFEWHLPNDGNHWNRLRDDASNLRNRGITAIWIPPAWK
GTSQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTRSQLESAIHALKNNGVQV
YGDVVMNHKGGADATENVLAVEVNPNNRNQEISGDYTIEAWTKFDFPGRG
NTYSDFKWRWYHFDGVDWDQSRQFQNRIYKFRGDGKAWDWEVDSENG
NYDYLMYADVDMDHPEVVNELRRWGEWYTNTLNLDGFRIDAVKHIKYSFT
RDWLTHVRNATGKEMFAVAEFWKNDLGALENYLNKTNWNHSVFDVPLHY
NLYNASNSGGNYDMAKLLNGTVVQKHPMHAVTFVDNHDSQPGESLESFV
QEWFKPLAYALILTREQGYPSVFYGDYYGIPTHSVPAMKAKIDPILEARQNF
AYGTQHDYFDHHNIIGWTREGNTTHPNSGLATIMSDGPGGEKWMYVGQN
KAGQVWHDITGNKPGTVTINADGWANFSVNGGSVSIWVKR

SEQ ID NO: 12 (KAO KSM 1378)
HHNGTNGTMMQYFEWHLPNDGNHWNRLRDDAANLKSKGITAVWIPPAWK
GTSQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTRSQLQGAVTSLKNNGIQV
YGDVVMNHKGGADGTEMVNAVEVNRSNRNQEISGEYTIEAWTKFDFPGR
GNTHSNFKWRWYHFDGTDWDQSRQLQNKIYKFRGTGKAWDWEVDIENG
NYDYLMYADIDMDHPEVINELRNWGVWYTNTLNLDGFRIDAVKHIKYSYTR
DWLTHVRNTTGKPMFAVAEFWKNDLAAIENYLNKTSWNHSVFDVPLHYNL
YNASNSGGYFDMRNILNGSVVQKHPIHAVTFVDNHDSQPGEALESFVQSW
FKPLAYALILTREQGYPSVFYGDYYGIPTHGVPSMKSKIDPLLQARQTYAYG
TQHDYFDHHDIIGWTREGDSSHPNSGLATIMSDGPGGNKWMYVGKHKAG
QVWRDITGNRSGTVTINADGWGNFTVNGGAVSVWVKQ

SEQ ID NO: 13 (KAO KSM K38)
DGLNGTMMQYYEWHLENDGQHWNRLHDDAAALSDAGITAIWIPPAYKGN
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SQADVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQLERAIGSLKSNDINVYGD
VVMNHKMGADFTEAVQAVQVNPTNRWQDISGAYTIDAWTGFDFSGRNNA
YSDFKWRWFHFNGVDWDQRYQENHIFRFANTNWNWRVDEENGNYDYLL
GSNIDFSHPEVQDELKDWGSWFTDELDLDGYRLDAIKHIPFWYTSDWVRH
QRNEADQDLFVWGEYWKDDVGALEFYLDEMNWEMSLFDVPLNYNFYRAS
QQGGSYDMRNILRGSLVEAHPMHAVTFVDNHDTQPGESLESWVADWFKP
LAYATILTREGGYPNVFYGDYYGIPNDNISAKKDMIDELLDARQNYAYGTQH
DYFDHWDVVGWTREGSSSRPNSGLATIMSNGPGGSKWMYVGRQNAGQT
WTDLTGNNGASVTINGDGWGEFFTNGGSVSVYVNQ

SEQ ID NO: 14 (KAO KSM K36)
DGLNGTMMQYYEWHLENDGQHWNRLHDDAEALSNAGITAIWIPPAYKGN
SQADVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQLERAIGSLKSNDINVYGD
VVMNHKLGADFTEAVQAVQVNPSNRWQDISGVYTIDAWTGFDFPGRNNA
YSDFKWRWFHFNGVDWDQRYQENHLFRFANTNWNWRVDEENGNYDYLL
GSNIDFSHPEVQEELKDWGSWFTDELDLDGYRLDAIKHIPFWYTSDWVRH
QRSEADQDLFVVGEYWKDDVGALEFYLDEMNWEMSLFDVPLNYNFYRAS
KQGGSYDMRNILRGSLVEAHPIHAVTFVDNHDTQPGESLESWVADWFKPL
AYATILTREGGYPNVFYGDYYGIPNDNISAKKDMIDELLDARQNYAYGTQHD
YFDHWDIVGWTREGTSSRPNSGLATIMSNGPGGSKWMYVGQQHAGQTW
TDLTGNHAASVTINGDGWGEFFTNGGSVSVYVNQ

SEQ ID NO: 15 (LIQUIZYME® SC)
AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITALWLPPAYKGT
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLQAIQAAHAAGMQVYA
DVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFDFPGRGN
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKFRGKAWDWEVDTEFGNYDYL
MYADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWLS
YVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNYITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTASK
SGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKPL
AYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGTQHDY
LDHSDIIGWTREGGTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKVFYDL
TGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVS

SEQ ID NO: 16 (Etil SPEZYME®)
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AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITALWLPPAYKGT
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLQAIQAAHAAGMQVYA
DVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFDFPGRGN
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKFIGKAWDWEVDTENGNYDYLM
YADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWLSY
VRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNYITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTASKS
GGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKPLA
YAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGTQHDYL
DHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKVFYDLT
GNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTT

SEQ ID NO: 17 (iniciador S242 F)
5'-[Fos]GTCAAGCATATTAAGTTCNNSTTTTTTCCTGATTGGTTG-3'

SEQ ID NO: 18 (iniciador S242 R)
5'-[Fos]CAACCAATCAGGAAAAAASNNGAACTTAATATGCTTGAC-3'

SEQ ID NO: 19 (fitase BP17)

NDTPASGYQV EKWILSRHG VRAPTKMTQT MRDVTPNTWP EWPVKLG-
YIT PRGEHLISLM GGFYRQKFQQ QGILSQGSCP TPNSIYVWAD VDQR-
TLKTGE AFLAGLAPQC GLTIHHQQNL EKADPLFHPV KAGTCSMDKT
QVQQAVEKEA QTPIDNLNQH YIPFLALMNT TLNFSTSAWC QKH-
SADKSCD LGLSMPSKLS |IKDNGNKVAL DGAIGLSSTL AEIFLLEYAQ
GMPQAAWGNI HSEQEWASLL KLHNVQFDLM ARTPYIARHN GTPLL-
QAISN ALNPNATESK LPDISPDNKI LFIAGHDTNI ANIAGMLNMR W-
TLPGQPDNT PPGGALVFER LADKSGKQYV SVSMVYQTLE QLRSQTPLSL
NQPAGSVQLK IPGCNDQTAE GYCPLSTFTR VWSQSVEPGC QLQ

SEQ ID NO: 20 (sequéncia de codificagao do peptideo sinal de LAT)

atgaaacaac aaaaacggct ttacgcccga ttgctgacgc tgttatttge gctcatctte ttgetgectce

attctgcagc ttcagca

SEQ ID NO: 21 (peptideo sinal de LAT)

MKQQKRLYAR LLTLLFALIF LLPHSAASA

SEQ ID NO: 22 (AmyS S242Q truncada)

AAPFNGTMMQ YFEWYLPDDG TLWTKVANEA NNLSSLGITA LWLP-
PAYKGT SRSDVGYGVY DLYDLGEFNQ KGTVRTKYGT KAQYLQAIQA
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AHAAGMQVYA DVVFDHKGGA DGTEWVDAVE VNPSDRNQEI SGTYQI-
QAWT KFDFPGRGNT YSSFKWRWYH FDGVDWDESR KLSRIYKFRG IG-
KAWDWEVD TENGNYDYLM YADLDMDHPE VVTELKNWGK WYVNTT-
NIDG FRLDAVKHIK FQFFPDWLSY VRSQTGKPLF TVGEYWSYDI NK-
LHNYITKT NGTMSLFDAP LHNKFYTASK SGGAFDMRTL MTNTLMKDQP
TLAVTFVDNH DTEPGQALQS WVDPWFKPLA YAFILTRQEG
YPCVFYGDYY GIPQYNIPSL KSKIDPLLIA RRDYAYGTQH DYLDHSDIIG
WTREGVTEKP GSGLAALITD GPGGSKWMYV GKQHAGKVFY DLTGN-
RSDTV TINSDGWGEF KVNGGSVSVW VPRKTT

SEQ ID NO: 23 (sequéncia de codificacdo da AmyS madura)

gccgcaccgt ttaacggtac catgatgcag tattttgaat ggtacttgce ggatgatggce acgttatgga

ccaaagtggc caatgaagcc aacaacttat ccagccttgg catcaccgcet ctttggctge
cgcccgctta caaaggaaca agccgcagcg acgtagggta cggagtatac gacttgtatg
acctcggcga attcaatcaa aaagggaccg tccgcacaaa atatggaaca aaagctcaat atctt-
caagc cattcaagcc gcccacgecg ctggaatgca agtgtacgcc gatgtcgtgt tcgaccataa
aggcggcgct gacggcacgg aatgggtgga cgccgtcgaa gtcaatccgt ccgaccgcaa cca-
agaaatc tcgggcacct atcaaatcca agcatggacg aaatttgatt ttcccgggcg gggcaa-
cacc tactccagct ttaagtggcg ctggtaccat tttgacggcg ttgactggga cgaaagccga aa-
attaagcc gcatttacaa attccgcggce atcggcaaag cgtgggattg ggaagtagac acggaa-
aacg gaaactatga ctacttaatg tatgccgacc ttgatatgga tcatcccgaa gtcgtgaccg
agctgaaaaa ctgggggaaa tggtatgtca acacaacgaa cattgatggg ttccggcttg
atgccgtcaa gcatattaag ttcagttttt ttcctgattg gttgtcgtat gtgcgtictc agactggcaa
gccgctattt accgtcgggg aatattggag ctatgacatc aacaagttgc acaattacat tacgaaa-
aca aacggaacga tgtctttgtt tgatgccccg ttacacaaca aattttatac cgcticcaaa
tcagggggcg catttgatat gcgcacgtta atgaccaata ctctcatgaa agatcaaccg a-
cattggccg tcaccticgt tgataatcat gacaccgaac ccggccaagce gctgcagtca tgggte-
gacc catggttcaa accgttggct tacgccttta ttctaactcg gcaggaagga tacccgtgeg tettt-
tatgg tgactattat ggcattccac aatataacat tccttcgctg aaaagcaaaa tcgatccgcet cct-
catcgcg cgcagggatt atgcttacgg aacgcaacat gattatcttg atcactccga catcatcggg
tggacaaggg aaggggtcac tgaaaaacca ggatccgggc tggccgcact gatcaccgat
gggccgggag gaagcaaatg gatgtacgtt ggcaaacaac acgctggaaa agtgttctat gacct-

taccg gcaaccggag tgacaccgtc accatcaaca gtgatggatg gggggaattc aaagtcaatg
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gcggttcggt ttcggtttgg gttcctagaa aaacgaccgt ttctaccatc gcetcggccga tcaca-
acccg éccgtggact ggtgaattcg tccgttggac cgaaccacgg ttggtggcat ggcct

SEQ ID NO:24 (Satori F)
5'-CTCATCTTCTTGCTGCCTCATTCTGCAGCTTC-3'

SEQ ID NO:25 (Satori R)

5-TTATCCTTTACCTTGTCTCCAAGC-3'

DESCRICAO DETALHADA

~ L_Introducao

A presente composi¢cao e métodos relacionam-se a variantes de
uma a-amilase parental que exibem uma alteragao em pelo menos uma das
seguintes propriedades em relagdo a dita a-amilase parental: atividade es-
pecifica, especificidade por substrato, ligagcdo de substrato, clivagem de
substrato, estabilidade térmica, atividade dependente de pH, estabilidade
dependente de pH, estabilidade oxidativa, dependéncia de Ca%*, pl e de-
sempenho de lavagem. As variantes sao adequadas para conversao de a-
mido, produgao de etanol, lavagem de roupas, lavagem de lougas, limpeza
de superficie dura, e outros usos industriais.

Embora numerosas mutagdes sejam descritas, elas tm em co-
mum a capacidade de melhorar o desempenho de a-amilases parentais que
compartilham atributos estruturais em termos da identidade de sequéncia de
aminoacidos e estrutura tridimensional. Foi encontrado que varias destas
mutagdes sdo combinaveis com outras mutagdes, que as tornam de valor
particular no desenho de a-amilases variantes com propriedades pré-
selecionadas. Também sao descritas posigdes que nao sao acessiveis a
mutacgao, em geral, ou nao acessiveis a mutagao e combinagao com outras
mutacgoes. A identificagao destas posi¢goes é também importante no desenho
de a-amilases variantes com propriedades pré-selecionadas.

Embora estudos realizados em suporte as presentes composi-
¢oes e métodos fossem realizados principalmente usando uma a-amilase
parental particular de Geobacillus stearothermophilus, a-amilases estrutu-
ralmente relacionadas sao suscetiveis a se beneficiar de mutagdes equiva-

lentes. Consequentemente, a presente descricao fornece um roteiro para
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modificar qualquer de uma grande quantidade de a-amilases para produzir
modificagdes benéficas em caracteristicas de desempenho e para identifica-
cdo de novas a-amilases provavelmente tendo caracteristica de desempe-
nho desejavel com base na presencga de certos residuos de aminoacidos em
posi¢des especificadas.

Estes e outros aspectos e modalidades das composi¢goes e mé-
todos sao descritos em mais detalhes, abaixo.

Il. Definicoes e nomenclatura

Antes da descrigao das presentes composi¢cées e métodos mais
detalhes, terminologia, nomenclatura e principios gerais variados sao apre-
sentados abaixo.

A. Definicées

Os seguintes termos e frases sdo definidos para clareza. A ter-
mos e frases que nao sao definidos devem ser dados o seu significado usual
como usado na técnica. Referéncia é feita a referéncias padrao de biologia
molecular, tais como Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORA-
TORY MANUAL (2nd Ed., 1989); Kreigler, GENE TRANSFER AND EX-
PRESSION; A LABORATORY MANUAL (1990); Ausubel et al. (eds.) CUR-
RENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (1994); Singleton, et al.,
DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 2nd ED.,
John Wiley and Sons, New York (1994); e Hale and Markham, THE HAR-
PER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991).

Como usado neste pedido, o termo "amido" refere-se a qualquer
material compreendido dos carboidratos polissacaridicos complexos de plan-
tas, compreendidos de amilose e amilopectina com a formula (CeH10Os)x, em
que X pode ser qualquer numero. Fontes exemplares de amido incluem, mas
nao s&o limitadas a graos, gramineas, tubérculos e raizes, e mais especifi-
camente trigo, cevada, milho, centeio, arroz, sorgo, farelos de trigo, mandio-
ca, paingo, batata, batata doce e tapioca.

Como usado neste pedido, o termo "alfa (a)-amilase" refere-se a
enzimas que catalisam a hidrélise de ligagdes a-1,4 glicosidicas, por exem-

plo, E.C. classe 3.2.1.1. Estas enzimas também foram descritas como afe-



10

15

20

25

30

26

tando a exo ou endohidrélise de ligagées 1,4-a-D-glicosidicas em polissaca-
rideos contendo unidades D-glicose 1,4-a ligadas. Outro termo usado para
descrever estas enzimas € "glicogenases". Enzimas exemplares incluem a-
1,4-glican 4-glicanohidrase glicanohidrolase.

Como usado neste pedido, o termo "recombinante", quando u-
sado em referéncia a uma célula, acido nucleico, proteina ou vetor, indica
que a célula, acido nucleico, proteina ou vetor, foram modificados pela intro-
ducao de um acido nucleico ou proteina heterdlogos ou alteragao de um aci-
do nucleico ou proteina nativos, ou que a célula é derivada de uma célula
assim modificada. Dessa forma, por exemplo, células recombinantes ex-
pressam genes que nao sao encontrados na forma nativa (ndo recombinan-
te) da célula ou expressam genes nativos que sao de outra maneira anor-
malmente expressos, subexpressos ou nao expressos de modo algum.

Como usado neste pedido, os termos "proteina” e "polipeptideo”
sdo usados intercambiavelmente para referir-se a uma cadeia contigua de
residuos de aminoacidos ligados por ligagdes peptidicas. O coédigo de uma
letra ou de trés letras convencional para residuos de aminoacidos € usado.

Como usado neste pedido, "uma sequéncia sinal" refere-se a
uma sequéncia de residuos de aminoacidos no N-terminal de um polipepti-
deo, que facilita a secregdo de um polipeptideo extracelular para fora da cé-
lula. A forma madura da proteina extracelular perde a sequéncia sinal, que é
clivada durante o processo de secregao.

Como usado neste pedido, um "gene" refere-se a um segmento
de DNA que esta envolvido na produgao de um polipeptideo e inclui regides
precedentes e regides seguintes de codificagdo bem como sequéncias inter-
venientes (introns) entre segmentos de codificagao individuais (éxons). O
nome de um gene é geralmente escrito em italico, enquanto o nome de uma
proteina correspondente & geralmente nao escrito em italico e a primeira
letra € mailscula.

Como usados neste pedido, os termos "acido nucleico" e "poli-
nucleotideo" sdo usados intercambiavelmente parar referir-se a uma cadeia

contigua de nucleosideos ligada por ligagdes fosfodiéster ou similares, e en-
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globam DNA, RNA, se fita simples, fita dupla ou parcialmente fita dupla, bem
como DNA ou RNA quimicamente modificado ou derivados sintéticos dos
mesmos. A menos que de outra maneira especificada, as sequéncias de
acidos nucleicos estdao presentes na diregao 5 a 3'. O versado apreciara
que, porque o codigo genético é degenerado, mais de um cédon pode codifi-
car um aminoacido particular.

Como usado neste pedido, um "vetor" refere-se a uma sequén-
cia polinucleotidica projetada para introduzir acidos nucleicos em um ou
mais tipos celulares. Vetores incluem vetores de clonagem, vetores de ex-
pressao, vetores ponte, plasmideos, particulas de fago, cassetes e similares.

Como usado neste pedido, um "vetor de expressao" refere-se a
um construto de DNA compreendendo uma sequéncia de DNA que é opera-
cionalmente ligada a uma sequéncia controle adequada capaz de efetuar
expressao do DNA em um hospedeiro adequado. Tais sequéncias controle
podem incluir um promotor para efetuar a transcricdo, uma sequéncia ope-
radora opcional para controlar a transcricdo, uma sequéncia adequada que
codifica sitios de ligagao a ribossomo no mRNA, potencializadores e se-
quéncias que controlam a terminagao de transcricdo e tradugao.

Como usado neste pedido, um "promotor” é uma sequéncia re-
gulatéria que esta envolvida na ligagao da RNA polimerase para iniciar a
transcricao de um gene. Um promotor pode ser um promotor induzivel ou um
promotor constitutivo. Um promotor exemplar esta no gene cbh1 de Tricho-
derma reesei, que € um promotor induzivel.

Como usado neste pedido, o termo "sob controle transcricional”
indica que a transcricao de um polinucleotideo especificado, normalmente
uma sequéncia de DNA, depende de estar operacionalmente ligada a um
promotor especificado e/ou outro elemento(s), que regula sua transcrigao.

Como usado neste pedido, o termo "sob controle tranducional”
indica que a tradugao de um polinucleotideo especificado, normalmente uma
sequéncia de mRNA, depende dela estar operacionalmente ligada a um e-
lemento(s) especificado, que regule sua tradugao.

Como usado neste pedido, o termo "derivado" engloba os ter-
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mos "originados de", "obtido de", "obtenivel de" e "isolado a partir de" e é
usado para indicar que um polipeptideo, polinucleotideo, vetor de expressao,
célula hospedeira especificada, ou similares, € uma variante modificada de
um polipeptideo, polinucleotideo, vetor de expressao, célula hospedeira pa-
rental ou similares.

Como usado neste pedido, "operacionalmente ligados" significa
que os componentes descritos estdao em uma relagao que os permite funcio-
nar em sua forma pretendida. Por exemplo, uma sequéncia regulatéria pode
estar "operacionalmente ligada" a uma sequéncia de codificacao de tal modo
que a expressao da sequéncia de codificagao seja alcangada sob condigdes
compativeis com a sequéncia regulatéria.

O termo "marcador seletivo/selecionavel” refere-se a um gene
capaz de ser expresso em uma célula hospedeira que permite facilidade de
selecao daquelas células hospedeiras usando um componente de meio ou
condicdo de crescimento. Exemplos de marcadores selecionaveis incluem,
mas nao sao limitados ao gene que confere resisténcia antibibti-
ca/antimicrobiana (por exemplo, higromicina, bleomicina ou cloranfenicol)
e/ou genes que conferem uma vantagem metabdlica ou nutritiva.

Como usado neste pedido, um polinucleotideo ou polipeptideo
tem certa "percentual/porcentagem de identidade de sequéncia" (por exem-
plo, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%)
com outra sequéncia quando a porcentagem especificada de bases ou resi-
duos de aminoacidos € a mesma apos o alinhamento das sequéncias. Ali-
nhamento e homologia ou identidade percentual podem ser determinados
usando qualquer programa adequado conhecido na técnica, por exemplo,
aqueles descritos em CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY
(Ausubel et al. (eds) (1987) Supplement 30, section 7.7.18). Programas pre-
ferenciais incluem os programas Vector NTI Advance® 9.0 (Invitrogen Corp.
Carlsbad, CA), GCG Pileup, FASTA (Pearson et al. (1988) Proc. Natl, Acad.
Sci USA 85:2444-2448), e BLAST (BLAST Manual, Altschul et al., Natl Cent.
Biotechnol. Inf., Natl Lib. Med. (NCIB NLM NIH), Bethesda, Md., e Altschul et
al.(1997) NAR 25:3389-3402). Outro programa de alinhamento preferencial é
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ALIGN plus (Scientific and Educational Software, PA), preferencialmente u-
sando parametros pré-configurados. Outro programa de sequéncia que en-
contra uso € o Programa de Busca de Dados TFASTA disponivel no Se-
quence Software Package Version 6.0 (Genetics Computer Group, University
of Wisconsin, Madison, WI).

Como usado neste pedido, uma "linhagem hospedeira” ou "célu-
la hospedeira" refere-se a um organismo adequado para introdugcao de um
vetor de expressao ou construto de DNA compreendendo um polinucleotideo
que codifica um polipeptideo objeto. Células hospedeiras sao preferencial-
mente células bacterianas ou fungicas, mas também podem ser células ve-
getais (por exemplo, protoplastos), células de inseto ou células mamiferas.

Como usado neste pedido, o termo "cultura" refere-se ao cres-
cimento de uma populagao de células microbianas sob as condigbes ade-
quadas em meio liquido ou sélido. Cultura inclui bioconversao fermentativa
de um substrato de amido contendo amido granular a um produto final (tipi-
camente em um recipiente ou reator).

Como usado neste pedido, o termo "fermentagao" refere-se ao
esgotamento enzimatico e substancialmente anaerébico de substancias or-
ganicas por micro-organismos para produgao de compostos organicos mais
simples. Embora a fermentacao geralmente ocorra sob condigbes anaerobi-
cas, nao é pretendido que o termo seja limitado somente a condi¢ées anae-
robicas estritas, ja que fermentagdo também ocorre na presenca de oxigé-
nio.

Como usado neste pedido, o termo "contato"”, com referéncia a
uma enzima e seu substrato, refere-se ao colocar a enzima em proximidade
suficiente ao substrato para permitir a enzima converter o substrato em um
produto final (isto &, agir sobre substrato). Contato pode ser provocado pela
mistura de solugdes ou suspensdes de enzimas e substratos.

Como usado neste pedido, o termo "conversao enzimatica" ge-
ralmente se refere a modificagao de um substrato pela agdo enzimatica, por
exemplo, a modificagdo de um substrato de amido pela agao de uma amila-

se, glicoamilase ou outra enzima.
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Como usado neste pedido, o termo "sacarificagao" refere-se a
conversao enzimatica de amido a glicose.

Como usado neste pedido, o termo "gelatinizagcao" refere-se a
solubilizacao de amido (por exemplo, amido bruto ou cristalino) pelo cozi-
mento para formar uma suspensao viscosa.

Como usado neste pedido, o termo "liquefacao" refere-se ao es-
tagio na conversao de amido no qual o amido gelatinizado é hidrolisado a
dextrinas soluveis de menor peso molecular.

Como usado neste pedido, o termo "grau da polimerizagao (DP)"
refere-se ao numero (n) de unidades anidroglicopiranose em um dado saca-
rideo. Exemplos de sacarideos DP1 sdo monossacarideos, tais como glico-
se e frutose. Exemplos de sacarideos DP2 sao dissacarideos, tais como
maltose e sacarose. Um sacarideo DP > 3 tem um grau da polimerizagao
maior que 3.

Como usado neste pedido, os termos "produto final" ou "produto
final desejado"” referem-se a uma molécula que é enzimaticamente derivada
de um substrato, tal como amido. _

Como usado neste pedido, o termo "conteudo de sélidos secos
(ds)" refere-se aos solidos totais de uma pasta fluida expressa em termos de
% em uma base de peso seco (% p/p).

Como usado neste pedido, o termo "pasta fluida" refere-se a
uma mistura aquosa contendo sélidos insoluveis.

Como usado neste pedido, o termo "amido residual" refere-se ao
amido remanescente (solavel ou insolivel) em uma composi¢cao de amido
ap6s fermentacao.

Como usado neste pedido, uma "etapa de reciclagem” refere-se
a reciclagem de componentes da massa, que podem incluir amido residual,
enzimas, e/ou micro-organismos para afetar ou participar na fermentacao de
composi¢coes de amido adicionais.

Como usado neste pedido, o termo "massa" refere-se a uma
mistura de moléculas fermentaveis de carbono (por exemplo, carboidratos)

em agua, que podem ser usadas para produzir um produto fermentado, tal
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como um alcool. Os termos "cerveja" e "massa" podem ser usados inter-
cambiavelmente.

Como usado neste pedido, o termo "vinhaca" refere-se a uma
mistura de solidos nado fermentados e agua, que € o residuo ap6s remocgao
do alcool de uma massa fermentada.

Como usado neste pedido, os termos "graos secos de destilaria
(DDG)" e "graos secos de destilaria soluveis (DDGS)" referem-se a um sub-
produto util da fermentagao de grao.

Como usado neste pedido, "um micro-organismo etanologénico"
refere-se a um micro-organismo capaz de converter um agucar ou oligossa-
carideo em etanol. Micro-organismos etanologénicos sdo genericamente
etanologénicos em virtude de sua capacidade de expressar uma ou mais
enzimas que convertem individualmente ou em conjunto o agticar em etanol.

Como usado neste pedido, o termo "produtor de etanol" ou "mi-
cro-organismo produtor de etanol" refere-se a qualquer organismo ou célula
que seja capaz de produzir etanol a partir de uma hexose ou pentose. Ge-
ralmente, células produtoras de etanol contém uma alcool desidrogenase e
uma piruvato decarboxilase. Exemplos de micro-organismos produtores de
etanol incluem micro-organismos fungicos, tais como levedura. Levedura
preferencial inclui linhagens de Sacchromyces, particularmente, S. cerevisi-
ae.

Como usado neste pedido, o termo "heterdlogo"”, com referéncia
a um polinucleotideo ou polipeptideo, refere-se a um polinucleotideo ou poli-
peptideo que nao ocorre naturalmente em uma célula hospedeira. A proteina
pode ser um polipeptideo industrial comercialmente importante, tal como
uma enzima. E pretendido que o termo englobe polinucleotideos e polipepti-
deos que sao (ou sao codificados por) genes que ocorrem naturalmente,
genes mutados e/ou genes sintéticos.

Como usado neste pedido, o termo "endégeno”, com referéncia
a um polinucleotideo ou polipeptideo, refere-se a um polinucleotideo ou poli-
peptideo que ocorre naturalmente na célula hospedeira.

Como usado neste pedido, os termos "recuperado”, "isolado” e
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"separado” referem-se a um composto, proteina, célula, acido nucleico ou
aminoacido que é removido de pelo menos um componente com o qual esta
associado naturalmente.

Como usado neste pedido, os termos "transformado”, "estavel-
mente transformado” e "transgénico”, usados em referéncia a uma célula,
significam que a célula inclui uma sequéncia de acido nucleico nao natural
(por exemplo, heterdloga) integrada em seu genoma ou transportada como
um plasmideo epissomal que &€ mantido por multiplas geragoes.

Como usado neste pedido, o termo "expressao" refere-se ao
processo pelo qual um polipeptideo é produzido com base na sequéncia nu-
cleotidica de um gene. O processo inclui tanto transcricdo como tradugao.

Como usado neste pedido, o termo "introduzido", no contexto de
insercao de uma sequéncia de acido nucleico em uma célula, refere-se
"transfecc¢ao”, "transformacgao" ou "transduc¢ao”, e inclui referéncia a incorpo-
ragcao de uma sequéncia de acido nucleico em uma célula eucaridtica ou
procariética em que a sequéncia de acido nucleico pode ser incorporada no
genoma da célula (por exemplo, cromossomo, plasmideo, plastideo ou DNA
mitocondrial), convertida em um replicon auténomo, ou transitoriamente ex-
pressa (por exemplo, mRNA transfectado).

Como usado neste pedido, o termo "atividade especifica" refere-
se ao numero de mols do substrato que podem ser convertidos no produto
por uma enzima ou preparag¢ao enzimatica por unidade de tempo sob condi-
¢oOes especificas. Atividade especifica € geralmente expressa como unida-
des (U)/mg de proteina.

Como usado neste pedido, o termo "rendimento" refere-se a
quantidade de produto final produzido usando um método especificado e
reagentes especificados (incluindo enzimas). A quantidade do produto final
pode ser expressa em termos de massa, volume, concentragao ou similares,
e pode incluir uma referéncia a quantidade do material inicial (por exemplo,
substrato), tempo ou outras condigoes.

Como usado neste pedido, o termo "indice de desempenho (PI)"

refere-se a razao de desempenho de uma enzima variante para a enzima de
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referéncia ou parental. Dentro deste contexto, varios termos e frases adicio-
nais sdo usados para caracterizar o desempenho das variantes: "mutagoes
para cima" tém um PI> 1, mutagbes neutras tém um PI> 0,5; as mutagoes
nao deletérias tém um PI> 0,05; mutagdes deletérias tém um Pl = 0,05; mu-
tagcées combinaveis tém um Pl = 0,5 para pelo menos uma propriedade, e >
0,05 para todas as propriedades.

Como usado neste pedido, "mutagdes combinaveis" sdao muta-
¢oes que podem ser combinadas para entregar proteinas com indices de
desempenho (Pl) pré-selecionados para uma ou mais propriedades deseja-
das (ver acima).

Como usado neste pedido, "ATCC" refere-se a American Type
Culture Collection localizado em Manassas, VA, EUA.

Como usado neste pedido, "NRRL" refere-se ao Agricultural Re-
search Service Culture Collection, National Center for Agricultural Utilization
Research (anteriormente conhecido como USDA Northern Regional Resear-
ch Laboratory) em Peoria, lllinois, EUA.

Em geral, faixas numéricas sao inclusivas dos nimeros que de-
finem a faixa. Os artigos singulares "a", "o0", "um" e "uma" incluem referentes
plurais, a menos que o contexto claramente dite de outra maneira. Os titulos
sao fornecidos para facilitar a leitura e ndo devem ser interpretados como
delimitando o objeto descrito a uma porgao do relatério descritivo. Todas as
patentes e publicagées, incluindo todas as sequéncias reveladas dentro de
tais patentes e publicagées, sao expressamente incorporadas por referéncia.

B. Nomenclatura

Os codigos convencionais de uma letra e de trés letras de resi-
duos de aminoacidos sao usados a menos que de outra maneira especifica-
do. Polipeptideos variantes sdo descritos usando a seguinte nomenclatura:
aminoacido(s) original: posicao(des): aminoacido(s) substituido.

De acordo com esta nomenclatura, por exemplo, a substituicao
de serina por uma alanina na posi¢ao 242 é mostrada como:

Ser242Ala ou S242A

Uma delecao de alanina na posi¢ao 30 € mostrada como:
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Ala30* ou A30* ou AA30

E uma insergado de um residuo de aminoacido adicional, tal co-
mo lisina, € mostrada como:

Ala30AlaLys ou A30AK

Uma delegao de um trecho consecutivo de residuos de aminoa-
cidos, tais como residuos de aminoacidos 30 a 33, € indicada como (30 a
33)* ou A(A30-N33).

Onde um polipeptideo contém "uma delegao" em comparagao
com outros polipeptideos (ou um polipeptideo parental) e uma insercao é
feita nesta posicao é indicado como:

*36Asp ou *36D, onde o exemplo representa para a insercao de
um acido aspartico na posigao 36.

Mltiplas mutagdes sdo separadas por mais sinais. Por exemplo,
mutacoes nas posi¢cdes 30 e 34, substituindo alanina e acido glutadmico por
asparagina e serina, respectivamente, sao representadas por:

Ala30Asp+Glu34Ser ou A3ON+E34S

Quando um ou mais residuos de aminoacidos alternativos po-
dem ser inseridos em uma dada posi¢ao € indicado como

A30N,E ou A30N ou A30E

Além disso, quando uma posi¢ao adequada para modificagao é
identificada sem qualquer modificagao especifica ser sugerida, deve ser en-
tendido que qualquer residuo de aminoacido pode ser substituido pelo resi-
duo de aminoacido presente na posi¢ao. Por exemplo, quando uma modifi-
cacao de uma alanina na posi¢cao 30 € mencionada, mas nao especificada,
deve ser entendido que a alanina pode ser deletada ou substituida por qual-
quer outro aminoacido, isto é, qualquer um de:

R,NDACQEGHILLKMFP,STWY,V.

Além disso, "A30X" significa qualquer das seguintes substitui-
coes:

A30R, A30N, A30D, A30C, A30Q, A30E, A30G, A30H, A30l,
A30L, A30K, A30M, A30F, A30P, A30S, A30T, A30W, A30Y, ou A30 V; que
também podem ser apresentadas como: A30R, N, D, C, Q, E, G H, |, L, K,
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MF,P,STWY,V.

Se a enzima parental usada para a numeracao ja tiver o residuo
de aminoacido em questao sugerido para substituicao naquela posicao, a
seguinte nomenclatura é usada:

"X30N" ou "X30N,V" no caso onde, por exemplo, ou um N ou V
esta presente no selvagem.

Dessa forma, significa que outras enzimas parentais correspon-
dentes sao substituidas por um "Asn" ou "Val" na posi¢ao 30.

C. Caracteristicas dos residuos de aminoacidos

A seguinte informacao geral caracteristica de residuos de ami-
noacidos é fornecida para referéncia.

Aminoacidos carregados:

Asp, Glu, Arg, Lys, His

Aminoacidos negativamente carregados (com o residuo mais
negativo primeiro):

Asp, Glu

~ Aminoacidos positivamente carregados (com o residuo mais po-

sitivo primeiro):

Arg, Lys, His

Aminoacidos neutros:

Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Met, Cys, Asn, GIn, Ser,
Thr, Pro

Residuos de aminoacido hidrofébicos (com o residuo mais hidro-
fébico listado por ultimo):

Gly, Ala, Val, Pro, Met, Leu, lle, Tyr, Phe, Trp,

Aminoacidos hidrofilicos (com o residuo mais hidrofilico listado
por ultimo):

Thr, Ser, Cys, GIn, Asn

lll. a-amilases para uso nas presentes composicoes e métodos

Os seguintes paragrafos descrevem a-amilases "similares a
Spezyme® Xtra" ou "similares a AmyS" que podem ser modificadas e usadas

de acordo com o descrito neste pedido.
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A. Homologia entre a-amilases

Experimentos realizados em suporte as presentes composigées
e métodos foram realizados usando a-amilase de Geobacillus (anteriormente
Bacillus) stearothermophilus (isto é, AmyS), exemplificados pela SEQ ID NO:
2. Uma variante desta amilase esta comercialmente disponivel como
SPEZYME® Xtra (Danisco US Inc, Genencor Division, Palo Alto, CA, EUA).

Diversas a-amilases produzidas por Bacillus spp. sao altamente
homélogas (idénticas) no nivel de aminoacido a AmyS, e é esperado que
muitas das mutagdes descritas neste pedido produzam efeitos similares
quando feitas nestas amilases, que sao coletivamente referidas como a-
amilases "similares a Spezyme® Xtra" ou "similares a AmyS". A identidade
de diversas a-amilases de Bacillus conhecidas é resumida na Tabela A:

TABELA A. Percentual de identidade

707 | AP1378 | BAN | BSG | SP690 | SP722 | AA560 | LAT
707 100,0| 86,4 66,9 | 66,5 | 87,6 86,2 95,5 | 68,1

AP1378 | 86,4 | 1000 | 67,1 | 68,1 95,1 86,6 86,0 | 69,4
BAN 66,9 67,1 100,0| 65,6 | 67,1 68,8 66,9 | 80,7
BSG 66,5 68,1 656 |100,0| 67,9 67,1 66,3 | 654

SP690 | 87,6 95,1 67,1 | 67,9 | 100,0 | 87,2 87,0 | 69,2

SP722 | 86,2 86,6 68,8 | 67,1 87,2 | 100,0 | 86,8 | 70,8

AA560 | 95,5 86,0 66,9 | 66,3 | 87,0 86,8 | 100,0 | 68,3
LAT 68,1 69,4 80,7 | 654 | 69,2 70,8 68,3 | 100,0

A a-amilase de B. licheniformis (LAT) que tem a sequéncia de
aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 7 foi encontrada ser aproximadamen-
te 81% homologa a a-amilase de B. amyloliquefaciens tendo a sequéncia de
aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 9, e aproximadamente 65% homolo-
ga com a a-amilase de Geobacillus (anteriormente Bacillus) stearothermo-
philus (BSG; AmyS) compreendendo a sequéncia de aminoacidos mostrada
na SEQ ID NO: 1. a-Amilases homélogas adicionais incluem SP690 e SP722
reveladas no WO 95/26397 e a a-amilase #707 derivada de Bacillus sp.,
mostrada na SEQ ID NO: 6 e descrita por Tsukamoto et al. (1988) Biochemi-
cal and Biophysical Research Communications 151:25-31. A a-amilase KSM
AP1378 (SEQ ID NO: 12) é revelada no WO 97/00324 (KAO Corporation).
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a-Amilases ainda mais homologas incluem a a-amilase produzi-
da pela cepa de B. lichenformis descrita na EP 0 252666. (ATCC 27811), e
as a-amilases identificadas nos WO 91/00353 e WO 94/18314. Outras a-
amilases similares a SPEZYME® Xtra comerciais estdo compreendidas nos
produtos vendidos sob as seguintes marcas: SPEZYME® AA e Ultraphlow
(disponivel em Danisco US Inc, Genencor Division), e KEISTASE® (disponi-
vel em Daiwa) e LIQUEZYME® SC (SEQ ID NO: 15) disponivel em Novozy-

mes, DK). Outras a-amilases relacionadas incluem Termamyl® (SEQ ID NO:

'8; Novozymes), STAINZYME® (SEQ ID NO: 10; Novozymes), NATALASE™

(SEQ ID NO: 11; Novozymes), KAO KSM K38 (SEQ ID NO: 13), KAO KSM
K36 (SEQ ID NO: 14), outras a-amilases mencionadas na Tabela, e outras
a-amilases descritas neste pedido.

Por causa da homologia substancial encontrada entre estas a-
amilases, considera-se que pertengam a mesma classe de a-amilases e se-
jam englobadas pelas presentes composicoes e métodos. Embora a-amilase
de G. stearothermophilus (SEQ ID NO: 2) seja usada como um ponto de par-
tida, posigoes correspondentes nestas e outras a-amilases, por exemplo,
SP722, BLA, BAN, AA560, SP690, KSM AP1378, #707 e outras a-amilases
de Bacillus sao também esperadas se beneficiar das modificagdes a serem
descritas.

Consequentemente, os termos a-amilase similar a SPEZYME®
Xtra ou a-amilase similar a AmyS sao destinados a incluir uma a-amilase
tendo a sequéncia de aminoacidos das SEQ ID NOs: 1, 2,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 15 e 16. Em algumas modalidades, a-amilase similar a SPEZYME® X-
TRA ou a-amilase similar a AmyS também incluem a-amilases que exibem
identidade substancial no nivel de aminoacido a SEQ ID NO: 2, por exemplo,
homologia de pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo me-
nos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos
96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo menos até 99% (identida-
de). Em modalidades adicionais, a-amilase similar a SPEZYME® XTRA ou a-

amilase similar a AmyS também incluem a-amilases que exibem identidade
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substancial ao nivel de aminoacido a uma ou mais das SEQ ID NOs: 1, 2, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 15, e 16, por exemplo, pelo menos 60%, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos
94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos
98%, ou pelo menos homologia de até 99% (identidade).

A homologia de a-amilases conhecidas ou suspeitas a uma a-
amilase de referéncia pode ser determinada por meio de programas de
computador conhecidos na técnica. Geralmente, um alinhamento estrutural
entre SPEZYME® Xtra (SEQ ID NO: 2) e, por exemp/o,Aoutra a-amilase pode
ser usado para identificar posi¢coes equivalentes/correspondentes em outras
a-amilases similares a SPEZYME® Xtra, que podem ser mutadas como
descrito neste pedido para produzir efeitos similares. Um programa exemplar
€& GAP, que é fornecido no pacote de programas GCG (descrito acima). Em
particular, Gap GCG v8 pode ser usado com a matriz de classificagao pré-
configurada de identidade e os seguintes parametros pré-configurados: pe-
nalidade de criagao de lacuna de 5,0 e penalidade de extensao de lacuna de
0,3, respectivamente para comparag¢ao de sequéncia de acidos nucleicos, e
penalidade de criagao de lacuna de 3,0 e penalidade de extensao de lacuna
de 0,1, respectivamente, para comparacgao de sequéncia proteica. GAP usa
o método de Needleman e Wunsch, (1970), J.Mol. Biol. 48:443-453, para
fazer alinhamentos e calcular a identidade. Outros programas e métodos sao
conhecidos na técnica. '

Outro método de obtencao de alinhamentos estruturais deve u-
sar o programa Pile Up do pacote GCG usando os valores pré-configurados
das penalidades de lacuna, isto €, uma penalidade de criagao de lacuna de
3,0 e penalidade de extensao de lacuna de 0,1. Outros métodos de alinha-
mento estrutural incluem a analise de grupo hidrofébico (Gaboriaud et al.,
(1987), FEBS LETTERS 224, pp. 149-155) e processo de execucao reversa
(Huber, T; Torda, AE, Protein Science Vol. 7, N. 1 pp. 142-149 (1998).

a-Amilases similares a SPEZYME® Xtra ou a-amilases similares

a AmyS incluem ainda polipeptideos codificados por uma sequéncia de DNA
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que hibridiza a uma sequéncia de DNA que codifica uma ou mais das a-
amilases acima mencionadas, como exemplificado pelas SEQ ID NOs: 9
(BAN), 5 (BSG; AmyS), 3 (SP722), 1 (SP690), 7 (LAT), e 11 (AA560) de WO
06/002643 e polinucleotideos que codificam as sequéncias de aminoacidos
das SEQ ID NOs: 1, 2,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 15 e 16. Um acido nucleico é
hibridizavel a outra sequéncia de acido nucleico quando uma forma de fita
Unica do acido nucleico pode anelar a outro acido nucleico sob as condigoes
apropriadas de temperatura e forga idnica da solugdo. Condigdes de hibridi-
zagao e de lavagem sao bem conhecidas na técnica (ver, por exemplo,
Sambrook (1989) supra, particularmente os capitulos 9 e 11). Uma sonda
oligonucleotidica usada na caracterizagao de uma a-amilase conhecida ou
suspeita similar a SPEZYME® Xtra acima pode apropriadamente ser prepa-
rada com base na sequéncia nucleotidica ou de aminoacidos completa ou
parcial da a-amilase em questao.

Condi¢bes adequadas para teste de hibridizagao envolvem pré-
imersao em SSC 5X e pré-hibridizagao por 1 hora a 40°C em uma solugao
de formamida 20%, solucao de Denhardt 5X, fosfato de sé6dio 50 mM, pH
6,8, e 50 mg de DNA de timo de bezerro sonicado desnaturado, seguido por
hibridizagdo na mesma solugao suplementada com ATP 100 mM por 18 ho-
ras a 40°C, seguido por lavagem trés vezes do filtro em SSC 2X, SDS 0,2%
a 40°C por 30 minutos (baixa estringéncia), preferencialmente a 50°C (es-
tringéncia média), mais preferencialmente a 65°C (alta estringéncia), ainda
mais preferencialmente a 75°C (estringéncia muito alta). Mais detalhes sobre
o0 método de hibridizagao podem ser encontrados em Sambrook et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989. Em
algumas modalidades, condigOes estringentes correspondem a uma Tm de
65°C e SSC 0,1x, SDS 0,1%.

B. a-Amilases parentais

Qualquer uma das a-amilases acima mencionadas similares a
SPEZYME® Xtra/AmyS pode servir como uma a-amilase parental a ser mo-
dificada e usada como descrito neste pedido. A a-amilase parental/parental

também pode ser referida como um "esqueleto" ou "molde", e as amilases
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variantes podem ser derivadas, destas. Em algumas modalidades, a a-
amilase parental é derivada de G. stearothermophilus. Em uma modalidade
particular, a a-amilase parental tem a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO: 2. Em outras modalidades, a a-amilase parental tem a sequéncia de
aminoacidos das SEQ ID NOs: 1, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15 e 16, ou mostra
identidade substancial no nivel de aminoacido a SEQ ID NOs: 1, 2,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 15 e/ou 16, por exemplo, de pelo menos 60%, pelo menos 70%,
pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo
menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo me-
nos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo me-
nos até 99% de homologia (identidade).

Uma a-amilase parental também pode ser uma a-amilase hibri-
da, isto é, a-amilase, compreendendo uma combinacdo de sequéncias de
aminoacidos parciais derivadas de pelo menos duas a-amilases, tais como
aquelas descritas acima. Além disso, a a-amilase hibrida pode incluir uma
porcao de um a-amilase similar a SPEZYME® Xtra/AmyS e porgao de uma
ou mais a-amilases de origem microbiana (bacteriana ou fingica) e/ou ma-
mifera.

Dessa forma, a a-amilase hibrida parental pode compreender
uma combinagdo de sequéncias de aminoacidos parciais que derivam de
pelo menos duas a-amilases similares a SPEZYME® XTRA, ou de pelo me-
nos uma similar a SPEZYME® Xtra e pelo menos uma a-amilase nao similar
a SPEZYME® XTRA bacteriana, ou de pelo menos uma similar a SPEZY-
ME® Xtra e pelo menos uma a-amilase fangica e similares. Por exemplo, a
a-amilase parental pode compreender uma parte C-terminal de uma a-
amilase derivada de uma linhagem de B. licheniformis, e uma parte N-
terminal de uma a-amilase derivada de uma linhagem de G. stearothermo-
philus.

IV. Propriedades alteradas de variantes de a-amilase

A seguinte secao descreve a relagao entre mutagoes, que estao
presentes nos polipeptideos variantes descritos neste pedido, e alteragées

desejaveis em propriedades (em relagao aquelas de uma a-amilase similar a
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SPEZYMED® Xtra parental), que resultam destas.

Em um primeiro aspecto, uma variante de uma a-amilase paren-
tal de G. stearothermophilus é fornecida, compreendendo uma alteragao em
uma ou mais posi¢oes (usando a SEQ ID NO: 1 ou a SEQ ID NO: 2 para a
numeragao de aminoacidos) selecionada a partir do grupo de:

P17, D19, T21, N28, S51, G72, V74, A82, Q86, Q89, A93, G95,
Q97, W115, D117, P123, S124, D125, N127, 1130, G132, Q135, P145,
G146, G148, S153, Y159, W166, S169, K171, W187, P209, N224, S242,
G256, D269, N271, T278, N281, G302, A304, R308, T321, Q358, P378,
S382, K383, T398, H405, T417, E418, P420, G421, P432, W437, G446,
G454, S457, T459, T461, S464, G474, R483.

em que

(a) a alteracao(des) € independentemente

(i) uma insercao de um aminoacido a jusante do aminoacido que
ocupa a posigao,

(i) uma delecao do aminoacido que ocupa a posigao, ou

(iii) uma substituicdo do aminoacido que ocupa a posi¢do por um
aminoacido diferente,

(b) a variante tem a atividade de a-amilase e (c) cada posigao
corresponde a uma posigao de aminoécido adicionado na sequéncia da a-
amilase parental de G. stearothermophilus tendo a sequéncia de aminoaci-
dos mostrada na SEQ ID NO: 1 ou 2.

Especificamente contempladas neste pedido sdao S242A,
S$242Q, S242N e S242E, que podem ser combinadas com mutagdes em
R179, G180, 1181, G182 e/ou K183, associadas com a ligagao calcio-sédio,
e/ou mutacdes em P245 no meio de uma a-hélice.

As posigcdes correspondentes em outras a-amilases parentais
similares a SPEZYME® Xtra podem ser encontradas pelo alinhamento como
descrito acima e mostradas no alinhamento na figura 4.

Estabilidade
No contexto das variantes descritas neste pedido, mutagoes (in-

cluindo substituicbes e delegao de aminoacidos) de importancia com relagao
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a realizacao de estabilidade alterada, em particular estabilidade melhorada
(isto é, mais alta ou mais baixa), especialmente em temperaturas altas (isto
é, 70 a 120°C) e/ou pH extremo (isto é, pH baixo ou alto, isto &, pH 4 a 6 ou
pH 8 a 11, respectivamente), em particular em concentragdes (isto é, nao
ligadas, por isso em solugao) de calcio livre abaixo de 60 ppm, incluem al-
gumas das mutagoes listadas na segao "Propriedades Alteradas". A estabili-
dade pode ser determinada como descrito na seg¢ao "Métodos" abaixo.

Mutagbes exemplares em a-amilases SPEZYME® Extra e rela-
cionadas que aumentam a estabilidade incluem:

(a) uma substituicdo que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos: 74A, 115L, 124K, 124R, 132A, 132C, 135A, 145A, 146A, 148A,
148N, 159A, 159C, 159D, 159E, 159F, 159G, 159H, 159K, 159L, 159N,
159R, 159S, 159T, 159V, 169A, 169L, 169M, 169Y, 179A, 181A, 181C,
181D, 181E, 181L, 181P, 181Q, 181V, 181Y, 242A, 242D, 242E, 242Q,
261L, 271A, 271V, 278A, 278H, 278K, 278N, 278R, 281A, 281L, 281M,
302D, 302M, 304D, 304E, 304M, 321A, 321H, 321Q, 321R, 333Q, 378D,
378N, 378R, 382D, 398A, 418A, 418M, 418N, 420A, 421R, 432A, 432D,
432L, 432M, 432N, 432Q, 432R, 432Y, 437D, 437G, 437H, 437L, 437M,
437Y, 446A, 446Y, 454A, 464Q, 464Y, 474A, 474E, 474K, 474L, 474M,
474N, 474P, 474Q, 474R, 474S e 474V, ou

(b) uma substituicdo que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos: 61, 6N, 6Q, 6T, 6V, 14T, 16F, 25A, 25C, 25G, 25Q, 27M, 36Q,
36S, 39G, 39V, 501, 50L, 50M, 50N, 50Q, 52S, 53T, 67N, 67S, 80D, 80I,
90E, 133P, 133V, 137M, 137S, 141E, 1411, 141L, 141M, 141Q, 141R, 141S,
141V, 150E, 15611, 152G, 155S, 155Y, 168W, 173T, 188P, 193F, 193K, 193L,
193Y, 213L, 213M, 213V, 217Q, 220P, 220Q, 220R, 220S, 220V, 221l,
221S, 249E, 250F, 2501, 250M, 252L, 253Y, 254E, 254F, 254T, 254V, 255F,
255K, 255W, 257L, 257M, 257S, 257V, 258D, 258G, 258H, 258K, 258Q,
258T, 258V, 268F, 274W, 283M, 283N, 283V, 285E, 285Q, 293G, 293K,
294W, 301F, 301l, 301P, 301R, 301T, 301W, 309D, 309V, 312H, 312S,
312V, 312Y, 313G, 313H, 313l, 313L, 313S, 313V, 318T, 338A, 338C, 338G,
338M, 338T, 339K, 339T, 339V, 340A, 340M, 340Q, 340T, 343C, 343,
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343P, 343R, 343Y, 345, 345Q, 369I, 369T, 370G, 375T, 385T, 386K, 394L,
394V, 400A, 400N, 400V, 402H, 4021, 402T, 402V, 402W, 403A, 403E,
403G, 403Q, 403R, 403T, 403V, 404C, 404E, 404G, 404l, 404V, 419A,
419C, 419M, 419T, 422E, 422G, 433A, 433H, 433|, 433K, 433L, 433M,
433V, 433Y, 442A, 442G, 442N, 442R, 442S, 442T, 442V, 442W, 442Y,
445G, 445|, 445N, 445T, 445V, 445W, 447|, 447N, 447Q, 447W, 447Y,
448C, 448F, 448G, 448H, 448l, 448N, 448Y, 450C, 450H, 450M, 450N,
450R, 4508, 450T, 450W, 455G, 4551, 455P, 455V, 463A, 463M, 463S,
463T, 463V, 463W, 465G, 465|, 465K, 465N, 465T, 465V, 469D, 469W,
469Y, 4711, 471V, 473G, 473Y, 476A, 476G, 476L, 476M, 476N e 476T
Estabilidade de Ca®*

Estabilidade de Ca®* alterada significa que a estabilidade da en-

zima sob deplecao de Ca** foi melhorada, isto é, estabilidade mais alta ou
mais baixa. No contexto das variantes descritas neste momento, mutagoes
(incluindo substituicoes e delegcoes de aminoacidos) de importancia com re-
lacao ao alcance de estabilidade alterada de Ca®*, em particular estabilidade
de Ca**melhorada, isto é, estabilidade mais alta ou mais baixa, especialmen-
te em pH alto (isto é, pH 8 a 10,5) inclui alguma das mutagdes listadas na
secao "Propriedades Alteradas".

Atividade Especifica e ou expressao aumentada

Em um aspecto adicional, mutagoes importantes (incluindo subs-
tituicoes e delegcdes de aminoacido) com relagao a obtengdo de variantes
que exibem atividade especifica alterada, em particular atividade especifica
aumentada ou reduzida, especialmente a temperaturas de 10 a 60°C, prefe-
rencialmente 20 a 50°C, especialmente 30 a 40°C, inclui qualquer uma das
mutacgoes listadas na secao "Propriedades Alteradas". A atividade especifica
pode ser determinada como descrito na secao "Métodos" abaixo. Em alguns
casos, as mutagdes aumentam a expressao em vez de ou além de aumentar
a atividade especifica. Mutagbes exemplares sdo como se segue:

(a) uma substituigao que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em 124N, 125A,
125K, 125N, 130A, 130S, 159A, 159D, 159E, 159G, 159H, 159K, 159L,
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159N, 159R, 159S, 159T, 166F, 166G, 166H, 166S, 166Y, 169L, 179A,
179P, 180A, 180D, 180H, 180K, 180L, 180N, 180T, 180V, 180Y, 181A,
181D, 181E, 181G, 181P, 181R, 181S, 181V, 187A, 187C, 187K, 187N,
187P, 187Q, 187R, 187S, 242H, 242N, 278H, 278K, 278N, 278R, 281M,
302D, 304M, 304Y, 321H, 321Q, 321R, 333Q, 432Q, 437Y, 446A, 474Q e
474S, ou

(b) uma substituicdo que introduz um ou mais dos residuos de
aminoacidos selecionados a partir do grupo consistindo em 6A, 6D, 6E, 6H,
61, 6K, 6L, 6M, 6N, 6P, 6Q, 6R, 6S, 6T, 6V, 6W, 6Y, 13K, 14F, 14T, 14Y,
15A, 15D, 15E, 015G, 15H, 15K, 15N, 15P, 15Q, 15R, 15S, 15T, 15W, 16A,
16E, 16G, 16H, 16K, 16N, 16P, 16Q, 16R, 16T, 25C, 39D, 39E, 39N, 39Q,
81Y, 121P, 139D, 139H, 139R, 139Y, 177A, 188D, 191H, 191K, 192A, 192D,
192G, 192N, 192P, 192Q, 192S, 192T, 192V, 192Y, 196A, 196C, 196D,
196E, 196F, 196H, 1961, 196K, 196P, 196R, 196S, 196T, 196V, 201A, 201E,
201G, 201H, 201M, 202H, 216E, 216G, 216H, 216M, 216Q, 216R, 216S,
216T, 216Y, 221A, 221D, 221F, 2211, 221L, 221M, 221N, 221R, 2218, 221V,
221Y, 237G, 240G, 240N, 240P, 240Q, 240R, 240T, 246R, 250A, 250D,
250E, 250F, 250G, 2501, 250K, 250L, 250M, 250N, 250Q, 250R, 250S,
250W, 252K, 268A, 268D, 268E, 268G, 268H, 268K, 268N, 268P, 268Q,
268R, 268S, 274A, 274D, 274G, 2741, 274K, 274L, 274N, 274Q, 274R,
274S, 274T, 275K, 285Q, 285Y, 293K, 293R, 318A, 318F, 318G, 318lI, 318K,
318L, 318M, 318R, 318S, 318T, 318V, 318Y, 319C, 319D, 319H, 319I, 319K,
319R, 319Y, 320K, 320R, 320T, 338A, 338G, 338l, 338M, 338P, 338S,
338V, 339G, 339P, 340A, 340D, 340E, 340H, 340K, 340N, 340Q, 345E,
363D, 363E, 363M, 363N, 363Q, 363S, 366Q, 370A, 370D, 370E, 370H,
370K, 370N, 370Q, 370S, 375A, 375D, 375E, 375K, 375N, 375Q, 375R,
375S, 419A, 4191, 419M, 419P, 419S, 419V, 448Y, 452N, 452Q, 452R,
452S,471R e 471Y.
Estabilidade a Oxidacao

As variantes descritas podem ter estabilidade a oxidagao altera-
da, em particular estabilidade a oxidagao superior, em comparagao com a a-

amilase parental. A estabilidade a oxidagdo aumentada € vantajosa em, por



10

15

20

25

30

45

exemplo, composi¢oes detergentes, e estabilidade a oxidagao reduzida pode
ser vantajosa em composi¢ao para' liquefacao de amido. Estabilidade a oxi-
dacao pode ser determinada como descrito na seg¢ao "Métodos" abaixo.
Perfil de pH Alterado

Posi¢coes e mutagdes importantes com relagcado a obtencao de

variantes com o perfil de pH alterado, em particular atividade melhorada es-
pecialmente em pH alto (isto é, pH 8 a 10,5) ou pH baixo (isto &, pH 4 a 6)
incluem mutagdes de residuos de aminoacidos localizados préximos aos
residuos do sitio ativo. Em alguns casos, atividade melhorada & observada,
por exemplo, em pH<6, em pH <5 ou em pH> 9.

Mutacgbes/substituicoes especificas preferenciais sao aquelas lis-
tadas acima na secao "Propriedades Alteradas" das posicoes em questao.
Ensaios adequados sao descritos na se¢ao "Métodos" abaixo.

Desempenho de Lavagem

Posicoes e mutagbes importantes com relagao a obtencao de
variantes com desempenho de lavagem melhorado especialmente em pH
alto (isto &, pH 8,5 a 11) incluem mutag¢des/substituicoes especificas listadas
acima na secao "Propriedades Alteradas" das posigbes em questao. O de-
sempenho de lavagem pode ser testado como descrito abaixo na secgao
"Métodos".

Liquefacao de amido

Algumas mutagoes tém o efeito de redugao da viscosidade de
uma composi¢ao de amido em comparagao aquela observada usando uma
a-amilase "selvagem", tal como SPEZYME® Extra. Mutagdes exemplares
incluem uma substituicao que introduz um ou mais dos residuos de aminoa-
cidos selecionados a partir do grupo consistindo em 1181A, 1181P, 1181C,
I181E, 1181Y, S242A, S242E, S242Q, G132A, N193Y e E188P.

Outras Mutacoes em Variantes

Em algumas modalidades, as variantes presentes incluem uma
ou mais modificagoes além daquelas delineadas acima. Por exemplo, pode
ser vantajoso que um ou mais residuos prolina sejam substituidos por um

residuo nao prolina. Residuos nao prolina exemplares incluem alanina, glici-
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na, serina, treonina, valina e leucina. Similarmente pode ser vantajoso subs-
tituir um ou mais residuos cisteina por um residuo nao cisteina. Residuos
nao cisteina exemplares incluem serina, alanina, treonina, glicina, valina e
leucina.

Além disso, pode ser vantajosa a introdu¢cao de mutagées em
uma ou mais das seguintes posigées (usando SEQ ID NO: 7 para numera-
¢ao): M15, V128, A111, H133, W138, T149, M197, N188, A209, A210, H405,
T412, em particular as seguintes mutagées unicas, duplas ou triplas ou multi:

M15X, em particular M15T,L;

V128X, em particular V128E;

H133X, em particular H133Y;

N188X, em particular N188S,T,P;

M197X, em particular M197T,L;

A209X, em particular A209V;

M197T/W138F; M197T/138Y; M15T/H133Y/N188S;

M15N128E/H133Y/N188S;  E119C/S130C; D124C/R127C,
H133Y/T149I;

G475R, H133Y/S187D; H133Y/A209V.

No caso da a-amilase parental ter a sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 7, residuos de aminoacidos relevantes que podem
ser deletados ou substituidos com a intengdo de melhorar a estabilidade a
oxidagao incluem o residuo cisteina unico (C363) e os residuos de metionina
localizados nas posigoes M8, M9, M96, M200, M206, M284, M307, M311,
M316 e M438 na SEQ ID NO: 2.

Com relagao ao aumento da estabilidade térmica de uma varian-
te de a-amilase em relagao a sua a-amilase parental, parece ser particular-
mente desejavel deletar pelo menos um, e preferencialmente dois ou até
trés, dos seguintes residuos de aminoacidos na sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 2 sao F178, R179, G180, 1181, G182 e K183. As
delegbes aos pares particularmente valiosas deste tipo sao R179*+G180*; e
1181*+G182* (SEQ ID NO. 16 ou 15, respectivamente) (ou equivalentes des-

tas delegbes aos pares em outra a-amilase encontram condi¢oes de uma a-
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amilase parental no contexto da presente revelagao).

Outras mutagdes de interesse incluem N193F e V416G, como
exemplificado com a sequéncia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:
2.

V. Métodos de preparacao de variantes de a-amilase

Varios métodos para introdugao de mutagbes em genes sao co-
nhecidos na técnica. Apdés uma breve discussao sobre a clonagem de se-
quéncias de DNA que codificam a-amilase, métodos para geragao de muta-
¢coes em sitios especificos dentro da sequéncia que codifica a-amilase serao
discutidos.

A. Clonagem e Expressao de acidos nucleicos que codificam uma a-amilase

A sequéncia de DNA que codifica uma a-amilase parental pode
ser isolada a partir de qualquer célula ou micro-organismo que produza a a-
amilase em questao, usando varios métodos bem conhecidos na técnica.
Em primeiro lugar, uma biblioteca de DNA e/ou cDNA gendmico deve ser
construida usando DNA cromossémico ou RNA mensageiro do organismo
que produz a a-amilase a ser estudada. Entao, se a sequéncia de aminoaci-
dos da a-amilase for conhecida, sondas oligonucleotidicas homaélogas, mar-
cadas podem ser sintetizadas e usadas para identificar clones que codificam
a-amilase de uma biblioteca genémica preparada a partir do organismo em
questao. Alternativamente, uma sonda oligonucleotidica marcada contendo
sequéncias homoélogas a um gene de a-amilase conhecido pode ser usada
como uma sonda para identificar clones que codificam a-amilase, usando
condigdes de hibridizagao e lavagem de estringéncia mais baixa.

Outro método para identificagao de clones que codificam a-
amilase envolvem a insercao dos fragmentos de DNA genémico em um ve-
tor de expressao, tal como um plasmideo, transformagao bactérias negativas
para a-amilase com a biblioteca de DNA gendémico resultante, e entao pla-
queamento das bactérias transformadas sobre agar contendo um substrato
para a-amilase, por meio disso permitindo que clones que expressam a-
amilase sejam identificados.

Alternativamente, a sequéncia de DNA que codifica a enzima
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pode ser preparada sinteticamente por métodos padrao estabelecidos, por
exemplo, o método por fosfoamidita descrito por S. L. Beaucage e M. H. Ca-
ruthers (1981) ou o método descrito por Matthes et al. (1984). No método por
fosfoamidita, os oligonucleotideos sao sintetizados, por exemplo, em um sin-
tetizador de DNA automatico, purificados, anelados, ligados e clonados em
vetores apropriados.

Finalmente, a sequéncia de DNA pode ser de origem gendmica
e sintética mista, de origem sintética e de cDNA mista ou origem genémica e
cDNA mista, preparada pela ligagao de fragmentos de origem sintética, ge-
némica ou de cDNA (como apropriado, os fragmentos correspondentes a
varias partes da sequéncia de DNA inteira), conforme técnicas padrao. A
sequéncia de DNA também pode ser preparada pela reagao de polimerase
em cadeia (PCR) usando iniciadores especificos, por exemplo, como descri-
to na Patente norte-americana No. 4.683.202.

B. Mutagénese Sitio-dirigida

Uma vez que uma sequéncia de DNA que codifica a a-amilase
foi isolada, e os sitios desejaveis para mutacgao identificados, mutagoes po-
dem ser introduzidas usando oligonucleotideos sintéticos. Estes oligonucleo-
tideos contém sequéncias nucleotidicas flanqueando os sitios de mutacao
desejados; nucleotideos mutantes sao inseridos durante a sintese oligonu-
cleotidica. Em um método especifico, uma lacuna de fita simples de DNA,
preenchendo a sequéncia que codifica a a-amilase, é criada em um vetor
carreando o gene da a-amilase. Entao o nucleotideo sintético, carregando a
mutacao desejada, € anelado a uma porgao homéloga do DNA de fita sim-
ples. A lacuna restante entao é preenchida com DNA polimerase | (fragmen-
to Klenow) e o construto € ligado usando T4 ligase.

Outro método de introdugdo de mutagbes em sequéncias de
DNA que codificam a a-amilase envolve 3 etapas de geragao de um frag-
mento de PCR contendo a mutagao desejada introduzida usando uma fita de
DNA quimicamente sintetizada como um dos iniciadores nas reagbes de
PCR. A partir do fragmento gerado por PCR, um fragmento de DNA carre-

ando a mutagao pode ser isolado pela clivagem com endonucleases de res-
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tricao e reinserido em um plasmideo de expresséo.

Métodos alternativos para o fornecimento de variantes incluem
transposi¢cbées génicas, por exemplo, como descrito no WO 95/22625 (de
Affymax Technologies N.V.) ou no WO 96/00343 (de Novo Nordisk A/S), ou
outras técnicas correspondentes que resultam em uma enzima hibrida com-
preendendo a mutagao(bes), por exemplo, substituicao(6es) e/ou dele-
cao(bes), em questao.

C. Expressao de variantes de a-amilase

Uma sequéncia de DNA que codifica uma variante produzida por
meétodos descritos acima, ou por métodos alternativos, pode ser expressa
usando um vetor de expressao, que tipicamente inclui sequéncias controle
que codificam um promotor, operador, sitio de ligagado a ribossomo, sinal de
iniciacao de traducao, e, opcionalmente, um gene repressor ou varios genes
ativadores.

O vetor de expressao recombinante carreando a sequéncia de
DNA que codifica uma variante de a-amilase pode ser qualquer vetor, que
possa ser convenientemente submetido a procedimentos de DNA recombi-
nante, e a escolha do vetor muitas vezes dependera da célula hospedeira na
qual sera introduzido. Dessa forma, o vetor pode ser um vetor de replicagao
autébnoma, isto é, um vetor que existe como uma entidade extracromossoémi-
ca, a replicagao da qual é independente de replicagao cromossémica, por
exemplo, um plasmideo, um bacteriéfago ou um elemento extracromossémi-
co, minicromossomo ou um cromossomo artificial. Alternativamente, o vetor
pode ser aquele que, quando introduzido em uma célula hospedeira, esta
integrado no genoma da célula hospedeira e replicado em conjunto com o
cromossomo(s) no qual foi integrado.

A sequéncia de DNA deve ser operacionalmente unida a uma
sequéncia promotora adequada. O promotor pode ser qualquer sequéncia
de DNA, que mostre atividade transcricional na célula hospedeira de escolha
e possa ser derivado de genes que codificam proteinas homélogas ou hete-
rélogas a célula hospedeira. Exemplos de promotores adequados para dire-

¢ao da transcricao da sequéncia de DNA que codifica uma variante de a-
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amilase, especialmente em um hospedeiro bacteriano, sdo promotor operon
lac de E. coli, promotores do gene dagA de agarase de Streptomyces coeli-
color, os promotores do gene de a-amilase de Bacillus licheniformis (amyL),
os promotores do gene de amilase maltogénica de G. stearothermophilus
(amyM), os promotores de a-amilase de B. amyloliquefaciens (amyQ), os
promotores dos genes xylA e xyIB de B. subtilis etc. Para transcrigido em um
hospedeiro fungico, exemplos de promotores uteis sdo aqueles derivados do
gene que codifica TAKA amilase de A. oryzae, proteinase aspartica de Rhi-
zomucor miehei, a-amilase neutra de A. niger, a-amilase estavel a acido de
A. niger, glicoamilase de A. niger, lipase de Rhizomucor miehei, protease
alcalina de A. oryzae, triose fosfato isomerase de A. oryzae ou acetamidase
de A. nidulans.

O vetor de expressao também pode compreender um terminador
de transcricao adequado e, em eucariontes, sequéncias de poliadenilagao
operacionalmente unidas a sequéncia de DNA que codifica uma variante de
a-amilase. Sequéncias de terminacao e poliadenilagdo podem ser apropria-
damente derivadas das mesmas fontes que o promotor.

O vetor pode compreender ainda uma sequéncia de DNA que
permita ao vetor replicar-se na célula hospedeira em questao. Exemplos de
tais sequéncias sao as origens de replicagdao de plasmideos pUC19,
pACYC177, puB110, pE194, pAMB1 e plJ702.

O vetor também pode compreender um marcador selecionavel,
por exemplo, um gene, o produto do qual completa um defeito na célula
hospedeira, tal como os genes dal de B. subtilis ou B. licheniformis, ou aque-
le que confere resisténcia a antibiéticos, tais como resisténcia a ampicilina,
canamicina, cloranfenicol ou tetraciclina. Além disso, o vetor pode compre-
ender marcadores de selecao de Aspergillus, tais como amdS, argB, niaD e
sC, um marcador dando origem a resisténcia a higromicina, ou a selegao
pode ser realizada pela cotransformacgao, por exemplo, como descrito no
WO 91/17243.

Embora a expressao intracelular possa ser vantajosa em alguns

aspectos, por exemplo, usando certas bactérias como células hospedeiras, é
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geralmente preferencial que a expressao seja extracelular. Em geral, as a-
amilases de Bacillus mencionadas neste pedido compreendem uma pré-
regiao que permite a secregcao da protease expressa em meio de cultura. Se
desejavel, esta pré-regiao pode ser substituida por uma pré-regidao ou se-
quéncia sinal diferente, convenientemente realizada pela substituicao das
sequéncias de DNA que codificam as respectivas pré-regioes.

Os procedimentos usados para ligar o construto de DNA que co-
difica uma variante de a-amilase, o promotor, o terminador e outros elemen-
tos, respectivamente, e inseri-los em vetores adequados contendo a infor-
macgao necessaria para replicagdo, sao bem conhecidos pelos versados na
técnica (por exemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989).

A célula compreendendo um construto de DNA ou um vetor de
expressao é vantajosamente usada como uma célula hospedeira na produ-
¢ao recombinante de uma variante de a-amilase. A célula pode ser transfor-
mada com o construto de DNA que codifica a variante, convenientemente
pela integracao do construto de DNA (em uma ou mais cépias) no cromos-
somo hospedeiro. Considera-se geralmente que esta integragao &€ uma van-
tagem ja que a sequéncia de DNA sera provavelmente estavelmente manti-
da na célula. A integragao dos construtos de DNA no cromossomo hospedei-
ro pode ser realizada de acordo com métodos convencionais, por exemplo,
por recombinagao homoéloga ou heteréloga. Alternativamente, a célula pode
ser transformada com um vetor de expressao como descrito acima com rela-
¢ao a tipos diferentes de células hospedeiras.

A célula pode ser uma célula de um organismo superior, tal co-
mo um mamifero ou um inseto, mas é preferencialmente uma célula micro-
biana, por exemplo, uma célula bacteriana ou fingica (incluindo levedura).

Exemplos de bactérias adequadas sao bactérias Gram-positivas,
tais como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus
brevis, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amylo-
liquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, Bacillus

megaterium, Bacillus thuringiensis ou Streptomyces lividans ou Streptomy-



10

15

20

25

30

52

ces murinus, ou bactérias Gram-negativas, tais como E. coli. A transforma-
¢cao das bactérias pode ser, por exemplo, efetuada pela transformacao de
protoplasto ou pelo uso de células competentes de uma maneira conhecida
per se.

O organismo levedura pode ser selecionado favoravelmente a
partir de uma espécie de Saccharomyces ou Schizosaccharomyces, por e-
xemplo, Saccharomyces cerevisiae. O fungo filamentoso pode pertencer
vantajosamente a uma espécie de Aspergillus, por exemplo, A. oryzae ou A.
niger. Células fungicas podem ser transformadas por um processo que en-
volve a formacgao de protoplasto e transformacgao dos protoplastos seguida
pela regeneracao da parede celular de uma maneira conhecida per se. Um
procedimento adequado para transformagao de células hospedeiras de As-
pergillus é descrito na EP 238023.

Um aspecto das presentes composi¢coes e métodos relaciona-se
a producao de uma variante de a-amilase pela cultura de uma célula hospe-
deira sob condigbes conducentes a produgao de amilase variante e recupe-
racao de amilase variante das células e/bu meio de cultura. O meio usado
para cultivar as células pode ser qualquer meio convencional adequado para
cultivo da célula hospedeira em questao e obtengcao da expressao da varian-
te de a-amilase. Meios adequados estao disponiveis em fornecedores co-
merciais ou podem ser preparados de acordo com protocolos publicados
(por exemplo, como descrito nos catalogos do ATCC).

A variante de a-amilase secretada a partir das células hospedei-
ras pode ser convenientemente recuperada do meio de cultura por procedi-
mentos bem conhecidos, incluindo a separagao das células do meio por cen-
trifugacao ou filtragao, e precipitagcao dos componentes proteicos do meio
por meio de um sal, tais como sulfato de aménio, seguido pelo uso de pro-
cedimentos cromatograficos, tais como cromatografia de troca idénica, croma-
tografia por afinidade ou similares.

VI. Aplicacoes Industriais

As presentes a-amilases variantes possuem propriedades valio-

sas considerando uma variedade de aplicagbes industriais. Por exemplo, as
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variantes podem ser usadas para processamento/conversao de amido, por
exemplo, para a liquefagdo de amido (ver, por exemplo, Patente norte-
americana No. 3.912.590, pedidos de patente europeia n®® 252730 e 63909,
WO 99/19467 e WO 96/28567, todas as referéncias por meio deste incorpo-
radas por referéncia). As variantes podem ser ainda Gteis na producao de
adogantes e etanol (ver, por exemplo, Patente norte-americana N° 5.231.017
por meio deste incorporada por referéncia), tal como combustivel, bebidas e
etanol industrial, a partir de amido ou graos inteiros. As variantes podem a-
inda ser uteis para produgao ou fermentagao de cerveja. As variantes podem
estar na forma de composi¢des, que podem incluir ainda, por exemplo, uma
glicoamilase, uma pululanase e outra a-amilase, além de tampoes, agentes
estabilizantes, conservantes adequados e similares.

As variantes de amilase sao também uteis em lavagem de rou-
pas e lougas e limpeza de superficie dura, como componentes das composi-
¢Oes detergentes. As variantes também podem ser Gteis para desengoma-
gem de téxteis, tecidos e artigos de vestuario (ver, por exemplo, WO
95/21247, Patentes norte-americanas N> 4.643.736, EP 119.920 por meio
deste incorporadas por referéncia), e em producao de polpa e papel.

Estes e outros usos das presentes composicoes e métodos sao
descritos em mais detalhes, abaixo.

A. Processamento de griao e aplicacées de conversao de amido

Processamento de grao e aplicagbes de conversao de amido
sao divididos em duas catagorias, ou seja, (1) conversdo de amido geral,
que cobre a conversao do amido em, por exemplo, maltodextrinas, xarope
de dextrose, e xarope de alta frutose, (2) producao de etanol e (3) produgao
de cerveja. Embora muitas etapas envolvidas nestes processos sejam simi-
lares, sdo descritas separadamente. Em alguns casos, a a-amilase variante
é usada em combinagdo com uma fitase (4). Composi¢oes para realizagao
destas aplicagbes também sao descritas (5).

1. Conversao de amido geral

Processos convencionais de conversao do amido, tais como

processos de liquefagao e sacarificagao sao descritos, por exemplo, na Pa-
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tente norte-americana No. 3.912.590 e publicagbes de patente europeia Nos.
252.730 e 63.909, por meio deste incorporadas por referéncia. Geralmente,
o processo de conversao de amido degrada o amido a componentes de car-
boidrato de baixo peso molecular. No caso de conversao do amido em um
agucar, o amido é despolimerizado em um processo envolvendo uma etapa
de pré-tratamento e duas ou trés etapas de processo consecutivas, isto é,
um processo de liquefagao, um processo de sacarificagédo, e dependendo do
produto final desejado, processo de isomerizagao opcional.

a. Pré-tratamento de amido nativo/bruto

Amido nativo/bruto consiste em granulos microscépicos, que sao
insoluveis em agua a temperatura ambiente. Quando uma pasta fluida aquo-
sa de amido é aquecida, os granulos aumentam e consequentemente rom-
pem, dispersando as moléculas de amido na solugao. Durante este processo
de "gelatinizagao", ha um aumento dramatico na viscosidade. Como o nivel
de soélidos é 30 a 40% em um processo industrial tipico, o amido tem que ser
diluido ou "liquefeito" para que possa ser tratado. Esta reducao da viscosi-
dade é convencionalmente obtida pela degradacao enzimatica.

b. Liquefacao

Durante a etapa de liquefagao, as moléculas de amido de cadeia
longa sao degradadas em moléculas ramificadas e lineares mais curtas
(maltodextrinas) por uma a-amilase. O processo de liquefagao € geralmente
realizado a aproximadamente 105 a 110°C por aproximadamente 5 a 10 mi-
nutos seguido por 1 a 2 horas a 95°C. O pH esta tipicamente entre aproxi-
madamente 5,5 e 6,2. Para assegurar estabilidade enzimatica 6tima sob es-
tas condi¢coes, 1 mM de calcio é tipicamente adicionado (40 ppm de ions
calcio livres). Apds este tratamento, o amido liquefeito terd uma "dextrose
equivalente" (DE) de 10 a 15.

c. Sacarificacao

Apos processo de liquefagao, as maltodextrinas sdo convertidas
em dextrose pela adicdo de uma glicoamilase (por exemplo, OPTIDEX® L-
400) e uma enzima desramificante, tal como uma isoamilase (Patente norte-

americana N° 4.335.208) ou uma pululanase. Antes desta etapa, o pH é re-
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duzido a um valor abaixo de aproximadamente 4,5, mantendo alta tempera-
tura (acima de 95°C ), para inativacdo da a-amilase liquidificante para redu-
zir a formagao de oligossacarideos curtos chamados "precursores de pano-
se" que nao podem ser hidrolisados apropriadamente pela enzima desrami-
ficante. A temperatura é reduzida para 60°C, e glicoamilase e enzima des-
ramificante sao adicionadas. O processo de sacarificagao prossegue por 24
a 72 horas.

Normalmente, ao desnaturar a a-amilase apés etapa de liquefa-
¢ao, aproximadamente 0,2 a 0,5% do produto de sacarificagao é trissacari-
deo ramificado Glc pa1-6Glc pa1-4Glic (panose) que nao pode ser degrada-
do por uma pululanase. Se a amilase ativa a partir da etapa de liquefacao
estiver presente durante a sacarificagao (isto é, nao desnaturando), este ni-
vel pode ser tao alto como 1 a 2%, que é altamente indesejavel ja que reduz
significativamente o rendimento da sacarificagao.

d. Isomerizacao

Quando o produto de agucar final desejado &, por exemplo, xa-
rope de alta frutose, o xarope de dextrose pode ser convertido em frutose.
Apds processo de sacarificagao, o pH € aumentado a um valor na faixa de
aproximadamente 6 a 8, preferencialmente pH 7,5, e o calcio & removido por
troca ibnica. O xarope de dextrose entao & convertido em xarope de alta fru-
tose usando, por exemplo, uma glicose isomerase imobilizada (tal como
GENSWEET® IGI-HF).

2. Producao de Etanol

Em geral, a produgdo de alcool (etanol) a partir do grao inteiro
pode ser separada em 4 etapas principais, isto &, (a) moagem, (b) liquefa-
¢ao, (c) sacarificacao e (d) fermentagao. Algumas destas etapas sao simila-
res aquelas descritas, acima.

a. Moagem e producao de pasta fluida

Um substrato contendo amido, tal como grao, milho, milo ou si-
milar, € moido a fim de abrir a estrutura e permitir processamento adicional.
Os dois processos usados sao geralmente referidos como moagem umida

ou seca. Na moagem seca, o nucleo inteiro € moido e usado na parte rema-
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nescente do processo. A moagem umida fornece uma separagao muito boa
de germe e farinha (granulos de amido e proteina) e € com algumas exce-
¢coes, aplicada em locais onde ha uma producao paralela de xaropes.

O material moido contendo amido € combinado com agua e vi-
nhaca diluida reciclada resultando em uma pasta fluida aquosa. A pasta flui-
da compreendera entre 15 e 55% ds p/p (por exemplo, 20 a 50%, 25 a 50%,
25 a 45%, 25 a 40%, 20 a 35% e 30 a 36% ds). A vinhaga diluida reciclada
(material de processo anterior) esta tipicamente na faixa de 10 a 70% v/v
(por exemplo, 10 a 60%, 10 a 50%, 10 a 40%, 10 a 30%, 10 a 20%, 20 a
60%, 20 a 50%, 20 a 40% e também 20 a 30%). 25 a 40% ds séo regular-
mente comuns.

Uma vez que o material moido contendo amido & combinado
com agua e material de processo anterior, o pH geralmente nao é ajustado
na pasta fluida. Além disso, o pH nao é ajustado apés adicao de fitase (ver
abaixo) e a-amilase a pasta fluida. O pH da pasta fluida estara tipicamente
na faixa de pH 4,5 a menos de 6,0 (por exemplo, pH 4,5 a 5,8, pH 4,5 a 5,6,
pH4,8a5,8 pH50a58 pH50a54, pH52a55epHS5,2a5,9). OpH
da pasta fluida pode estar entre o pH 4,5 e 5,2 dependendo da quantidade
da vinhacga diluida adicionada a pasta fluida e do tipo de material compreen-
dendo a vinhaga diluida. Por exemplo, o pH da vinhacga diluida pode estar
entre pH 3,8 e pH 4,5. A Tabela B ilustra a modificagao de pH que ocorre com a
adicao de quantidades crescentes de vinhaga diluida a uma pasta fluida de mi-
Iho completo triturado (32% ds) apos agitagao por 2 horas a 68,3°C.

TABELA B. Modificacao de pH que ocorre com a adicdo de quantidades

crescentes de vinhaca diluida

Vinhaga diluida p/p % pH final

0 5,52
20 5,29
40 5,16
50 5,09
60 5,05
80 498
100 4,94
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Deve ser mencionado que durante a produgao de etanol, acidos
podém ser adicionados para reduzir o pH na cerveja bem como para reduzir
o risco de contaminagao microbiana antes da destilagao.

Em alguns casos, fitase € adicionada a pasta fluida. Fitases sao
descritas em mais detalhes, abaixo. Em alguns casos, uma a-amilase é adi-
cionada a pasta fluida. Em alguns casos, uma fitase e uma a-amilase sao
adicionadas a pasta fluida sequencialmente. Em alguns casos, uma fitase e
uma a-amilase sao adicionadas simultaneamente. Em alguns casos, a pasta
fluida compreendendo a fitase e a-amilase € incubada (pré-tratadas) por um
periodo de 5 minutos a 8 horas (por exemplo, 5 minutos a 6 horas, 5 minutos
a 4 horas, 5 minutos a 2 horas, e 15 minutos a 4 horas). Em outros casos, a
pasta fluida é incubada a uma temperatura na faixa de 40 a 115°C, (por e-
xemplo, 45 a 80°C, 50 a 70°C, 50 a 75°C, 60 a 110°C, 60 a 95°C, 70 a
110°C, 70 a 85°C e 77 a 86°C).

Em alguns casos, a pasta fluida € incubada a uma temperatura
de 0 a 30°C (por exemplo, 0 a 25°C, 0 a 20°C, 0 a 15°C, 0 a 10°C e 0 a 5°C)
abaixo da temperatura de gelatinizagao de amido do material contendo ami-
do. Em alguns casos, a temperatura esta abaixo de 68°C, abaixo de 65°C,
abaixo de 62°C, abaixo de 60°C, ou até abaixo de 55°C. Em algumas moda-
lidades, a temperatura estd acima de 45°C, acima de 50°C, acima de 55°C,
e até acima de 60°C. A incubagao da pasta fluida compreendendo uma fita-
se e uma a-amilase a uma temperatura abaixo da temperatura de gelatiniza-
¢ao de amido pode ser mencionada como uma liquefagao primaria (17).

Atualmente, acredita-se que a-amilases microbianas comercial-
mente disponiveis usadas no processo de liquefagcao ndo sao suficientemen-
te estaveis para produzir substrato de amido liquefeito a partir de um proces-
so de moagem seca usando grao completo triturado a uma temperatura aci-
ma de aproximadamente 80°C em um pH menor que pH 5,6. Geralmente, a
estabilidade de muitas a-amilases comercialmente disponiveis é reduzida
em um pH de menos de aproximadamente 4,0.

b. Liquefacao

No processo de liquefagao, os granulos de amido sao solubiliza-
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dos por hidrélise a maltodextrinas na maioria com um DP mais alto que 4. O
material bruto pode ser grao inteiro moido ou um fluxo lateral processamento
de amido. O grado moido e liquefeito também €& conhecido como massa. A
hidrélise pode ser realizada pelo tratamento com acido ou enzimaticamente
por a-amilase. Hidrélise acida é usada em uma base limitada.

A liquefagao enzimatica é tipicamente realizada como um pro-
cesso de pasta fluida a quente de trés etapas. A pasta fluida é aquecida en-
tre 60 a 95°C (preferencialmente 77 a 86°C, 80 a 85°C e 83 a 85°C) e a en-
zima(s) é (sao) adicionada. Entao a pasta fluida é cozida com jato de vapor
entre 95 a 140°C, preferencialmente 105 a 125°C, resfriada a 60 a 95°C e
mais enzima(s) é (sao) adicionada para obtencao da hidrélise final. O pro-
cesso de liquefagao é realizado em pH 4,0 a 6,5, tipicamente em um pH en-
tre 5 e 6.

A pasta fluida pode ser incubada com uma a-amilase e, opcio-
nalmente, uma fitase (discutido neste pedido) e incubada por 5 minutos a 2
horas, em uma faixa de temperatura de 60 a 75°C. Em uma etapa de lique-
facao adicional, o material incubado ou pré-tratado contendo amido pode ser
exposto a um aumento na temperatura tal como 0 a 45°C acima da tempera-
tura de gelatinizagado de amido do material contendo amido (por exemplo,
70°C a 120°C, 70°C a 110°C, e 70°C a 90°C) por um periodo de tempo de 2
minutos a 6 horas (por exemplo, 2 minutos a 4 horas, 90 minutos, 140 minu-
tos e 90 a 140 minutos) em um pH de aproximadamente 4,0 a 5,5 mais pre-
ferencialmente entre 1 hora a 2 horas. A temperatura pode ser aumentada
por um sistema de cozimento a jato de vapor convencional de alta tempera-
tura por um curto periodo de tempo, por exemplo, por 1 a 15 minutos. Entao
o amido pode ser ainda mais hidrolisado a uma temperatura variando de
75°C a 95°C, (por exemplo, 80°C a 90°C e 80°C a 85°C) por um periodo de
15 a 150 minutos (por exemplo, 30 a 120 minutos). O pH nao pode ser ajus-
tado durante estas etapas do processo e o pH da massa liquefeita esta na
faixa de pH 4,0 ao pH 5,8 (por exemplo, pH 4,52 5,8, pH4,8a 5,4, e pH 5,0
a 5,2). Em algumas modalidades, uma segunda dose de a-amilase termoes-

tavel sera adicionada a etapa de liquefagao secundaria, mas em outras mo-
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dalidades nao havera uma dosagem adicional de a-amilase.
As etapas de incubacao e liquefagao de acordo com a invencgao
podem ser seguidas por etapas de fermentagao e sacarificagao.

c. Fermentacao

Os acgucares fermentaveis obtidos durante as etapas de proces-
so de liquefagdo podem ser usados para produzir alcool, particularmente
etanol, através de fermentagao microbiana. O organismo usado nas fermen-
tacoes dependera do produto final desejado.

Tipicamente se etanol for o produto final desejado, levedura sera
usada como o organismo fermentador. Em algumas modalidades preferenci-
ais, o micro-organismo que produz o etanol € uma levedura e especificamen-
te Saccharomyces, tal como cepas de S. cerevisiae (USP 4.316.956). Uma
variedade de S. cerevisiae esta comercialmente disponivel e esta inclui mas
nao é limitada a FALI (Levedura da Fleischmann), SUPERSTART (Alitech),
FERMIOL (DSM Specialties), RED STAR (Lesaffre) e levedura alcodlica An-
gel (Angel Yeast Company, China). A quantidade inicial de levedura empre-
gada nos métodos é uma quantidade eficaz para produzir uma quantidade
comercialmente significante de etanol em um periodo de tempo adequado,
(por exemplo, para produzir etanol a partir de pelo menos 10% de um subs-
trato tendo entre 25 e 40% DS em menos de 72 horas). As células de leve-
dura sao geralmente fornecidas em quantidades de 10* a 10'?, e preferenci-
almente de 10" a 10" de contagem de levedura viavel por ml em caldo de
fermentacao. A fermentacao incluira além de micro-organismos fermentado-
res (por exemplo, levedura), nutrientes, opcionalmente enzimas adicionais,
incluindo, mas n&o limitadas a fitases. O uso de leveduras na fermentacao é
bem conhecido e referéncia é feita a The Alcohol Textbook, K. Jacques et
al., Eds 1999, Nottingham University Press, UK. A fermentagao de leveduras
€ normalmente realizada por 24 a 96 horas, tipicamente 35 a 60 horas. A
temperatura de fermentacao estd normalmente entre 26 e 34°C, por exem-
plo, aproximadamente 32°C, e o pH é aproximadamente 3 a 6, preferencial-
mente aproximadamente 4 a 5.

Usando micro-organismos fermentadores apropriados, outros
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produtos finais podem ser obtidos, incluindo sem limitagao, glicerol, 1,3-
propanodiol, gliconato, 2-ceto-D-gliconato, 2,5-diceto-D-gliconato, acido 2-
ceto-L-guldnico, acido succinico, acido latico, aminoacidos e derivados dos
mesmos. Por exemplo, quando acido latico € o produto final desejado, um
Lactobacillus sp. (L. casei) pode ser usado. Quando glicerol ou 1,3-
propanodiol sdo os produtos finais desejados E.coli pode ser usada. Quando
2-ceto-D-gliconato, 2,5-diceto-D-gliconato e acido 2-ceto-L-gulénico sao os
produtos finais desejados, Pantoea citrea pode ser usada.

d. Sacarificacdao e SSF

O material liquefeito contendo amido € sacarificado na presenca
de enzimas de sacarificagao, tais como glicoamilases. O processo de sacari-
ficagdo pode durar de 12 horas a 120 horas (por exemplo, 12 a 90 horas, 12
a 60 horas e 12 a 48 horas). Entretanto, € comum a realizagao de uma etapa
de pré-sacarificagao por aproximadamente 30 minutos a 2 horas (por exem-
plo, 30 a 90 minutos) em uma faixa de temperatura de 30 a 65°C, tipicamen-
te acima de 50°C e muitas vezes em torno de 60°C, que é seguida por uma
sacarificacao completa durante a fermentagao. Esta ultima etapa pode ser
referida como sacarificagdo e fermentacdo simultaneas (SSF). SSF é co-
mum na produc¢ao de etanol, onde as enzimas de sacarificagao e organis-
mos fermentadores (por exemplo, levedura) sao adicionados em conjunto, e
entao realizados a uma temperatura de 30°C a 40°C e em um pH entre 4,2 a
4.8, preferencialmente pH 4,5.

Acgucares fermentaveis (por exemplo, dextrinas, monossacari-
deos, particularmente glicose) sao produzidos a partir de sacarificagao enzi-
matica. Estes agucares fermentaveis podem ser ainda purificados e/ou con-
vertidos em produtos de agtcar Uteis. Além disso, os acglicares podem ser
usados como uma matéria-prima para fermentagao em um processo de fer-
mentagao microbiano para produgao de produtos finais, tais como alcool (por
exemplo, etanol e butanol), acidos organicos (por exemplo, acido lactico e
acido succinico), alcodis de agucar (por exemplo, glicerol), intermediarios de
acido ascorbico (por exemplo, gliconato, 2-ceto-D-gliconato, 2,5-diceto-D-

gliconato e acido 2-ceto-L-gul6nico), aminoacidos (por exemplo, lisina), pro-
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teinas (por exemplo, anticorpos e fragmentos dos mesmos).
e. Destilacao

Opcionalmente, apés fermentagao, alcool (por exemplo, etanol)
pode ser recuperado por destilagdo. O rendimento de etanol é tipicamente
pelo menos 8%, pelo menos 10%, pelo menos 12%, pelo menos 14%, pelo
menos 15%, pelo menos 16%, pelo menos 17%, pelo menos 18% (v/v), e é
em alguns casos, pelo menos 19%, pelo menos 20%, pelo menos 21%, pelo
menos 22%, e até pelo menos 23% (v/v). O etanol obtido pode ser usado
como, por exemplo, etanol combustivel, etanol de bebidas, isto €, bebidas
destiladas neutras potaveis, ou etanol industrial.

f. Subprodutos

Sobra do processo de fermentagao € o grao exaurido, que é tipi-
camente usado em ragao animal na forma liquida ou seca. O grao exaurido
pode tomar a forma dos chamados "coprodutos de fermentagao”, tais como
graos secos de destilarias (DDG) e graos secos de destilaria mais sollveis

(DDGS), que também podem ser usados em ragao animal.

3. Producéo de cerveja

As presentes a-amilases variantes podem ser uteis em um pro-
cesso de producgao de cerveja. Tipicamente, as a-amilases sao adicionadas
durante o processo de mistura, onde suas vantagens, em termos de estabili-
dade, atividade especifica e similares sao realizadas como no caso da con-
versao de amido.

4. Uso de a-amilases variantes em combinacao com outras enzimas

Em todos os aspectos de liquefagdo, sacarificagao, SSF e pro-
cessamento de carboidrato, geralmente, os presentes polipeptideos de a-
amilase variante podem ser usados em combinagao com uma ou mais enzi-
mas adicionais, por exemplo, uma a-amilase, uma glicoamilase, uma isoami-
lase, uma B-amilase, uma amilase maitogénica, uma protease, uma lipase,
uma peroxidase, uma esterase, uma oxidase, uma pectinase, uma pectina
liase, uma cutinase, uma lacase, e/ou uma fitase adicionais. Muitas destas
enzimas sao descritas em mais detalhes com relagao a aplicagdes em lim-

peza.
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As fitases sado enzimas capazes de decompor acido fitico (fitato)
encontrado em graos e sementes oleaginosas. Acredita-se que fitato, bem
como intermediarios de sua degredacao, desestabilizam ou de outra maneira
afetam adversamente a-amilases, por meio disso reduzindo sua eficiéncia.

Fitases que podem ser usadas em combinagdao com a-amilases
variantes sdo capazes de hidrolise de acido fitico sob condigbes definidas
das etapas de liquefagao e incubagdo. Em algumas modalidades, fitase &
capaz de liberar pelo menos um fosfato inorganico de um hexafosfato de
inositol (acido fitico). Fitases podem ser agrupadas de acordo com sua pre-
feréncia por uma posicao especifica do grupo fosfato éster da molécula de
fitato na qual a hidrélise é iniciada, (por exemplo, como 3-fitase (EC 3.1.3.8)
ou como 6-fitase (EC 3.1.3.26)). Um exemplo tipico de fitase &€ mio-inositol-
hexaquifosfato-3-fosfohidrolase.

Fitases podem ser obtidas de micro-organismos, tais como or-
ganismos fungicos e bacterianos. Alguns destes micro-organismos incluem,
por exemplo, Aspergillus (por exemplo, A. niger, A. terreus, A. ficum e A. fu-
migatus), Myceliophthora (M. thermophila), Talaromyces (T. thermophilus)
Trichoderma spp (T. reesei). E Thermomyces (WO 99/49740). Fitases tam-
bém estao disponiveis a partir de espécies Penicillium, por exemplo, P. hor-
dei (ATCC N. 22053), P. piceum (ATCC N. 10519), ou P. brevi-compactum
(ATCC N. 48944). Ver, por exemplo, USP 6.475.762. Além disso, fitases es-
tao disponiveis a partir de Bacillus (por exemplo, B. subtilis, Pseudomonas,
Peniophora, E. coli, Citrobacter, Enterbacter e Buttiauxella (ver
WO02006/043178). '

Fitases comerciais estao disponiveis, tais como NATUPHOS®
(BASF), RONOZYME® P (Novozymes A/S), PHZYME® (Danisco A/S, Diver-
sa) e FINASE® (AB Enzymes). O método para determinacao da atividade de
fitase microbiana e definigdo de uma unidade de uma fitase for publicado por
Engelen et al. (1994) J. AOAC Int. 77:760-764. A fitase pode ser uma fitase
selvagem, variante ou fragmento da mesma.

Fitases exemplares sao derivadas de espécies de bactéria Buftti-

auxiella. Buttiauxiella spp. inclui B. agrestis, B. brennerae, B. ferragutiase, B.
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gaviniae, B. izardii, B. noackiae e B. warmboldiae. Cepas de espécies Butti-
auxella estdo disponiveis no DSMZ, German National Resource Center for
Biological Material (Inhoffenstrabe 7B, 38124 Braunschweig, DE). Cepa de
Buttiauxella sp. P1-29 depositada sob nimero de acesso NCIMB 41248 é
um exemplo de uma cepa particularmente util da qual uma fitase pode ser
obtida. Fitase pode ser BP selvagem, uma variante da mesma (tal como BP-
11) descrita no WO 06/043178, ou variante como descrito na Publicagao de
Patente norte-americana No. US20080220498, depositada em 6 de margo
de 2007 (ver, por exemplo, Tabela 1 e SEQ ID NO: 3).

A fitase também pode ser a variante de fitase de Buttiauxiella
BP-17, tendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 19, mostrada a-
baixo, ou uma fitase tendo identidade de sequéncia de pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 88%, pelo menos 90%, pelo
menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo me-
nos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% e até pelo
menos 99% a sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 19.
NDTPASGYQV EKVVILSRHG VRAPTKMTQT MRDVTPNTWP EWPVKLG-
YIT PRGEHLISLM GGFYRQKFQQ QGILSQGSCP TPNSIYVWAD VDQR-
TLKTGE AFLAGLAPQC GLTIHHQQNL EKADPLFHPV KAGTCSMDKT
QVQQAVEKEA QTPIDNLNQH YIPFLALMNT TLNFSTSAWC QKH-
SADKSCD LGLSMPSKLS IKDNGNKVAL DGAIGLSSTL AEIFLLEYAQ
GMPQAAWGNI HSEQEWASLL KLHNVQFDLM ARTPYIARHN GTPLL-
QAISN ALNPNATESK LPDISPDNKI LFIAGHDTNI ANIAGMLNMR W-
TLPGQPDNT PPGGALVFER LADKSGKQYV SVSMVYQTLE QLRSQTPLSL
NQPAGSVQLK IPGCNDQTAE GYCPLSTFTR VVSQSVEPGC QLQ (SEQ
ID NO:19)

A quantidade (dosagem) de fitase usada na incubagéao e/ou pro-
cessos de liquefagdo pode estar na faixa de aproximadamente 0,001 a 50
FTU/g de ds, (por exemplo, na faixa de aproximadamente 0,01 a 25 FTU/g
de ds, aproximadamente 0,01 a 15 FTU/g de ds, aproximadamente 0,01 a 10
FTU/g de ds, aproximadamente 0,05 a 15 FTU/g de ds, e aproximadamente
0,05a 5,0 FTU/g.
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5. Composicdes para processamento de grao e conversio de amido

Um aspecto das presentes composi¢goes e métodos € uma com-
posi¢cao compreendendo uma ou mais das a-amilases variantes para uso na
conversao de amido, incluindo conversao de amido geral, fermentacao de
alcool, produgdo de cerveja e similares. Tais composi¢gdes podem incluir
tampoes, sais, minerais, estabilizadores, conservantes, agentes antimicrobi-
anos, corantes, fragrancias e similares, selecionadas para proteger a a-
amilase(s) variante de degradacao prematura (incluindo protedlise), para
prolongar o armazenamento, melhorar a aparéncia, classificar por cores a
composicao e similares.

As composigdes podem incluir ainda enzimas adicionais que se
relacionam a conversao de amido, incluindo, por exemplo, glicoamilases e
fitases. Glicoamilases particulares sao AMG G1 ou G2 de Aspegillis niger,
que sao descritas em Boel ef al. (1984) EMBO J. 3:1097-1102 ou uma vari-
ante das mesmas, como descrita no WO 00/04136 ou WO 01/04273), AMG
de Talaromyces emersonii, como descrita no WO 99/28448, ou glicoamilase
de Trichoderma reesei, como descrita no WO 06/060062.

B. Producao de polpa e papel

As presentes a-amilases variantes também podem ser usadas
na produc¢ao de materiais lignocelulésicos, tais como polpa, papel e papelao,
reforcada a partir de amido de residuos de papel e papelao, especialmente
onde repolpagem ocorre em pH acima de 7 e onde as amilases facilitam a
desintegracao de residuos de papel através da degradacao do amido de re-
forgco. As a-amilases variantes sao especialmente uteis em um processo pa-
ra producao de uma polpa para fabricagao de papel impresso recoberto com
amido. O processo pode ser realizado como descrito no WO 95/14807, com-
preendendo as etapas de: (a) desintegragdo do papel para produzir uma
polpa, (b) tratamento com uma enzima de degradagao de amido antes, du-
rante ou apos etapa (a), e (c) separagao de particulas de tinta da polpa apos
etapas (a) e (b).

As a-amilases também podem ser uteis onde amido enzimati-

camente modificado é usado na fabricacdo de papel em conjunto com en-
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chedores alcalinos, tais como carbonato de calcio, caulim e argila. Com as
presentes a-amilases variantes, & possivel modificar o amido na presenca
do enchedor dessa forma permitindo um processo integrado mais simples.

C. Desengomagem de téxteis, tecidos e artigos de vestuario

As a-amilases variantes presentes também podem ser Uteis em
desengomagem de téxteis, tecidos e artigos de vestuario. Na industria de
processamento de tecido, as a-amilases sao tradicionalmente usadas como
auxiliares no processo de desengomagem para facilitar a remogao da peca
contendo amido, que serviu como um revestimento protetor em fios de trama
durante a tecelagem. A remog¢ao completa do revestimento da peca apos
tecelagem € importante para assegurar resultados 6timos nos processos
subsequentes, nos quais o tecido é esfregado, branqueado e tingido. O es-
gotamento de amido enzimatico & preferencial porque nao envolve nenhum
efeito prejudicial no material da fibra.

Para reduzir o custo de processamento e aumentar o rendimento
da moagem, o processamento de desengomagem €& as vezes combinado
com as etapas de esfregagao e branqueamento. Em tais casos, auxiliares
nao enzimaticos, tais como alcali ou agentes de oxidagao sado usados para
danificar o amido, porque a-amilases tradicionais nao sao muito compativeis
com altos niveis de pH e agentes de branqueamento. O esgotamento nao
enzimatico da pega de amido leva a um pouco de dano de fibra por causa
dos produtos quimicos muito agressivos usados. Consequentemente, seria
desejavel usar a-amilases variantes que oferegam desempenho melhorado
em solugdes alcalinas. Tais variantes podem ser usadas sozinhas ou em
combinagao com uma celulase ao desengomar tecido ou pano contendo ce-
lulose.

Processos de desengomagem e branqueamento sao bem co-
nhecidos na técnica. Por exemplo, tais processos sao descritos no WO
95/21247, Patente norte-americana No. 4.643.736, EP 119.920 por meio
deste incorporadas por referéncia. Produtos atuais comercialmente disponi-
veis para desengomagem incluem OPTISIZE® FLEX da Genencor.

D. Composicoes de limpeza e detergentes
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As a-amilases variantes presentes podem ser adicionadas, e
dessa forma tornam-se um componente de uma composicao detergente. A
composicao detergente pode ser formulada como um detergente para lava-
gem de roupas manualmente ou em lavanderia, incluindo um aditivo ade-
quado para lavagem de roupas para pré-tratamento de tecidos manchados e
uma composi¢ao amaciante de tecido adicionada ao enxague. A composigcao
detergente também pode ser formulada para operagdes de lavagem de lou-
¢as manualmente ou a maquina, ou para uso nas operagdes de limpeza de
superficies duras domésticas. Em geral as propriedades da a-amilase vari-
ante devem ser compativeis com o detergente selecionado em termos de
seu pH e outros ingredientes enzimaticos e nao enzimaticos.

A composigao ou aditivo de detergente pode compreender uma
ou mais enzimas adicionais, tais como uma protease, uma lipase, uma pero-
xidase, outra enzima amilolitica (por exemplo, outra a-amilase), uma glicoa-
milase, uma amilase maltogénica, uma CGTase e/ou uma celulase manana-
se (tais como MANNASTAR™ de Danisco US Inc, Genencor Division)), uma
pectinase, uma pectina liase, uma cutinase e/ou lacase, que sao descritas
em mais detalhes, abaixo:

Proteases: proteases adequadas podem ser derivadas de qual-
quer organismo, e incluir variantes quimicamente modificadas ou engendra-
das. A protease pode ser uma serina protease ou uma metaloprotease, pre-
ferencialmente uma protease alcalina microbiana ou uma protease similar a
tripsina. Exemplos de proteases alcalinas sao subtilisinas, especialmente
aquelas derivadas de Bacillus, por exemplo, subtilisina Novo, subtilisina Car-
Isberg, subtilisina 309, subtilisina 147 e subtilisina 168 (descrita no WO
89/06279). Exemplos de proteases similares a tripsina sao tripsina (por e-
xemplo, de origem porcina ou bovina) e protease de Fusarium descritas no
WO 89/06270 e WO 94/25583.

Exemplos de proteases uteis sdo as variantes descritas nos
WQ098/23732, W0O99/20770, WO 92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116 e
WO 98/34946, especialmente as variantes com substituicbes em uma ou
mais das seguintes posi¢des: 27, 36, 57, 76, 87, 97, 101, 104, 120, 123, 167,
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170, 194, 206, 218, 222, 224, 235 e 274.

Enzimas protease preferenciais comercialmente disponiveis in-
cluem ALCALASE®, SAVINASE®, PRIMASE®, DURALASE®, ESPERASE® e
KANNASE® (de Novozymes A/S), MAXATASE®, MAXACAL, MAXAPEM®,
PROPERASE®, PURAFECT®, PURAFECT OXP®, FN2® FN3®, FN4® (Ge-
nencor International Inc).

Lipases: Lipases adequadas incluem aquelas de origem bacteri-
ana ou fungica, e incluem variante quimicamente modificada ou engendrada.
Exemplos de lipases uteis incluem lipases de Humicola (sinénimo Ther-
momyces), por exemplo, de H. lanuginosa (T. lanuginosus) como descrita
em EP 258068 e EP 305216 ou de H. insolens como descrita no WO
96/13580, uma lipase de Pseudomonas, por exemplo, de P. alcaligenes ou
P. pseudoalcaligenes (EP 218272), P. cepacia (EP 331376), P. stutzeri (GB
1.372.034), P. fluorescens, Pseudomonas sp. linhagem SD 705 (WO
95/06720 e WO 96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012), uma lipase de
Bacillus, por exemplo, de B. subtilis (Dartois et al. (1993), Biochemica e Bio-
physica Acta, 1131, 253-360), B. stearothermophilus (JP 64/744992) ou B.
pumilus (WO 91/1 6422). Outros exemplos sao variantes de lipase, tais como
aquelas descritas nos WO 92/05249, WO 94/01541, EP 407225, EP 260105,
WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783,
WO 95/22615, WO 97/04079 e WO 97/07202. Enzimas lipase preferenciais
comercialmente disponiveis incluem LIPOLASE® e LIPOLASE ULTRA® (No-
vozymes A/S).

Amilases: Uma ou mais amilases adicionais também podem es-
tar incluidas. Amilases adequadas (a e/ou B) incluem aquelas de origem
bacteriana ou flungica, e incluem variantes quimicamente modificadas ou
engendradas. Amilases incluem, por exemplo, a-amilases obtidas de Bacil-
lus, por exemplo, uma cepa especial de B. licheniformis, descrita em mais
detalhes em GB 1.296.839. Exemplos de a-amilases uteis sao as variantes
descritas nos WO 94/18314, WO 96/39528, WO 94/02597, WO 94/18314,
WO 96/23873 e WO 97/43424, especialmente as variantes com substitui-

¢bes em uma ou mais das seguintes posicdes: 15, 23, 105, 106, 124, 128,
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133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264, 304, 305, 391,
408 e 444. a-Amilases comercialmente disponiveis sdo DURAMYL®, LI-
QUEZYME® TERMAMY®, NATALASE®, FUNGAMYL® e BAN® (Novozymes
A/S), RAPIDASE® e PURASTAR® (da Genencor).

Celulases: Celulases adequadas incluem aquelas de origem
bacteriana ou fungica. Mutantes da proteina quimicamente modificadas ou
engendradas estao incluidas. Celulases adequadas incluem celulases dos
géneros Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma, Humicola, Fusarium, Thiela-
via, Acremonium, por exemplo, as celulases fungicas produzidas a partir de
Humicola insolens, Myceliophthora thermophila e Fusarium oxysporum reve-
ladas na Patente norte-americana N® 4.435.307, Patente norte-americana N°
5.648.263, Patente norte-americana N2 5.691.178, Patente norte-americana
N® 5.776.757 e WO 89/09259. As celulases de Trichoderma reesei sao reve-
ladas na Patente norte-americana N° 4.689.297, Patente norte-americana
No. 5.814.501, Patente norte-americana N° 5.324.649, WO 92/06221 e WO
92/06165. As celulases de bacillus sdo reveladas na Patente norte-
americana N° 6.562.612. Celulases comercialmente disponiveis incluem
CELLUZYME®, e CAREZYME® (Novozymes A/S), CLAZINASE® e PURA-
DAX HA® (Genencor International Inc.), e KAC-500 (B) ® (Kao Corporation).

Peroxidases/Oxidases. Peroxidases/oxidases adequadas inclu-
em aquelas de origem vegetal, bacteriana ou fungica, e incluem variantes
quimicamente modificadas ou engendradas. Exemplos de peroxidases uteis
incluem peroxidases de Coprinus, por exemplo, de C. cinereus, e variantes
das mesmas como aquelas descritas nos WO 93/24618, WO 95/10602 e
WO 98/15257. Peroxidases comercialmente disponiveis incluem
GUARDZYME® (Novozymes A/S).

A enzima(s) detergente pode estar incluida em uma composigao
detergente pela adicao de aditivos separados contendo uma ou mais enzi-
mas, ou adi¢cdo de um aditivo combinado compreendendo todas estas enzi-
mas. Um aditivo detergente pode ser formulado como um liquido, uma pasta
fluida, uma barra, um tablete, um p6, um granulo, uma pasta, etc. Formula-

¢oes exemplares de aditivo detergente sdo granulados sem formacao de
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poeira e liquidos estabilizados ou pastas fluidas. Um detergente liquido pode
ser aquoso, tipicamente contendo até 70% de agua e de 0 a 30% de solven-
te organico, ou nao aquoso.

Granulados sem formagao de poeira podem ser produzidos, por
exemplo, como revelado nas Patentes norte-americanas N= 4.106.991 e
4.661.452, e podem ser opcionalmente cobertos por métodos conhecidos na
técnica. Exemplos de materiais de revestimento em cera sdo produtos de
poli(6xido de etileno) (polietilenoglicol, PEG) com pesos molares médios de
1000 a 20000; nonil-fendis etoxilados tendo de 16 a 50 unidades de 6xido de
etileno; alcodis gordurosos etoxilados nos quais o alcool contém de 12 a 20
atomos de carbono e nos qual ha 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; al-
codis gordurosos; acidos graxos; e mono- e di- e triglicerideos de acidos
graxos. Exemplos de materiais de revestimento formador<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>