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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft unter anderem neue Varianten der urspriinglichen Termamyl-ahnli-
chen alpha-Amylase, insbesondere Varianten, die veranderte Eigenschaften zeigen, insbesondere ein gean-
dertes Spaltmuster (relativ zum urspriinglichen), die im Hinblick auf die Anwendung der Varianten vorteilhaft
sind, insbesondere bei der industriellen Starkeverarbeitung (z.B. Starkeverflissigung oder Verzuckerung).

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Alpha-Amylasen (alpha-1,4-Glucan-4-glucanhydrolasen, EC 3.2.1.1) stellen eine Gruppe von Enzy-
men dar, die die Hydrolyse von Stéarke und anderen linearen und verzeigten 1,4-glycosidischen Oligo- und Po-
lysacchariden katalysieren.

[0003] Es gibt eine sehr grol’e Menge von Patentliteratur und wissenschaftlicher Literatur, die sich auf diese
industriell wichtige Klasse von Enzymen beziehen. Eine Anzahl von alpha-Amylasen, wie die Termamyl-ahnli-
chen alpha-Amylase-Varianten sind bekannt, z.B. aus WO 90/11352, WO 95/10603, WO 95/26397, WO
96/23873, WO 96/23874 und WO 97/41213.

[0004] Unter den neueren Veroéffentlichungen, die sich auf alpha-Amylasen beziehen, stellt die WO 96/23874
die dreidimensionalen Réntegenkristallstrukturdaten fur die Termamyl-ahnliche alpha-Amylase bereit, die als
BA2 bezeichnet wird, die aus den 300 N-terminalen Aminosaureresten der alpha-Amylase von B.amylolique-
faciens, die die hier in SEQ ID Nr. 6 gezeigte Aminosauresequenz umfasst, und Aminosauren 301483 des
C-terminalen Endes der B. licheniformis-alpha-Amylase, die die hier in SEQ ID Nr. 4 gezeigte Aminosaurese-
quenz umfasst (letztere ist kommerziell unter der Marke Termamyl™ erhéltlich), besteht, und die somit eng mit
der industriell wichtigen Bacillus-alpha-Amylase verwandt ist (die im vorliegenden Kontext von der Bedeutung
des Ausdrucks ,Termamyl-dhnliche alpha-Amylase" umfasst wird und die unter anderem die alpha-Amylase
von B. licheniformis, B. amyloliquefaciens und B. stearothermophilus umfasst.) Die WO 96/23874 beschreibt
weiterhin die Methodik zur Konstruktion, auf der Basis einer Analyse der urspriinglichen Termamyl-ahnlichen
alpha-Amylase, von Varianten der urspriinglichen Termamyl-8hnichen alpha-Amylase, die relativ zur Ur-
springlichen veranderte Eigenschaften zeigt.

[0005] Die WO 96/23874 und die WO 97/41213 (Novo Nordisk) offenbaren Termamyl-ahnliche alpha-Amyla-
sevarianten mit einem geanderten Spaltmuster, die Mutationen in den Aminosaureresten V54, D53, Y56,
Q333, G57 und A52 der hier in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Sequenz aufweisen.

KURZE OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0006] Die vorliegende Erfindung betrifft alpha-Amylasen, wie sie in Anspruch 1 definiert sind, die in Verbin-
dung mit der industriellen Verarbeitung von Starke (Starkeverflissigung, Verzuckerung und dergleichen) vor-
teilhaft sind.

[0007] Die Erfinder habe Uberraschenderweise Varianten mit gednderten Eigenschaften gefunden, insbeson-
dere einem geanderten Spaltmuster, die eine verbesserte verminderte Fahigkeit zur Spaltung eines Substrates
nahe dem Verzweigungspunkt aufweisen, und ferner eine verbesserte Substratspezifitdt und/oder einer ver-
besserte spezifische Aktivitdt haben, verglichen mit den in WO 96/23874 und WO 97/41213 (Novo Nordisk)
offenbarten Termamyl-ahnlichen alpha-Amylasevarianten mit einem geanderten Spaltmuster, die Mutationen
in den Aminosaureresten V54, D53, Y56, Q333, G57 und A52 der hier gezeigten SEQ ID Nr. 4 Sequenz haben.

[0008] Die Erfindung betrifft ferner DNA-Konstrukte, die die alpha-Amylasen der Erfindung kodieren, rekom-
binante Expressionsvektoren, die das DNA-Konstrukt tragen, Zellen, die mit dem DNA-Konstrukt transformiert
sind, Zusammensetzungen, die die alpha-Amylase der Erfindung umfassen, und die Verwendung der Varian-
ten und Zusammensetzungen der Erfindung, alleine oder in Kombination mit anderen alpha-amylotischen En-
zymen, in verschiedenen industriellen Prozessen, z.B. die Starkeverflissigung, und in Detergenzzusammen-
setzungen, wie Waschmittel, Spilmittel und Hartflachen-Haushaltsreiniger, in der Ethanol-Produktion, als
Treibstoff, bei der Getrankeethanol-Herstellung und der industriellen Ethanol-Herstellung, beim Entschlichten
von Textilien, Textilstoffen oder Bekleidung.
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Nomenklatur

[0009] In der vorliegenden Beschreibung und den Anspriichen wird der Ubliche einbuchstabige oder drei-
buchstabige Code fiir die Aminosaurereste verwendet.

[0010] Fur die leichte Bezugnahme werden die alpha-Amylasen der Erfindung unter Verwendung der folgen-
den Nomenklatur beschrieben:
Originale Aminosaure/n : Position/en : substituierte Aminosaure/n

[0011] Entsprechend dieser Nomenklatur wird beispielsweise die Substitution von Alanin durch Asparagin in
Position 30 dargestellt als:

Ala30Asn oder A30N,

eine Deletion von Alanin in der gleichen Position wird dargestellt als

Ala30* oder A30%,

und eine Insertion eines zusatzlichen Aminosaurerestes, wie Lysin, wird dargestellt als

*30alys oder *30akK.

[0012] Eine Deletion eines konsekutiven Abschnitts von Aminosaureresten, wie die Aminosaurereste 30 — 33,
wird als (30 — 33)* oder A(A30 — N33) oder delta (A30 — N33) angegeben.

[0013] Wo eine spezielle alpha-Amylase eine ,Deletion" im Vergleich mit einer anderen alpha-Amylase ent-
halt und eine Insertion in einer solchen Position gemacht wird, wird dies wie folgt dargestellt:

*36aASP oder *36aD

fur die Insertion von Aspartinsaure in der Position 36.

[0014] Multiple Mutationen werden mit Plus-Zeichen getrennt, d.h.:

Ala30Asp + Glu34Ser oder A30N + E34S

die Mutationen in den Positionen 30 und 34 reprasentiert, die Alanin und Glutaminsaure durch Asparagin bzw.
Serin substituieren. Multiple Mutationen kénnen auch wie folgt getrennt werden, d.h. es bedeutet das gleiche
wie die Plus-Zeichen:

Ala30Asp/Glu34Ser oder A30N/E34S

[0015] Wenn eine oder mehrer alternative Aminosaurereste in eine vorgegebene Position insertiert werden
koénnen, wird dies angegeben als

A30N,E oder

A30N oder A30E.

[0016] Wenn ferner eine fir eine Modifikation geeignete Position hier angegeben ist, ohne dass eine spezifi-
sche Modifikation vorgeschlagen wird, oder A30X angegeben ist, soll verstanden werden, dass jeder Amino-
saurerest durch die Aminosaurereste substituiert werden kann, die in der Position vorliegen. Wenn somit eine
Modifikation eines Alanins in der Position 30 erwahnt aber nicht spezifiziert oder als X" spezifiziert ist, soll ver-
standen werden, dass das Alanin deletiert oder durch irgend eine andere Aminosaure substituiert sein kann,
d.h.irgendeinevonR,N,D,C,Q,E,G,H,|,L,K,M,F, P, S, T, W, Y, V.

GENAUE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
[0017] Eig. 1 zeigt die SEQ ID Nr. 1 aus WO 95/26397.
[0018] Eig. 2 zeigt die SEQ ID Nr. 2 aus WO 95/26397.

[0019] Fig. 3 zeigt die Sequenz der Bacillus sp. #707 alpha-Amylase von Tsukamoto et al., Biochemical and
Biophysical Research Communications, 157 (1988), Seiten 25-31.

Termamyl-ahnliche alpha-Amylase

[0020] Es ist gut bekannt, dass eine Anzahl von alpha-Amylasen, die von Bacillus spp. erzeugt werden, auf
dem Aminosaurelevel hoch homolog sind. Beispielsweise wurde gefunden, dass die B. licheniformis-al-
pha-Amylase, die die Aminosauresequenz umfasst, die in der SEQ ID Nr. 4 gezeigt ist (kommerziell als Terma-
myl™ erhaltlich), zu etwa 89 % mit der B. amyloliquefaciens-alpha-Amylase homolog ist, die die in SEQ ID Nr.
6 gezeigt Sequenzen aufweist, und zu etwa 79 % mit der B. stearothermophilius-alpha-Amylase homolog ist,
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die die in der SEQ ID Nr. 8 dargestellte Aminosauresequenz umfasst. Weitere homologe alpha-Amylasen um-
fassen eine alpha-Amylase, die von einem Stamm des Bacillus sp. NCIB 12289, NCIB 12512, NCIB 12513
oder DSM 9375 abgeleitet ist, die all detailliert in WO 95/26397 beschrieben sind, und die #707 alpha-Amylase,
die von Tsukamoto et al., Biochemical and Biophysical Research Communications, 157 (1988), Seiten 25 — 31
beschrieben ist.

[0021] Noch weitere homologe alpha-Amylasen umfassen die alpha-Amylasen, die vom B. lichenifor-
mis-Stamm erzeugt werden, der in EP 0252666 (ATCC 27811) beschrieben ist, und die alpha-Amylasen, die
in WO 91/00353 und WO 94/18314 identifiziert sind. Andere kommerzielle Termamyl-ahnliche B. licheniformis
alpha-Amylasen sind Optitherm™ und Takatherm™ (erhaltlich von Solvay), Maxamyl™ (erhaltlich von Gistbro-
cades/Genencor), Spezym AA™ und Spezyme Delta AA™ (erhaltlich von Genencor) und Keistase™ (erhaltlich
von Daiwa).

[0022] Wegen der substantiellen Homologie, die zwischen diesen alpha-Amylasen gefunden wurde, wird an-
genommen, dass sie der gleichen Klasse von alpha-Amylasen an gehéren, namlich der Klasse der ,Terma-
myl-ahnlichen alpha-Amylasen".

[0023] Dementsprechend ist beabsichtigt, dass im vorliegenden Kontext der Ausdruck ,, Termamylahnliche al-
pha-Amylase" eine alpha-Amylase bezeichnet, die auf dem Aminosaureniveau eine substantielle Homologie
zu Termamyl™ zeigt, d.h. der B. licheniformis alpha-Amylase, die die in der SEQ ID Nr. 4 hier gezeigt Amino-
sauresequenz aufweist. In anderen Worten ist eine Termamyl-ahnliche alpha-Amylase eine alpha-Amylase,
die die in der SEQ ID Nr. 4 oder 8 hier gezeigte Aminosauresequenz und die in den SEQ ID Nr. 1 oder 2 von
WO 95/26397 (vgl. Fig. 1 bzw. Fig. 2) oder in Tsukamoto et al., 1988 (siehe Fig. 3) gezeigten Aminosaurese-
quenzen aufweist, oder die i) mindestens 90 %, insbesondere bevorzugter mindestens 95 % Homologie, be-
vorzugter mindestens 97 %, bevorzugter minndestens 99 % mit mindestens einer der Aminosauresequenzen
zeigt.

[0024] In Verbindung mit der Eigenschaft i) wird die ,Homologie" bestimmt durch Verwendung des GAP-Pro-
gramms von der GCG-Package Version 7.3 (Juni 1993) unter Verwendung des Defaultswertes fiir die GAP-Pe-
nalties, die eine GAP-Creation-Penalty von 3,0 und eine GAP-Extension-Penalty von 0,1 darstellt (Genetic
Computer Group (1991) Programm Manual fir das GCG-Package, Version 7, 575 Science Drive, Madison,
Wisconsin, USA 53711).

[0025] Eine strukturelle Anordnung zwischen Termamyl und einer Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase kann
verwendet werden, um die aquivalenten/korrespondierenden Positionen in anderen Termamyl-ahnlichen al-
pha-Amylasen zu identifizieren. Ein Verfahren, mit dem eine strukturelle Anordnung erhalten wird, ist die Ver-
wendung des Pile-up-Programms vom GCG-Package, die eine Defaultwert der GAP-Penalties, d.h. eine
Gap-Creation-Penalty von 3,0 und eine Gap-Extension-Penalty von 0,1 verwendet. Andere Verfahren zur
strukturellen Anordnung umfassen die hydrophobe Clusteranalyse (Gaboriaud et al., (1987), FEBS LETTERS
224, Seiten 149-155) und das reverse Threading (,reverse threading") (Huber, T; Torda, AE, PROTEIN SCI-
ENCE, Bd. 7, Nr. 1, Seiten 142-149 (1998).

[0026] In dem vorliegenden Zusammenhang soll ,stammt von" nicht nur anzeigen, dass eine alpha-Amylase
von einem Stamm des in Rede stehenden Organismus erzeugt wird oder erzeugbar ist, sondern auch eine al-
pha-Amylase bezeichnen, die von einer DNA-Sequenz kodiert wird, die aus einem solchen Stamm isoliert und
in einem Wirtsorganismus erzeugt wird, der mit der DNA-Sequenz transformiert wurde. Schlie3lich ist der Aus-
druck dazu gedacht, eine alpha-Amylase zu bezeichnen, die durch eine DNA-Sequenz einer synthetischen
und/oder cDNA-Quelle kodiert wird, und die die identifizierenden Eigenschaften der in Rede stehenden al-
pha-Amylase aufweist. Der Ausdruck soll auch bezeichnen, dass die urspringliche alpha-Amylase eine Vari-
ante einer naturlich vorkommenden alpha-Amylase sein kann, d.h. eine Variante, die das Ergebnis einer Mo-
difikation (Insertion, Substitution, Deletion) einer oder mehrere Aminosaurereste der naturlich vorkommenden
alpha-Amylase ist.

Urspriingliche Hybrid-alpha-Amylase
[0027] Die urspriingliche alpha-Amylase kann eine Hybrid-alpha-Amylase sein, d.h. eine alpha-Amylase, die
eine Kombination von partiellen Aminosauresequenzen umfasst, die von mindestens zwei alpha-Amylasen

stammen.

[0028] Die urspriingliche Hybrid-alpha-Amylase kann eine sein, die auf der Basis der Aminosaurehomologie
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und/oder immunologischen Kreuzreaktivitat und/oder DNA-Hybridisierung (wie vorstehend definiert) bestimmt
werden kann, dass sie zur Termamylahnlichen alpha-Amylase-Familie gehort. In diesem Fall ist die Hybrid-al-
pha-Amylase typischerweise aus mindestens einem Teil einer Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase und einem
Teil oder Teilen von einer oder mehreren anderen alpha-Amylase/n zusammengesetzt sein, ausgewahlt unter
Termamyl-ahnlichen alpha-Amylasen oder nicht-Termamyl-ahnlichen alpha-Amylasen aus mikrobiellem (bak-
teriellem oder pilzlichem) Ursprung und/oder Saugerquellen.

[0029] Somit kann die urspringliche alpha-Amylase eine Kombination von partiellen Aminosauresequenzen
umfassen, die von mindestens zwei Termamyl-dhnlichen alpha-Amylasen oder von mindestens einer Terma-
myl-ahnlichen und mindestens einer nicht-Termamyl-ahnlichen bakteriellen alpha-Amylase oder von einer
Termamyl-ahnlichen und mindestens einer pilzlichen alpha-Amylase abgeleitet ist. Die Termamyl-ahnliche al-
pha-Amylase, von der eine partielle Aminosauresequenz stammt, kann z. B. eine der spezifischen Terma-
myl-ahnlichen alpha-Amylasen sein, auf die hier Bezug genommen wird.

[0030] Beispielsweise kann die urspriingliche alpha-Amylase einen C-terminalen Teil einer alpha-Amylase
umfassen, der von einem Stamm von B. licheniformis abgeleitet ist, und einen N-terminalen Teil einer al-
pha-Amylase, der von einem Stamm von B. amyloliquefaciens oder von einem Stamm von B. stearothermo-
philus abgeleitet ist.

[0031] Die nicht-Termamyl-dhnliche alpha-Amylase kann z. B. eine alpha-Amylase eines Pilzes, eines Sau-
gers oder einer Pflanze oder eines Bakteriums (die von der Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase verschieden
ist) sein. Spezifische Beispiele solcher alpha-Amylasen umfassen die Aspergillus oryzae-TAKA-alpha-Amyla-
se, die A. niger-Saure-alpha-Amylase, die Bacillus subtilis-alpha-Amylase, die Schweinepankreas-alpha-Amy-
lase und die Gerste-alpha-Amylase. Diese alpha-Amylasen haben alle eine erforschte Struktur, die deutlich
verschieden von der Struktur der typischen Termyl-8hnlichen alpha-Amylase, auf die hier Bezug genommen
wird, ist.

[0032] Die vorstehend erwahnte Pilz-alpha-Amylase, d.h. die von A. niger und A. oryzae stammt, sind auf
dem Aminosaurerilevel hoch homolog, und es wird allgemein angenommen, dass sie zur gleichen Familie der
alpha-Amylasen gehdrt. Die Pilz-alpha-Amylase, die von Aspergillus oryzae stammt, ist kommerziell unter der
Marke Fungamyl™ erhaltlich.

[0033] Weiterhin soll, wenn auf eine besondere Variante der Termamyl-dhnlichen alpha-Amylase (Variante
der Erfindung) - in tblicher Weise — durch Bezugnahme auf die Modifikation (z.B. Deletion oder Substitution)
eines spezifischen Aminosaurerestes in der Aminosauresequenz einer spezifischen Termamyl-ahnlichen al-
pha-Amylase Bezug genommen wird, verstanden werden, dass die Varianten einer anderen Termamyl-ahnli-
chen alpha-Amylase dadurch umfasst werden, die in der/den aquivalenten Positionen modifiziert sind (wie mit
der besten mdglichen Aminosauresequenzanordnung zwischen den entsprechenden Aminosauresequenzen
bestimmt).

[0034] Eine bevorzugte Ausfihrungsform einer Variante der Erfindung ist eine, die von der B. licheniformis-al-
pha-Amylase (als urspriingliche Termamyl-ahnliche alpha-Amylase) stammt, z. B. eine von denen, auf die
oben Bezug genommen wurde, wie die B. licheniformis-alpha-Amylase mit der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Ami-
nosauresequenz.

Konstruktion von Varianten der Erfindung
[0035] Die Konstruktion der interessierenden Variante kann erfolgen, indem die Mikroorganismen kultiviert
werden, die eine DNA-Sequenz umfassen, die die Variante unter Bedingungen kodiert, die fiir die Produktion
der Variante férderlich sind. Die Variante kann dann nachfolgend aus der resultierenden Kulturbriihe gewonnen
werden. Dies wird nachstehend detailliert beschrieben.
Geanderte Eigenschaften
[0036] Die nachfolgende Darstellung diskutiert das Verhaltnis zwischen Mutationen, die in Varianten der Er-
findung vorliegen, und die erwiinschten Anderungen in den Eigenschaften (relativ zu denen der urspriinglichen

Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase), die daraus resultieren kénnen.

[0037] In einer bevorzugten Ausflihrungsform umfassen die Varianten der Erfindung eine Mutation in einer
Position, die mindestens einer der folgenden Mutationen in der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Aminosauresequenz
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entspricht:

T49 + G107A, A52S + V54N + T49L + G107A oder T49F + G107A, T49V + G107A, T49D + G107A, T49Y +
G107A. T49S + G107A, T49N + G107A, T491 + G107A, T49L + A52S + G107A, T49L + A52T + G107A, T49L
+ A52F + G107A, T49L + A52L + G107A, T49L + A521 + G107A, T49L + A52V + G107A.

[0038] In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst eine Variante die folgenden Mutationen entsprechend
den folgenden Mutationen in der in SEQ ID Nr. 4 dargestellten Aminosauresequenz:
T29X + A52X + V54N/I/L/Y/FIW + G107A, und sie kann weiter G108A umfassen.

[0039] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst eine Variante der vorliegenden Erfindung mindestens
eine Mutation, die den folgenden Mutationen der in der SEQ ID Nr. 4 dargestellten Aminosauresequenz ent-
spricht:

T49L + G107A,

T491 + G107A,

T49L + G107A + V541,

T491 + G107A + V54,

A52S + V54N + T49L + G107A,

A52S + V54| + T49L + G107A,

A52S + T49L + G107A,

A52T + T49L + G107A,

A52S + V54N + T49I1 + G107A,

A52S + V54| + T491 + G107A,

A52S + T49I1 + G107A.

[0040] Die vorstehenden Varianten der Erfindung haben alle gednderte Eigenschaften (was verminderte oder
erhohte Eigenschaften heifdt), insbesondere eine der folgenden Eigenschaften relativ zu der urspriinglichen al-
pha-Amylase: verminderte Fahigkeit, ein Substrat nahe dem Verzweigungspunkt zu spalten, verbesserte Sub-
stratspezifitdt und/oder verbesserte spezifische Aktivitat, geanderte Substratbindung, geadnderte thermische
Stabilitat, gedndertes pH/Aktivitats-Profil, gedndertes pH/Stabilitats-Profil, geanderte Stabilitat gegentiber Oxi-
dation, geanderte Ca®"-Abhangigkeit.

Stabilitat

[0041] Im Kontext der vorliegenden Erfindung umfassen Mutationen (einschlief3lich Aminosauresubstitutio-
nen und/oder -Deletionen) von Bedeutung in Bezug auf die zu erreichende geanderte Stabilitat, insbesondere
verbesserte Stabilitat (d.h. hdher oder niedriger) bei insbesondere niedrigem pH (d.h. 4-6) jede der unter dem
Abschnitt ,geanderte Eigenschaften" aufgefiihrte Mutationen und die Varianten, die gerade unten angegeben
sind.

[0042] Die folgenden Varianten: Q360A,K, N102A, N326A,L, N190G, N190K, Y262A,K,E (unter Verwendung
der BAN-, d.h. SEQ ID Nr. 6, Nummerierung) wurde ebenso hinsichtlich der pH-Stabilitat getestet. Eine bevor-
zugte urspringliche alpha-Amylase kann die vorstehend beschriebene BA2 sein. Die pH-Stabilitat wurde wie
in dem Abschnitt ,Material & Methoden" beschrieben bestimmt.

Ca**-Stabilitat

[0043] Die geanderte Ca?*-Stabilitat bedeutet, dass sich die Stabilitdt des Enzyms unter einer Ca®-Verar-
mung sich verbessert hat, d.h. eine héhere oder niedrigere Stabilitat. Im Kontext der vorliegenden Erfindung
umfassen Mutationen (einschlief3lich Aminosauresubstitutionen) von Bedeutung in Bezug auf die Erreichung
einer geanderten Ca*'-Stabilitat, insbesondere verbesserten Ca?*-Stabilitat, d.h. einer héheren oder niedrige-
ren Stabilitat, bei insbesondere niedrigem pH (d.h. pH 4-6) alle Mutationen, die in dem Abschnitt ,geanderte
Eigenschaften" aufgefuhrt sind.

Spezifische Aktivitat

[0044] Ineinem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung zeigen bedeutsame Mutationen in Bezug auf das
Erhalten von Varianten, die eine geanderte spezifische Aktivitat, insbesondere eine erhdhte oder verminderte
spezifische Aktivitat, insbesondere bei Temperaturen von 60 bis 100°C, vorzugsweise 70 bis 95°C, insbeson-
dere 80 bis 90°C zeigen, umfassen irgendeine der in dem Abschnitt ,geanderte Eigenschaften" vorstehende
aufgelisteten Mutationen.
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[0045] Die spezifische Aktivitat von LE174 und LE29 wurde mit 16 000 NU/mg unter Verwendung des Pha-
debas®-Assays, der im Abschnitt ,Material & Methoden" beschrieben wurde, bestimmt.

Geandertes Spaltmuster

[0046] Im Starkeverflissigungsprozess ist es erwilinscht, eher eine alpha-Amylase zu verwenden, die dazu in
der Lage ist, die Starkemolekdle in lange verzweigte Oligosaccharide abzubauen, als eine alpha-Amylase, die
kirzere verzweigte Oligosaccharide entstehen lasst (wie die herkdmmliche Termamyl-ahnliche alpha-Amyla-
sen). Kurze verzweigte Oligosaccharide (Panose-Vorlaufer) werden von der Pullulanase nicht zufriedenstllend
hydrolysiert, die nach der alpha-Amylase-Behandlung bei Verfliissigungsprozessen eingesetzt werden, oder
gleichzeitig mit einer zuckerverflissigenden Amyloglucosidas (Glucoamylase) oder vor Zugabe einer zucker-
verflissigenden Amyloglucosidase (Glucoamylase) verwendet werden. Somit enthalt in Gegenwart eines Pa-
nose-Vorlaufers das Produkt-Gemisch, das nach der Glucoamylase-Behandlung vorliegt, einen signifikanten
Teil von kurzen verzweigten so genannten Limitdextrinen (,limit-dextrin") gegentiber dem Trisaccharid Panose.
Die Gegenwart von Panose erniedrigt die Verzuckerungs-Ausbeute deutlich und ist somit unerwiinscht.

[0047] Es wurde friher berichtet (US-Patent 5,234,823), dass, wenn mit Glucoamylase und Pulluolanase ver-
zuckert wird, das Vorliegen restlicher alpha-Amylase-Aktivitét, die vom Verflissigungsprozess stammt, zu
niedrigeren Ausbeuten an Glucose fihren kann, wenn die alpha-Amylase nicht vor dem Verzuckerungs-
schritt-Schritt inaktiviert wird. Diese Inaktivierung kann typischerweise durchgefiihrt werden, indem der pH un-
ter 4,7 bei 95°C eingestellt wird, bevor die Temperatur fir die Verzuckerung auf 60°C erniedrigt wird.

[0048] Der Grund flr diesen negativen Effekt auf die Glucose-Ausbeute ist nicht vollstandig verstanden, aber
es wird angenommen, dass die verfussigende alpha-Amylase (z.B. Termamyl 120 L von B. licheniformis) ,Li-
mitdextrine" erzeugt (die schlechte Substrate fir die Pullanase darstellen), indem 1,4-alpha-glykosidische Bin-
dungen nahe an und auf beiden Seiten der Verzweigungspunkte im Amylopektin hydrolysiert werden. Hydro-
lyse dieser Limitdextrine durch Glucoamylase fiihrt zu einem Aufbau des Trisaccharids Panose, das nur lang-
sam durch Glucoamylase hydrolysiert wird.

[0049] Die Entwicklung einer thermisch stabilen alpha-Amylase, die nicht unter diesen Nachteilen leidet, ware
eine signifikante Verbesserung, so dass kein getrennter Inaktivierungsschritt erforderlich ware.

[0050] Somit ist es das Ziel der vorliegenden Erfindung bei einer Mutanten-alpha-Amylase anzukommen, die
geeignet modifizierte Starke-Abbau-Eigenschaften aufweist, aber die Thermostabilitdt der urspriinglichen
Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase beibehalt.

[0051] Dementsprechend bezieht sich die Erfindung auf Varianten einer Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase,
die eine verbesserte reduzierte Fahigkeit hat, die Substrate nahe am Verzweigungspunkt zu spalten, und wei-
terhin eine verbesserte Substratspezifitdt und/oder eine verbesserte spezifische Aktivitat besitzt.

[0052] Von besonderem Interesse ist eine Variante, die ein Amylopektin-Substrat vom reduzierenden Ende
spaltet, mehr als eine Glucoseeinheit vom Verzweigungspunkt, vorzugsweise mehr als zwei oder drei Gluco-
seeinheiten vom Verzweigungspunkt, d.h. bei einer weiteren Entfernung vom Verzweigungspunkt als die, die
durch die Verwendung einer B. licheniformis-alpha-Amylase vom Wildtyp erhalten wird.

[0053] Es kann hier erwahnt werden, dass gemaf der WO 96/23874 von Varianten, die mindestens eine der
folgenden Mutationen umfassen, erwartet wird, die Spaltung nahe dem Verzweigungspunkt verhindern:

V54 L,I,FY,W,R,K,H,E,Q;

D53 L,I,F,Y,W;

Y56W;

Q333W;

G57, alle moglichen Aminosaurereste;

A52, Aminosaurereste grof3er als A, z.B. A52W,Y,L,F,I.

[0054] Mutationen von besonderem Interesse in Bezug auf die Bereitstellung von Varianten gemaf der Erfin-
dung mit verbesserter reduzierter Fahigkeit, ein Substrat nahe dem Verzweigungspunkt zu spalten, und die
weiterhin eine verbesserte Substratspezifitdt und/oder verbesserte spezifische Aktivitat aufweist, umfassen
Mutationen an den folgenden Positionen in der B. licheniformis-alpha-Amylase, SEQ ID Nr. 4:

H156, A181, N190, A209, Q264 und 1201.
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[0055] Ferner kann die B. licheniformis-alpha-Amylase, die in SEQ ID No. 4 gezeigt ist, die eine oder mehrere
der folgenden Mutationen umfasst, als Hauptkette verwendet werden (unter Verwendung der SEQ ID No. 4 fir
die Nummerierung der Mutationen):

E119C;

S130C;

D124C;

R127C;

A52 alle méglichen Aminosaurereste;

S85 alle moéglichen Aminosaurereste;

N96 alle moglichen Aminosaurereste;

V129 alle méglichen Aminosaurereste;

A269 alle moglichen Aminosaurereste;

A378 alle moglichen Aminosaurereste;

S148 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere S148N;

E211 alle mdglichen Aminosaurereste, insbesondere E211 Q;

N188 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere N188S, N188P;

M197 alle méglichen Aminosaurerest, insbesondere M197T, M197A, M197G, M1971,
M197L, M197Y, M197F, M1971;

W138 alle méglichen Aminosaurereste, insbesondere W138Y;

D207 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere D207Y;

H133 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere H133Y;

H205 alle méglichen Aminosaurereste, insbesondere H205H, H295C, H205R,;
S187 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere S187D;

A210 alle méglichen Aminoséaurereste, insbesondere A210S, A210T;

H405 alle méglichen Aminosaurereste, insbesondere H405D;

K176 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere K176R;

F279 alle méglichen Aminosaurereste, insbesondere F279Y;

Q298 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere Q298H;

G299 alle moéglichen Aminosaurereste, insbesondere G299R;

L308 alle méglichen Aminosaurereste, insbesondere L308F;

T412 alle moglichen Aminosaurereste, insbesondere T412A,;

[0056] Ferner kann als Hauptkette die B. licheniformis-alpha-Amylase verwendet werden, die in SEQ ID Nr.
4 dargestellt ist, die mindestens eine der folgenden Mutationen umfasst:

M15 alle méglichen Aminosaurereste;

A33 alle méglichen Aminosaurereste.

[0057] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst eine Variante der Erfindung mindestens eine Mutation
in einer Position, die den folgenden Mutationen in der Aminosauresequenz entspricht, die in SEQ ID No. 3 ge-
zeigt ist: T49 + G107A, A52S + V54N + T49L + G107A oder T49F + G107A, T49V + G107A, T49D + G107A,
T49Y + G107A, T49S + G107A, T49N + G107A, T491 + G107A, T49L + A52S + G107A, T49L + A52T + G107A,
T49L + A52F + G107A, T49L + A52L + G107A, T49L + A521 + G107A, T49L + A52V + G107.

[0058] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst eine Variante der Erfindung mindestens eine Mutation
in einer Position, die den folgenden Mutationen in der in SEQ ID Nr. 4 dargestellten Aminosauresequenz ent-
spricht: T49X + A52X + V54N/I/L/Y/F/W + G107A, und die weiterhin G108A umfassen kann.

[0059] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst eine Variante der Erfindung mindestens eine Mutation
in einer Position, die den folgenden Mutationen in der Aminosauresequenz entspricht, die in der SEQ ID Nr. 4
gezeigt ist:

T49L + G107A,

T491 + G107A,

T49L + G107A + V54,

T491 + G107A + V54,

A52S + V54N + T49L + G107A,

A52S + V54| + T49L + G107A,

A52S + T49L + G107A,

A52T + T49L + G107A,

A52S + V54N + T49I1 + G107A,

A52S + V54| + T491 + G107A,
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A52S + T491 + G107A.

Allgemeine Mutationen in Varianten der Erfindung

[0060] Es kann bevorzugt sein, dass eine Variante der Erfindung eine oder mehrere Modifikationen zusatzlich
zu den vorstehend beschriebenen umfasst. Somit kann es vorteilhaft sein, dass ein oder mehrere Prolin-Reste
in dem Teil der alpha-Amylase-Variante vorliegt/en, der modifiziert ist, durch einen nicht-Prolin-Rest ersetzt
ist/sind, der irgendeine der der mdglichen, naturlich vorkommenden nicht-Prolin-Reste sein kann, und der vor-
zugsweise Alanin, Glycin, Serin, Threonin, Valin oder Leucin ist.

[0061] Analog kann es bevorzugt sein, dass ein oder mehrere Cystein-Rest/e, die unter den Aminosau-
re-Resten vorliegen, mit denen die urspringliche alpha-Amylase modifiziert ist, durch einen nicht-Cy-
stein-Rest, wie Serin, Alanin, Threonin, Glycin, Valin oder Leucin, ersetzt ist/sind.

[0062] Weiterhin kann eine Variante der Erfindung — in Verbindung mit irgendeiner der vorstehend angegebe-
nen Modifikationen — modifiziert sein, so dass ein oder mehrere Asp und/oder Glu, die in einem Aminosaure-
fragment vorliegen, das dem Aminsosaure-Fragment 185-209 der SEQ ID Nr. 4 entspricht, durch ein Asn
und/oder GIn ersetzt ist. Von Interesse ist auch der Austausch, in der Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase, von
einem oder mehreren der Lys-Reste, die in einem Aminsosaure-Fragment vorliegen, das dem Aminosau-
re-fragment 185-209 der SEQ ID Nr. 4 entspricht, durch Arg.

[0063] Es soll verstanden werden, dass die vorliegende Erfindung Varianten umfasst, die zwei oder mehr der
vorstehend dargestellten Modifikationen aufweisen.

[0064] Ferner kann es vorteilhaft sein, in irgendeiner der hier beschriebenen Varianten Punktmutationen ein-
zufiihren.

Verfahren zur Herstellung der alpha-Amylase-Varianten

[0065] Mehrere Verfahren zur Einfihrung von Mutationen in Gene sind auf dem Gebiet bekannt. Nach einer
kurzen Diskussion der Klonierung der alpha-Amylase-kodierenden DNA-Sequenzen werden Verfahren fir die
Erzeugung von Mutationen an speziellen Stellen innerhalb der alpha-Amylase-kodierenden Sequenz diskutiert
werden.

[0066] Klonierung einer DNA-Sequenz, die eine alpha-Amylase kodiert Die DNA-Sequenz, die eine urspriing-
liche alpha-Amylase kodiert, kann aus jeder Zelle oder Mikroorganismus isoliert werden, der die in Rede ste-
hende alpha-Amylase produziert, wobei verschiedene Verfahren verwendet werden kénnen, die auf dem Ge-
biet gut bekannt sind. Zuerst sollte eine genomische DNA- und/oder cDNA-Bibliothek konstruiert werden, wo-
bei chromosomale DNA oder Messenger-RNA aus dem Organismus verwendet wird, der die alpha-Amylase
produziert, die untersucht werden soll. Dann, wenn die Aminosauresequenz der alpha-Amylase bekannt ist,
kénnen homologe markierte Oligonucleotidsonden synthetisiert und verwendet werden, um die alpha-Amyla-
se-kodierenden Klone aus einer genomischen Bibliothek zu identifizieren, die aus dem in Rede stehenden Or-
ganismus hergestellt wurde. Alternativ kann eine markierte Oligonucleotidsonde mit Sequenzen, die Homolog
zu einem bekannte alpha-Amylase-Gen sind, als Sonde verwendet werden, um die alpha-Amylase-kodieren-
den Klone zu identifizieren, wobei Hybridisierungs- und Waschbedingungen mit niedriger Stringenz eingesetzt
werden.

[0067] Ein noch anderes Verfahren zur Identifizierung von alpha-Amylase-kodierenden Klonen umfasst das
Insertieren von Fragmenten genomischer DNA in einen Expressionsvektor, wie ein Plasmid, das Transformie-
ren von alpha-Amylase-negativen Bakterien mit der resultierenden genomischen DNA-Bibliothek und dann
dem Beschichten der tranformierten Bakterien auf Agar, das ein Substrat fur die alpha-Amylase enthalt, wobei
es ermdglicht wird, Klone, die die alpha-Amylase exprimieren, zu identifizieren.

[0068] Alternativ kann die DNA-Sequenz, die das Enzym kodiert, synthetisch durch etablierte Standardver-
fahren hergestellt werden, z.B. das Phosphoramidit-Verfahren, das von S.L. Beaucage und M.H. Caruthers
(1981) beschrieben wurde, oder das Verfahren, das von Matthes et al., beschrieben wurde. Bei dem Phosph-
oramidit-Verfahren werden Oligonucleotide synthetisiert, z.B. in einem automatischen DNA-Synthetisierer, ge-
reiningt, angelagert, ligiert und in geeignete Vektoren kloniert.

[0069] SchlieBlich kann die DNA-Sequenz von gemischtem genomischen und synthetischen Ursprung, ge-
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mischtem synthetischen und cDNA-Ursprung oder gemischtem genomischen und cDNA-Ursprung sein, her-
gestellt durch das Ligieren von Fragmenten von synthetischem, genomischem oder cDNA-Ursprung (damit sie
geeignet sind, entsprechen die Fragmente verschiedenen Teilen der gesamten DNA-Sequenz), wobei Stan-
dardverfahren angewendet werden. Die DNA-Sequenz kann auch durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
unter Verwendung spezifischer Primer hergestellt werden, z.B. wie in US 4,683,202 oder R.K. Saiki et al.
(1988) beschrieben.

Ortsspezifische Mutagenese

[0070] Wenn einmal eine alpha-Amylase-kodierende DNA-Sequenz isoliert und erwinschte Stellen fir die
Mutation identifiziert wurden, kdnnen Mutationen eingefiihrt werden, wobei synthetische Oligonucleotide ver-
wendet werden. Diese Oligonucleotide enthalten Nucleotidsequenzen, die die gewlinschte Mutationsstelle
flankieren; die Mutantennucleotide werden wahrend der Oligonucleotidsynthese eingefiihrt. In einem speziel-
len Verfahren wird ein einzelstangiger Abstand (,gap"), der die alpha-Amylase-kodierende Sequenz Uber-
spannt, in einem Vektor erzeugt, der das alpha-Amylase-Gen tragt. Dann wird das synthetische Nucleotid, das
die gewtlinschte Mutation tragt, an den homologen Teil der einzelstrangigen DNA angelagert. Der verbleibende
Abstand wird dann mit der DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) aufgefillt und das Konstrukt wird unter Ver-
wendung von T4-Ligase ligiert. Ein spezielles Beispiel dieses Verfahrens istin Morinaga et al., (1984) beschrie-
ben. Die US 4,760,025 offenbart die Einfiihrung von Oligonucleotiden, die multiple Mutationen kodieren, indem
geringe Anderungen in der Cassette durchgefiihrt werden. Eine noch gréRere Varietat von Mutationen kann
jedoch zu irgendeiner Zeit durch das Morinaga-Verfahren eingefiihrt werden, da eine Vielzahl von Oligonucle-
otiden von verschiedner Lange eingefuhrt werden kann.

[0071] Ein anderes Verfahren fur die Einfihrung von Mutationen in die alpha-Amylase-kodierende DNA-Se-
quenz wird in Nelson und Long (1989) beschrieben. Es umfasst die 3-Stufen-Bildung eines PCR-Fragments,
das die gewunschte Mutation enthalt, die durch Verwendung eines chemisch synthetisierten DNA-Stranges als
einer der Primer der PCR-Reaktion verwendet wird. Aus dem PCR-erzeugten Fragment kann ein DNA-Frag-
ment isoliert werden, das die Mutation aufweist, indem mit Restriktionsendonucleasen gespalten wird und in
ein Expressionsplasmid wieder eingefugt wird.

Zufallige Mutagenese

[0072] Die zufallige Mutagenese wird geeigneterweise in entweder einer lokalisierten oder regionspezifischen
zufalligen Mutagenese in mindestens drei Teilen des Gens, das in die Aminosauresequenz translatiert, die in
Rede steht, oder in dem ganzen Gen durchgefuhrt.

[0073] Die zufallige Mutagenese einer DNA-Sequenz, die eine urspriingliche alpha-Amylase kodiert, kann
herkdmmlicherweise durch die Verwendung irgendeines auf dem Gebiet bekannte Verfahren durchgefiihrt
werden.

[0074] In Bezug auf das Vorstehende betrifft ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur
Erzeugung einer Variante einer urspriinglichen alpha-Amylase, z.B. wobei die Variante eine verminderte Fa-
higkeit zur Spaltung eines Oligosaccharid-Substrates nahe dem Verzweigunspunkt zeigt, und weiterhin eine
verbesserte Substratspezifitdt und/oder eine verbesserte spezifische Aktivitat relativ zum Ursprung aufweist,
das Verfahren umfasst:

(a) das Unterziehen einer DNA- Sequenz, die fir die urspriingliche alpha-Amylase kodiert, einer zufalligen

Mutagenese,

(b) Expremieren der mutierten DNA-Sequenz, die in Schritt (a) erhalten wird, in einer Wirtszelle, und

(c) Screenen nach Wirtszellen, die eine alpha-Amylase-Variante expremieren, welche eine geanderte Ei-

genschaft aufweist (d.h. thermische Stabilitat), relativ zur urspriinglichen alpha-Amylase.

[0075] Schritt (a) des vorstehenden Verfahrens der Erfindung wird vorzugsweise unter Verwendung dotierter
(,doped") Primer durchgefiihrt. Beispielsweise kann die zufallige Mutagenese durch Verwendung eines geeig-
neten physikalischen oder chemischen Mutagenesemittels, durch Verwendung eines geeigneten Oligonucle-
otides oder indem die DNA-Sequenz einer PCR-erzeugten Mutagenese unterzogen wird, durchgeflihrt wer-
den. Weiterhin kann die zufallige Mutagenese durch Verwendung irgendeiner Kombination dieser Mutagene-
semittel durchgefiihrt werden. Das Mutagenesmittel kann z.B. eines sein, das Transitionen, Transversionen,
Inversionen, Durcheinanderbringen (,scrambling"), Deletionen und/oder Insertionen induziert.

[0076] Beispiele physikalischer oder chemischer Mutagenesmittel, die fiir den vorliegenden Zweck geeignet
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sind, umfassen ultraviolette (UV)-Bestrahlung, Hydroxylamin. N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG),
O-Methylhydroxylamin, salpetrige Saure, Ethylmethansulfonat (EMS), Natriumbisulfit, Ameisensaure und Nu-
cleotidanaloga. Wenn ein solches Mittel verwendet wird, wird die Mutagenese typischerweise durch Inkubation
der DNA-Sequenz, die das urspriingliche Enzym kodiert, das mutagenisiert werden soll, in Gegenwart des Mu-
tagenesemittels der Wahl unter geeigneten Bedingungen fiir die Mutagenese, damit sie stattfindet, und Aus-
wahl der mutierten DNA mit den gewiinschten Eigenschaften durchgefiihrt. Wenn die Mutagenese durchge-
fuhrt wird, indem ein Oligonucleotid verwendet wird, kdnnen die Oligonucleotide mit den drei nicht-urspriingli-
chen Nucleotiden wahrend der Synthese des Oligonucleotides an den Positionen, die geandert werden sollen,
dotiert oder versetzt sein. Das Dotieren oder Versetzen kann so durchgefiuihrt werden, dass die Codons uner-
wiinschte Aminosauren vermeiden. Die dotierten oder versetzten Oligonucleotide kdnnen in die DNA, die das
alphpha-Amylase-Enzym kodiert, durch jede verdffentlichte Technik eingebaut werden, wobei z.B. PCR, LCR
oder jede DNA-Polymerase und -Ligase geeignet erscheinen. Vorzugsweise wird das dotieren unter Verwen-
dung des ,konstanten zufalligen Dotierens" durchgefihrt, bei dem der Prozentteil des Wildtyps und der Muta-
tion in jeder Position vordefiniert ist. Weiterhin kann das Dotieren hinsichtlich einer Praferenz fiir die Einfihrung
bestimmter Nucleotide und dadurch eine Praferenz fur den Einbau von einer oder mehrere Aminosaurereste
gesteuert sein. Das Dotieren kann erzeugt werden, indem z.B. der Einbau von 90 % Wildtyp und 10 % Mutation
in jeder Position ermdglicht wird. Eine zusatzliche Erwagung bei der Wahl des Dotierungsschemas basiert auf
genetischen sowie Protein-strukturellen Restriktionen. Das Dotierungsschema kann unter Verwendung des
DOPE-Programmes durchgefihrt werden, das unter anderem sicherstellt, dass der Einbau eines Stopp-Codons
verhindert wird. Wenn die PCR-erzeugte Mutagenese verwendet wird, wird entweder ein chemisch behandel-
tes oder nicht behandeltes Gen, das eine urspriingliche alpha-Amylase kodiert, einer PCR unter Bedingungen
unterzogen, die den Fehl-Einbau von Nucleotiden erhéht (Deshler 1992; Leung et al., Technique, Bd. 1, 1989,
Seiten 11-15). Ein Mutatorstamm von E. coli (Fowler et al., Molec. Gen. Genet., 133, 1974, Seiten 179-191),
S. cereviseae oder jeder andere mikrobielle Organismus kann fir die zufallige Mutagenese der DNA verwendet
werden, die die alpha-Amylase kodiert, z.B. durch Transformieren eines Plasmides, das die urspringliche Gly-
cosylase enthalt, in den Mutatorstamm, Wachsen des Mutatorstammes mit den Plasmid und Isolieren des mu-
tierten Plasmides aus dem Mutatorstamm. Das mutierte Plasmid kann nachfolgend in den Expressionsorga-
nismus transformiert werden. Die DNA-Sequenz, die mutagenisiert werden soll, kann ublicherweise in einer
genomischen Bibliothek oder cDNA-Bibliothek vorliegen, die aus einem Organismus hergestellt wird, der die
urspringliche alpha-Amylase exprimiert. Alternativ kann die DNA-Sequenz in einem geeigneten Vektor vorlie-
gen, wie ein Plasmid oder ein Bakteriophage, die als solche mit dem Mutagenesemittel inkubiert werden kann
oder in anderer Weise dem Mutagenesmittel ausgesetzt werden kann. Die DNA, die mutagenisiert werden soll,
kann auch in einer Wirtszelle vorliegen, wobei sie entweder in das Genom der Zelle integriert sein kann oder
auf einem Vektor vorliegt, der in der Zelle vorliegt. Schlief3lich kann die DNA, die mutagenisiert werden soll, in
isolierter Form vorliegen. Es soll verstanden werden, dass die DNA-Sequenz, die einer zufalligen Mutagenese
unterzogen wird, vorzugsweise eine cDNA oder eine genomische DNA-Sequenz ist. In einigen Fallen kann es
geeignet sein, die mutierte DNA-Sequenz zu amplifizieren, bevor der Espressionsschritt b) oder der Scree-
ning-Schritt ¢) durchgefihrt wird. Eine solche Amplifikation kann gemafR auf dem Gebiet bekannter Verfahren
durchgefiihrt werden, wobei das gegenwartig bevorzugte Verfahren die PCR-erzeugte Amplifizierung unter
Verwendung von Oligonuclotid-Primern ist, die auf der Basis der DNA- oder Aminosauresequenz des ur-
springlichen Enzyms hergestellt werden. Nach der Inkubation oder der Exposition gegeniiber dem Mutage-
nesmittels wird die DNA durch Kultivieren einer geeigneten Wirtszelle, die die DNA-Sequenz tragt, unter Be-
dingungen kultiviert, die die Expression ermdglicht statt zu finden. Die Wirtszelle, die fir diesen Zweck verwen-
det wird, kann eine sein, die mit der mutierten DNA-Sequenz transformiert wurde, die gegebenenfalls auf ei-
nem Vektor vorliegt, oder eine, die die DNA-Sequenz tragt, die das urspriingliche Enzym wahrend der Muta-
genesebehandlung kodiert. Beispiele geeigneter Wirtszellen sind die folgenden: grampositive Bakterien, wie
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus al-
kalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulars, Bacillus lautus, Bacillus megate-
rium, Bacillus thuringiensis, Streptomyces lividans oder Streptomyces murinus; und gramnegative Bakterien,
wie E. coli. Die mutierte DNA-Sequenz kann weiterhin eine DNA-Sequenz umfassen, die Funktionen kodiert,
die die Expression der mutierten DNA-Sequenz zu erlauben.

Lokalisierte zufallige Mutagenese

[0077] Die zufallige Mutagenese kann vorteilhafterweise auf einen Teil der urspriinglichen in Rede stehenden
alpha-Amylase lokalisiert sein. Dies kann z.B. vorteilhaft sein, wenn bestimmte Regionen des Enzyms identi-
fiziert wurden, dass sie von besonderer Bedeutung fiir eine gegebene Eigenschaft des Enzyms sind, und wenn
sie modifiziert ist, erwartet wird, dass sie in einer Variante resultiert, die verbesserte Eigenschaften hat. Solche
Regionen kénnen normalerweise identifiziert werden, wenn die Tertiarstruktur des urspriinglichen Enzyms auf-
geklart wurde und in Bezug zur Funktion des Enzyms steht.
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[0078] Die lokalisierte oder Region-spezifische zufallige Mutagenese wird glinstigerweise unter Verwendung
der vorstehend beschriebenen PCR-erzeugten Mutagenesetechniken oder jeder anderen geeigneten Technik,
die auf dem Gebiet bekannt ist, erzeugt. Alternativ kann die DNA-Sequenz, die den Teil der DNA-Sequenz ko-
diert, der modifiziert werden soll, isoliert werden, z.B. durch Insertion in einen geeigneten Vektor, und der Teil
kann nachfolgned einer Mutagenese unterzogen werden, indem irgendeine der vorstehend diskutierten Ver-
fahren verwendet wird.

Alternative Verfahren zur Bereitstellung von alpha-Amylase-Varianten

[0079] Alternative Verfahren zur Bereitstellung von Varianten der Erfindung umfassen so genannte Gen-Shuf-
fling-Verfahren, die auf diesem Gebiet bekannt sind, einschlie3lich der Verfahren, die z.B in WO 95/22625 (von
Affymax Technologies N.V.) und WO 96/00343 (von Novo Nordisk) beschrieben sind.

Expression der alpha-Amylase-Varianten

[0080] Erfindungsgemal kann eine DNA-Sequenz, die die Variante erzeugt, die durch die vorstehend be-
schriebenen Verfahren oder durch irgendein alternatives Verfahren, das auf diesem Gebiet bekannt ist, herge-
stellt wurde, in Enzymform expremiert werden, wobei ein Expressionsvektor verwendet wird, der typischerwei-
se eine Kontrollsequenz umfasst, die einen Promotor, einen Operator, eine Ribosomenbindungsstelle, ein
Translationsinitiationssignal und ggf. ein Repressorgen oder verschiedene Aktivatorgene kodiert.

[0081] Der rekombinante Expressionsvektor, der die DNA-Sequenz tragt, die eine erfindungsgemale al-
pha-Amylase-Variante kodiert, kann jeder Vektor sein, der iblicherweise rekombinanten DNA-Verfahren unter-
zogen wird, und die Wahl des Vektor wird oft von der Wirtszelle abhangen, in die er eingefihrt wird. Somit kann
der Vektor ein autonom replizierender Vektor sein, d.h. ein Vektor, der als extrachromosomale Entitat existiert,
dessen Replikation unabhangig von der Chromosomenreplikation ist, z.B. ein Plasmid, ein Bakteriophage oder
ein extrachromosomales Element, ein Minichromosom oder ein artifizielles Chromosom. Alternativ kann der
Vektor einer sein, der, wenn er in eine Wirtszelle eingefihrt ist, in das Wirtszellgenom integriert und zusammen
mit den Chromosom(en), in das/die er integriert wurde, repliziert wird.

[0082] In dem Vektor sollte die DNA-Sequenz operativ mit einer geeigneten Promotor-Sequenz verbunden
sein. Der Promotor kann jede DNA-Sequnez sein, die eine Trankriptionsaktivitat in der Wirtszelle der Wahl
zeigt, und kann von Genen stammen, die entweder ein homologes oder eine heterologes Protein zur Wirtszelle
kodieren. Beispiele geeigneter Promotoren fiir die Steuerung der Transkription der DNA-Sequenz, die eine al-
pha-Amylase-Variante der Erfindung kodiert, insbesondere in einem bakteriellen Wirt, sind die Promotoren des
lac-Operons von E. coli, die Streptomyces coelicolor-Agarase-Gen-dagA-Promotoren, die Promotoren des Ba-
cillus licheniformis-alpha-Amylase-Gen (amyL), die Promotoren des Bacillus stearothermophilus-Malto-
gen-Amylase-Gen (amyM), die Promotoren des Bacillus amyloliquefacien-alpha-Amylase (amyQ), die Promo-
toren des Bacillus subtilis xylA- und xylB-Gene usw. Fur die Transkription in einem Pilzwirt sind Beispiele ge-
eigneter Promotoren die, die von dem Gen stammt, das kodiert fiir A. oryzae-TAKA-Amylase, Rhizomucor
miehei-Aspartinproteinase, A. niger-neutral-alpha-Amylase, A. niger-saurestabile alpha-Amylase, A. ni-
ger-Glucoamylase, Rhizomucor miehei-Lipase, A. oryzae-alkalische Protease, A.oryzae-Triosephosphatiso-
merase oder A. nidulans-Acetamidase.

[0083] Der Expressionsvektor der Erfindung kann auch einen geeigneten Transkriptionsterminator und in Eu-
karyoten Polyadenylations-Sequenzen umfassen, die operativ mit der DNA-Sequnez verbunden sind, die die
alpha-Amylase-Variante der Erfindung kodieren. Die Terminations- und Polyadenylationssequenzen kénnen
geeigneterweise von den gleichen Quellen stammen wie der Promotor.

[0084] Der Vektor kann weiterhin eine DNA-Sequnez umfassen, die den Vektor befahigen, in der in Rede ste-
henden Wirtszelle zu replizieren. Beispiele solcher Sequenzen sind die Replikationsurspriinge der Plasmide
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 und plJ702.

[0085] Der Vektor kann auch einen selektierbaren Marker umfassen, z.B. ein Gen, dessen Produkt einen De-
fekt in der Wirtszelle ausgleicht, wie die dal-Gene aus B. subtilis oder B.licheniformis, oder die eine Antibioti-
karesisten verleihen, wie Ampicillin-, Kanamycin-, Chloramphenicol- oder Tetrecyklin-Resistenz. Weiterhin
kann der Vektor Aspergillus-Selektionsmarker, wie amdS, argB, niaD und sC, einen Marker, der eine Hygro-
mycin-Resistenz erzeugt, umfassen, oder die Selektion kann durch eine Co-Transformation, wie sie z.B. in der
WO 91/17243 beschrieben ist, erreicht werden.
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[0086] Wahrend die intrazellulare Expression in mancher Hinsicht vorteilhaft sein kann, wenn z.B bestimmte
Bakterien als Wirtszellen verwendet werden, ist es im Allgemeinen bevorzugt, dass die Expression extrazellu-
lar ablauft. Im Allgemeinen umfasst die hier genannte Bacillus-alpha-Amylase eine Pra-Region, die die Sekre-
tion der exprimierten Protease in das Kulrutmedium ermdglicht. Wenn es erwiinscht wird, kann diese Pra-Re-
gion durch eine davon verschiedene Pra-Region oder eine Signal-Sequenz ersetzt sein, was Ublicherweise
durch die Substitution der DNA-Sequenzen erreicht wird, die die entsprechenden Pra-Regionen kodieren.

[0087] Die Verfahren, die verwendet werden, um das DNA-Konstrukt der Erfindung, das die alpha-Amyla-
se-Variante kodiert, den Promotor, Terminator bzw. die anderen Elemente zu ligieren und sie in einen geeig-
neten Vektor zu insertieren, der die fur die Replikation notwendigen Informationen enthalt, sind dem Fachmann
auf diesem Gebiet gut bekannt (vgl. z. B. Smabrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage,
Cold Spring Harbor, 1989).

[0088] Die Zelle der Erfindung, die entweder ein DNA-Konstrukt oder einen Expressionsvektor der Erfindung
umfasst, wie sie vorstehend definiert sind, wird vorteilhafterweise als Wirtszelle bei der rekombinanten Herstel-
lung einer alpha-Amylase der Erfindung verwendet. Die Zelle kann mit dem DNA-Konstrukt der Erfindung
transformiert sein, das die Variante kodiert, geeigneterweise durch Integrieren des DNA-Konstrukts (in einer
oder mehreren Kopien) in das Wirtschromosom. Diese Integration wird allgemein als vorteilhaft angesehen, da
die DNA-Sequenz viel eher stabil in der Zelle verbleibt. Die Integration der DNA-Konstrukte in das Wirtschro-
mosom kann gemaf ublicher Verfahren durchgefiihrt werden, z. B. die homologe oder heterologe Rekombina-
tion. Alternativ kann die Zelle mit einem Expressionsvektor, wie er vorstehend beschrieben wurde, in Verbin-
dung mit den verschiedenen Typen von Wirtszellen transformiert wird.

[0089] Die Zelle der Erfindung kann eine Zelle eines héheren Organismus sein, wie ein Sauger oder ein In-
sekt, aber sie ist vorzugsweise eine mikrobielle Zelle, z. B. eine bakterielle oder eine pilzliche Zelle (einschlief3-
lich Hefezellen).

[0090] Beispiele geeigneter Bakterien sind grampositive Bakterien, wie Bacillus subtilis, Bacillus lichenifor-
mis, Bacilllus lentus, Bacillus brevis, Bacilllus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefa-
ciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulars, Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis oder
Streptomyces lividans oder Streptomyces murinus oder gramnegative Bakterien, wie E. coli. Die Transforma-
tion der Bakterien kann z.B. durch Protoplastentransformation oder durch Verwendung kompetenter Zelle in
einer an sich bekannten An erfolgen.

[0091] Der Hefeorganismus kann bevorzugterweise ausgewahlt werden von einer Spezies von Saccharomy-
ces oder Schizosaccharomyces, z.B. Saccharomyces cerevisiae. Der filamentdse Pilz kann vorteilhafterweise
gehodren zu einer Spezies von Aspergillus, z.B. Aspergillus oryzae oder Aspergillus niger. Pilzzellen kdnnen
durch ein Verfahren transformiert werden, das die Protoplastenbildung und die Transformation der Protoplas-
ten, gefolgt von der Regeneration der Zellwand in einer an sich bekannten An umfasst. Ein geeignetes Verfah-
ren zur Transformation von Aspergillus-Wirtszellen ist in EP 238 023 beschrieben.

[0092] In einem noch weiteren Aspekt bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Herstel-
lung eine alpha-Amylase-Variante der Erfindung, wobei das Verfahren die Kultivierung einer Wirtszelle, wie sie
vorstehend beschriebe ist, unter fir die Produktion der Variante férderlichen Bedingungen, und Gewinnen der
Variante aus den Zellen und/oder dem Kulturmedium umfasst.

[0093] Das Medium, das verwendet wird, um die Zellen zu kultivieren, kann jedes konventionelle Medium
sein, das fur das Wachsen der in Rede stehenden Wirtszelle und die Erreichung einer Expression einer al-
pha-Amylase-Variante der Erfindung geeignet ist. Geeignete Medien sind von kommerziellen Lieferanten er-
haltlich oder kdnnen nach verdéffentlichten Rezepten hergestellt werden (z.B. wie in den Katalogen der Ameri-
can Type Cultur Collection beschrieben).

[0094] Die alpha-Amylase-Variante, die aus der Wirtszelle sekretiert, kann Ublicherweise aus dem Kulturme-
dium durch gut bekannte Verfahren gewonnen werden, einschlief3lich Trennen der Zellen aus dem Medium
durch Zentrifugation oder Filtration, Prazipitation von proteinartigen Bestandteilen des Mediums mittels eines
Salzes, wie Ammoniumsulfat, gefolgt von dem Einsatz chromatographischer Verfahren, wie lonenaustausch-
chromatographie, Affinitatschromatographie oder dergleichen.
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Industrielle Anwendungen

[0095] Die alpha-Amylase-Varianten der Erfindung besitzen wertvolle Eigenschaften, die eine Vielzahl von in-
dustriellen Anwendungen erméglichen. Insbesondere sind die Enzymvarianten der Erfindung als Komponente
in Wasch-, Spul- und Hartflichen-Reinigungs-Detergenzzusammensetzunge anwendbar. Eine Vielzahl von
Varianten ist zur Herstellung von StRungsmitteln und Ethanol, z.B. Brenn-, Drink- und Industrieethanol, aus
Starke und/oder zur Entschlichtung von Textilien besonders nutzlich. Die Bedingungen fir die konventionellen
Starkeumwandlungsprozesse, einschliellich der Starkeverflissigungs- und/oder der Verzuckerungspro-
zess-Prozesse sind z.B. in US 3,912,590 und in den EP-Veroffentlichungen Nr. 252 730 und 63 909 beschrie-
ben.

Herstellung von SiiBungsmitteln aus Starke

[0096] Ein traditionelles" Verfahren zur Umwandlung von Starke in Fruktosesyrup besteht normalerweise aus
drei konsekutiven enzymatischen Prozessen, ndmlich ein Veflissigungsprozess gefolgt von einem Verzucke-
rungs-Prozess und einem Isomerisierungprozess. Wahrend des Verflissigungsprozesses wird Starke in Dex-
trine durch eine alpha-Amylase (z.B. Termamyl™) bei pH-Werten zwischen 5,5 und 6,2 und bei Temperaturen
von 95-160 °C fur eine Zeitspanne von etwa 2 Stunden abgebaut. Um eine optimale Enzymstabilitat unter die-
sen Bedingungen sicher zu stellen wird 1 mM Calcium (40 ppm freie Calcium-lonen) zugegeben.

[0097] Nach dem Verflissigungsprozess werden die Dextrine in Dextrose durch Zugabe einer Glucoamylase
(z.B. AMG™) und einem Verzweigung-entfernenden Enzym, wie eine Isoamylase oder eine Pullulanase (z.B.
Promozym™) umgewandelt. Vor diesem Schritt wird der pH auf einen Wert von unter 4,5 reduziert, wobei die
hohe Temperatur (iber 95 °C) beibehalten bleibt, und die veflissigende alpha-Amylase-Aktivitat wird denatu-
riert. Die Temperatur wird auf 60 °C erniedrigt, und die Glucoamylase und das Verzweigung-entfernende En-
zym wird zugegeben. Der Verzuckerungs-Prozess schreitet flr 24 bis 72 Stunden fort.

[0098] Nach dem Verzuckerungsprozess wird der pH auf einen Wert im Bereich von 6-8 erhdht, vorzugswei-
se 7,5, und das Calcium wird durch lonenaustausch entfernt. Der Dextrosesyrup wird dann in den Hochfrukto-
sesyrup unter Verwendung einer immobilisierten Glucoisomerase (wie Sweetzyme™) umgewandelt.

[0099] Mindestens eine enzymatische Verbesserung dieses Prozesses koénnte ins Auge gefasst werden: die
Reduktion der Calciumabhangigkeit der verflissigenden alpha-Amylase. Die Zugabe von freiem Calcium ist
erforderlich, um die adaquate hohe Stabilitat der alpha-Amylase sicher zu stellen, aber freies Calcium inhibiert
die Aktivitat der Glucoseisomerase stark und muss mittels einer teueren Einheitsoperation in einem Ausmaf}
entfernt werden, der die Menge an freiem Calcium unter 3 — 5 ppm reduziert. Eine Kostenersparnis kann er-
reicht werden, wenn eine solche Operation vermieden werden koénnte, und der Verflissigungsprozess ohne
Zugabe von freien Calciumionen durchgefihrt werden kénnte.

[0100] Um dies zu erreichen ist eine weniger Calcium-abhangige Termamyl-ahnliche alpha-Amylase erforder-
liche, die bei niedirgen Konzentrationen von freiem Calcium (< 40 ppm) stabil und hoch aktiv ist. Eine solche
Termamyl-ahnliche alpha-Amylase sollte ein pH-Optimum in einem pH im Bereich von 4,5 bis 6,5, vorzugswei-
se im Bereich von 4,5 bis 5,5, besitzen.

[0101] Die Erfindung betrifft auch eine Zusammensetzung, die ein Gemisch von einer oder mehreren Variante
der Erfindung umfasst, die (als die urspriingliche Termamyl-ahnliche alpha-Amylase) von der B. stearothermo-
philus alpha-Amylse mit der in SEQ ID Nr. 8 gezeigten Sequenz und einer Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase
von der B. licheniformis-alpha-Amylase mit der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Sequenz stammt.

[0102] Eine alpha-Amylase-Variante der Erfindung oder eine Zusammensetzung der Erfindung kann in einem
Aspekt der Erfindung zur Starkeverflissigung, in einer Detergenzzusammensetzung, wie ein Waschmittel,
eine Spulmittelzusammensetzung und einen Hartflachenreiniger, zur Ethanolproduktion, wie Brenn-, Trink-
und Industrieethanol-Herstellung, zum Entschlichten von Textilien, Textilstoffen und Bekleidung verwendet
werden.
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MATERIAL UND METHODEN

Enzyme
LE174: Hybrid-alpha-Amylase-Variante:

[0103] LE174 ist ein Termamyl-ahnliches alpha-Amylase-Hybrid, die mit der Termamyl-Sequenz identisch ist,
d.h. der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Bacillus licheniformis-alpha-Amylase mit der Ausnahme, dass die 35 N-ter-
minalen Aminosaurereste (des reifen Peptides) durch die 33 N-terminalen Reste von BAN (reifes Peptid) er-
setzt sind, d. h. Bacillus amyloliquefaciens-alpha-Amylase, die in SEQ ID Nr. 6 gezeigt ist, die weiterhin die
folgenden Mutationen aufweist: H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S (SEQ ID Nr. 4)

LE429 Hybrid-alpha-Amylase-Variante:

[0104] LE429 ist ein Termamyl-ahnliches alpha-Amylase-Hybrid, das mit der Termamyl-Sequenz identisch ist,
d.h. derin SEQ ID Nr. 4 gezeigten Bacilllus licheinformis-alpha-Amylase, mit der Ausnahme, dass die 35 N-ter-
minalen Aminosaurereste (des reifen Peptides) durch die 33 N-terminalen Reste von BAN (reifes Peptid) er-
setzt wurden, d.h. Bacillus amyloliquefaciens-alpha-Amylase, die in SEQ ID Nr. 6 gezeigt ist, das weiterhin die
folgenden Mutationen aufweist:

H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + 1291F (SEQ ID Nr. 4). LE329 ist in SEQ ID Nr. 2 gezeigt und
wurde mittels SOE-PCR (Higuchi et al., 1988, Nucleic Acids Research 16:7351) konstruiert.

[0105] Dextrozym™ E: eine ausgeglichenes Gemisch der Glucoamylase (AMG) und Pullulanase, die aus aus-
gewahlten Stdmmen von Aspergillus niger und Bacillus deramificans (erhaltlich von Novo Nordisk A/S) erhalt-
lich ist.

Fermentation und Reinigung der alpha-Amylase-Varianten

[0106] Ein B. subtilis-Stamm, der das relevante Expressionsplasmid tragt, wird auf einer LB-Agar-Platte mit
10 pg/ml Kanamycin von —80 °C Ausgangsmaterial ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C gewachsen.

[0107] Die Kolonien wurden in 100 ml BPX-Medium, das mit 10 pg/ml Kanamycin erganze war, in einen 500
ml Schiittelkolben transferiert.

Zusammensetzung des BPX-Medium:

Kartoffelstarke 100 g/l
Gerstenmehl 50 g/l
BAN 5000 SKB 0,1g/
Natriumcaseinat 10 g/l
Sojabohnenmehl 20 g/l
Na,HPO,, 12 H,0O 99/l
Pluronic™ 0,19/l

[0108] Die Kulturen werden bei 37 °C bei 270 U/Min fur 5 Tage geschuttlt.

[0109] Zellen und Zellbruchstliicke werden aus der Fermentationsbriihe durch Zentrifugation bei 4500 U/Min
wéhrend 20 - 25 Minuten abgetrennt. Danach wurde der Uberstand filtriert, um eine vollstandig klare Lésung
zu erhalten. Das Filtrat wird konzentriert und an einem UF-Filter (1000 Ausschlussgrenze-Membran) gewa-
schen, und der Puffer wird zu 20 mM Acetat pH 5,5 gewechselt. Das UF-Filtrat wird an eine S-Sepharose F.F.
aufgetragen und die Elution wird mittels einer Stufenelution mit 0,2 M NaCl mit dem gleichen Puffer durchge-
fuhrt. Das Eluat wird gegen 10 mM Tris pH 9,0 dialysiert und auf eine Q-Sepharose F.F. aufgetragen und mit
einem linearen Gradienten von 0 — 0,3 M NaCl Gber 6 Saulenvolumen eluiert. Die Fraktionen, die die Aktivitat
enthalten (gemessen mittels Phadebas-Assay), werden vereinigt, der pH wird eingestellt auf einen pH von 7,5
und die verbleibende Farbe wurde durch Behandeln mit 0,5 % Gewicht/VVolumen Aktivkohle wahrend 5 Minuten
entfernt.

Aktivitatsbestimmung-(KNU)

[0110] Ein (1) Kilo-alpha-Amylase-Einheit (1 KNU) ist die Menge des Enzyms, die 5,26 g Starke (Merck, Amy-
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lum Solubile, Erg. B 6, Batch 9947275) pro Stunde im Novo Nordisk-Standardverfahren fir die Bestimmung
der alpha-Amylase abbaut, basierend auf den folgenden Bedingungen:

Substrat I6sliche Starke
Calcium-Gehalt im Lésungsmittel 0,0043 M
Reaktionszeit 7 — 20 Minuten
Temperatur 37 °C

pH 5,6

[0111] Die genaue Beschreibung des analytischen Verfahrens von Novo Nordisk (AF 9) ist auf Anfrage erhalt-
lich.

Assay fur die alpha-Amylase-Aktivitat

[0112] Die alpha-Amylase-Altivitat wird mittels eines Verfahrens bestimmt, bei dem Phadebas®-Tabletten als
Substrat eingesetzt werden. Phadebas-Tabletten (Phadebas®Amylase-Test, erhaltlich von Pharmacia Diag-
nostic) enthalt ein vernetztes unlésliches blau-gefarbtes Starke-Polymer, das mit bovinem Serumalbumin und
einer Puffer-Subatanz gemischt und zu einer Tablette verarbeitet wurde.

[0113] Fur jede einzelne Messung wird eine Tablette in einem R&hrchen mit 5 ml 50 mM Britton-Robin-
son-Puffer (60 mM Essigsaure, 50 mM Phosphorséure, 50 mM Borsaure, 0,1 mM CacCl,, pH auf den interes-
sierenden Wert mit NaOH eingestellt). Der Test wird in einem Wasserbad bei der interessierenden Temperatur
durchgefiihrt. Die alpha-Amylase, die getestet werden soll, wird in x ml 50 mM Britton-Robison-Puffer verdinnt.
1 ml dieser alpha-Amylase-L6sung wird zu 5 ml 50 mM Britton-Robison-Puffer zugegeben. Die Starke wird
durch die alpha-Amylase hydrolysiert, was l6sliche blaue Fragmente ergibt. Die Extinktion der resultierenden
blauen Lésung, die spektrophotometrisch bei 620 nm gemessen wird, ist eine Funktion der alpha-Amylase-Ak-
tivitat.

[0114] Es ist wichtig, dass die bei 620 nm gemessene Extinktion nach 10 oder 15 Minuten der Inkubation
(Testzeit) im Bereich von 0,2 bis 2,0 Extinktionseinheiten bei 620 nm liegt. In diesem Extinktions-Bereich liegt
eine Linearitat zwischen der Aktivitat und Extinktion (Lamber-Beer-Gesetz) vor. Die Verdliinnung des Enzyms
sollte daher eingestellt werden, um dieses Kriterium zu erfillen. Unter einem speziellen Satz von Bedingungen
(Temperatur, pH, Reaktionszeit, Pufferbedingungen) wird 1 mg einer gegebenen alpha-Amylase eine bestimm-
te Menge des Substrates hydrolysieren und eine blaue Farbe erzeugt werden. Die Farbintensitat wird bei 620
nm gemessen. Die gemessene Extinktion ist direkt proportional zur spezifischen Aktivitat (Aktivitat/mg des rei-
nen alpha-Amylase-Proteins) der in Rede stehenden alpha-Amylase unter dem gegebenen Satz an Bedingun-
gen.

Bestimmen der spezifischen Aktivitat

[0115] Die spezifische Aktivitat wird unter Verwendung des Phadebas-Assays (Pharmacia) als Aktivitat/mg
Enzym bestimmt.

Messen des pH -Aktivitatsprofils (pH-Stabilitat)
[0116] Die Variante wird in 20 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM CaCl, aufbewahrt und bei 30 °C, 50 mM Britton-Ro-
binson, 0,1 mM CacCl, getestet. Die pH-Aktivitat wird bei pH 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 7,0, 8,0, 9,5, 9,5, 10 und 10,5
gemessen, wobei der vorstehend beschriebene Phadabas-Assay verwendet wurde.

Bestimmung der AGU-Aktivitat und als AGU/mg
[0117] Eine (1) Novo Amyloglucosidase-Einheit (AGU) ist als die Menge Enzym definiert, die 1 ymol Maltose
pro Minute bei 37 ° und pH 4,3 hydrolysiert. Eine genaue Beschreibung des analytischen Verfahrens
(AEL-SM-0131) ist auf Anfrage von Novo Nordisk erhaltlich.
[0118] Die Aktivitat wird als AGU/ml durch ein Verfahren bestimmt, das danach (AEL-SM-0131) modifiziert
wurde, wobei der Glucose-GOD-Perid-Kit von Boehringer Mannheim 124036 verwendet wurde. AMG-Stan-

dard, Scharge 7-1195, 195 AGU/ml.

[0119] 375 pl Substrat (1 % Maltose in 50 mM Natriumacetat, pH 4,3) wird 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. 25
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pl Enzym, das in Natriumacetat verdinnt ist, wird zugegeben. Die Reaktion wird nach 10 Minuten durch Zuga-
be von 100 pl 0,25 M NaOH gestoppt. 20 yl wird auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte transferiert, und 200 pl
GOD-Perid-Lésung wird zugegeben. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur wird die Absorption bei 650 nm
gemessen und die Aktivitat in AGU/ml aus dem AMG-Standard berechnet.

[0120] Die spezifische Aktivitat in AGU/mg wird dann aus der Aktivitat (AGU/ml) geteilt durch die Proteinkon-
zentration (mg/ml) berechnet.

BEISPIELE
BEISPIEL 1 (Referenzbeispiel)
Konstruktion von Termamyl-Varianten gemaf der Erfindung.

[0121] Termamyl (B. licheniformis alpha-Amylase SEQ ID Nr. 4) wird in B. subtilis aus dem Plasmid exprimiert,
das als pDN1528 bezeichnet ist. Dieses Plasmid enthalt das vollstandige Gen, das Termamyl kodiert, amyL,
dessen Expression durch seinen eigenen Promotor gesteuert wird. Ferner enthalt das Plasmid den Replikati-
onsursprung, ori, aus dem Plasmid pUB110 und das cat-Gen aus dem Plasmid pC194, das Resistenz gegen-
Uber Chloramphenicol verleiht. pDN1528 ist in Fig. 9 der WO 96/23874 dargestellt. Ein spezifischer Mutage-
nesevektor, der den Hauptteil der kodierenden Region der SEQ ID No. 3 enthalt, wurde hergestellt. Das wich-
tige Merkmal dieses Vektors, der als pJeEN1 bezeichnet wird, umfasst den Replikationsursprung, der vom
Plasmid pUC stammt, das cat-Gen, das Resistenz gegen Chloramphenicol verleiht, und eine Frameshift-halti-
ge Version des bla-Gens, dessen Wildtyp normalerweise Resistenz gegeniiber Ampicillin (amp®-Phanotyp)
verleiht. Diese mutierte Version resultiert in einem amp®-Phanotyp. Das Plasmid pJeEN1 ist in Eig. 1 der WO
96/23874 dargestellt, und der Replikationsursprung von E. coli, ori, bla, cat, die 5'-trunkierte Version des
Termamy-Amylase-Gens und ausgewahlten Restriktionsstellen sind auf dem Plasmid angegeben.

[0122] Mutationen werden in amyL durch das von Deng und Nickoloff (1992, Anal. Biochem. 200, Seiten 81
— 88) beschriebene Verfahren eingefiihrt, mit der Ausnahme, dass Plasmide die mit dem ,Selektionsprimer"
(Primer #6616, siehe unten) inkorporiert sind, basierend auf dem amo®-Phénotyp der transformierten E. co-
li-Zellen ausgewahlt werden, die ein Plasmid mit einem reparierten bla-Gen tragen, anstelle des Einsatzes der
Selektion durch Restriktionsenzymverdauung, die von Deng und Nickoloff dargestellt wurden. Chemikalien
und Enzyme, die fiir die Mutagenese verwendet wurden, wurden aus dem ChameleonO-Mutagenese-Kit von
Stratagene (Katalog-Nummer 200509) erhalten.

[0123] Nach der Verifikation der DNA-Sequenz in Variantenplasmiden wird das trunkierte Gen, das die ge-
wiinschte Anderung enthalt, in pDN1528 as Pstl-EcoRI-Fragment subkloniert und in den Protease- und Amy-
lase-depletierten Bacillus subtilis-Stamm SHA273 (beschrieben in WO 92/11357 und WO 95/10603) transfor-
miert, um das Variantenenzym zu exprimieren.

[0124] Die Termamyl-Variante V54W wurde durch Verwendung der folgenden Mutagenese-primer konstruiert
(geschrieben von 5' zu 3', links nach rechts):
PG GTC GTA GGC ACC GTA GCC CCA ATC CGC TTG (SEQ ID Nr. 9)

[0125] Die Termamyl-Variante A52W + V54W wurde durch Verwendung der folgenden Mutageneseprimer
konstruiert (geschrieben von 5' zu 3, links nach rechts):

PG GTC GTA GGC ACC GTA GCC CCA ATC CCATTG GCT CG (SEQ ID Nr. 10)

Primer #6616 (geschrieben von 5' zu 3, links nach rechts; P bezeichnet ein 5'-Phosphat):

P CTG TGA CTG GTG AGT ACT CAA CCA AGT C (SEQ ID Nr. 11)

[0126] Die Termamyl-Variante V54E wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstruiert
(geschrieben von 5' — 3', links nach rechts):
PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC TCA TCC GCT TG (SEQ ID Nr. 12)

[0127] Die Termamyl-Variante V54M wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstruiert
(geschrieben 5' — 3', links nach rechts):
PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC ATA TCC GCT TG (SEQ ID Nr. 13)

[0128] Die Termamyl-Variante V54| wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstruiert
(geschrieben 5' — 3', links nach rechts):
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PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCA ATA TCC GCT TG (SEQ ID Nr. 14)

[0129] Die Termamyl-Varianten Y290E und Y290K wurden unter Verwendung des folgenden Mutagenesepri-
mers konstruiert (geschrieben 5' — 3', links nach rechts):

PGC AGC ATG GAA CTG CTY ATG AAG AGG CAC GTC AAA C (SEQ ID Nr. 15)

Y stellt eine gleiche Mischung von C und T dar. Das vorliegen eines Codons, das entweder Glutamat oder Lysin
in der Position 290 kodiert, wurde durch DNA-Sequnezierung verifiziert.

[0130] Die Termamyl-Avariante N190F wurde durch Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstru-
iert (geschrieben von 5' — 3', links nach rechts).
PCA TAG TTG CCG AAT TCATTG GAA ACT TCC C (SEQ ID Nr. 16)

[0131] Die Termamyl-Variante N188P + N190F wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers
konstruiert (geschrieben von 5' — 3, links nach rechts):
PCA TAG TTG CCG AAT TCA GGG GAA ACT TCC CAATC (SEQ ID Nr. 17)

[0132] Die Termamyl-Variante H140K + H142D wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers
konstruiert (geschrieben von 5' — 3, links nach rechts):
PCC GGC CCC CGG GAA ATC AAATTT TGT CCA GGC TTT AAT TAG (SEQ ID Nr. 18)

[0133] Die Termamyl-Variante H156Y wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstru-
iert (geschrieben von 5' — 3', links nach rechts):
PCA AAA TGG TAC CAA TAC CAC TTAAAATCG CTG (SEQ ID Nr. 19)

[0134] Die Termamyl-variante A181T wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstruiert
(geschrieben 5' — 3', links nach rechts):
PCT TCC CAATCC CAAGTC TTC CCT TGA AAC (SEQ ID Nr. 20)

[0135] Die Termamyl-Variante A209V wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstru-
iert (geschrieben 5' — 3', links nach rechts):
PCTT AAT TTC TGC TAC GAC GTC AGG ATG GTC ATA ATC (SEQ ID Nr. 21)

[0136] Die Termamyl-Variante Q264S wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimes konstruiert
(geschrieben 5' — 3', links nach rechts):
PCG CCC AAG TCA TTC GAC CAG TAC TCA GCT ACC GTA AAC (SEQ ID Nr. 22)

[0137] Die Termamyl-Variante S187D wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstru-
iert (geschrieben 5' — 3', links nach rechts):
PGC CGT TTT CAT TGT CGA CTT CCC AAT CCC (SEQ ID Nr. 23)

[0138] Die Termamyl-Variante DELTA (K370-G371-D372) (d.h. deletierte Aminosaurereste Nr. 370 371 und
372) wurde unter Verwendung des folgenden Mutageneseprimers konstruiert (geschrieben 5' — 3', links nach
rechts):

PGG AAT TTC GCG CTG ACT AGT CCC GTA CAT ATC CCC (SEQ ID Nr. 24)

[0139] Die Termamyl-Variante DELTA(D372 — S373 — Q374) wurde unter Verwendung des folgenden Muta-
geneseprimers konstruiert (geschrieben 5' — 3', links nach rechts):
PGG CAG GAATTT CGC GAC CTT TCG TCC CGT ACA TAT C (SEQ ID Nr. 25)

[0140] Die Termamyl-Varianten A181T und A209V wurden zu A181T + A209V kombiniert, in dem das
A181T-enthaltende pDN1528-ahnliche Plasmid (d.h. pDN1528, das in dem amyL die Mutation enthalt, die aus
der A181T-Anderung resultiert) und das A209V-enthaltende pDN1528-ahnliche Plasmid (d.h. pDN1528, das in
amyL die Mutation enthalt, die aus der A209V-Anderung resultiert) mit dem Restriktionsenzym Clal, das die
pDN1528-ahnlichen Plasmide zweimal schneidet, was in einem Fragment mit 1116 Basenpaaren resultiert,
und der Vektor-Teil (d.h. er enthalt den Replikationsursprung des Plasmids) von 3850 Basenpaaren. Das Frag-
ment, das die A209V-Mutation enthalt, und der Vektor-Teil, der die A181T-Mutation enthalt, wurden mit einem
QIlAquick-Gel-Extraktions-Kit (gekauft von QIAGEN) nach der Trennung an einem Agarose-Gel gereinigt. Das
Fragment und der Vektor wurden ligiert und in den Protease- und Amylase-depletierten Bacillus subtilis-Stamm
transformiert, auf den oben Bezug genommen wurde. Das Plasmid amy+ (Clearing-Zone an Starke-haltigen
Agar-Platten) und Chloramphenicol-resistente Transformanten wurden auf das Vorliegen beider Mutanten auf
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dem Plasmid untersucht.

[0141] In &hnlicher Weise wie vorstehend beschrieben wurden H156Y und A209V kombiniert, wobei die Re-
striktionsendonukleasen Acc651 und EcoRI verwendet wurden, die H156Y + A209V ergaben.

[0142] H156Y + A209V und A181T + A209V wurden zu H156Y + A181T + A209V durch Verwendung der Re-
striktionsendonuclease Acc65!| und Hindlll kombiniert.

[0143] Die 35 N-terminalen Reste des reifen Teils der Termamyl-Variante H156Y + A181T + A209V wurden
durch die 33 N-terminalen Reste der B. amyloliquefaciens-alpha-Amylase (SEQ ID Nr. 4) (die im vorliegenden
Zusammenhang als BAN bezeichnet wird) durch einen SOE-PCR-Ansatz (Higuchi er al., 1988, Nucleic Acids
Research 16:7351) wie folgt substituiert:

Primer 19364 (Sequenz 5'—3'): CCT CAT TCT GCA GCA GCA GCC GTA AAT GGC ACG CTG (SEQID Nr. 26)
Primer 19362: CCA GAC GGC AGT AAT ACC GAT ATC CGA TAA ATG TTC CG (SEQ ID Nr. 27)

Primer 19363: CGG ATA TCG GTA TTA CTG CCG TCT GGA TTC (SEQ ID Nr. 28)

Primer 1 C: CTC GTC CCA ATC GGT TCC GTC (SEQ ID Nr. 29)

[0144] Eine Standard PCR, Polymerasekettenreaktion, wurde durchgefuhrt, wobei die Pwothermostabile Po-
lymerase von Boehringer Mannheim nach den Vorschriften der Herstellers und den Temperaturzyklen verwen-
det wurde: 5 Minuten bei 94 °C, 25 Zyklen von (94 °C fir 30 Sekunden, 50 °C fir 45 Sekunden, 72 °C fir 1
Minute), 72 °C fir 10 Minuten.

[0145] Ein etwa 130 Basenpaar-Fragment wurde in einer ersten PCR mit den Primern 19364 und 19362 an
einem DNA-Fragment mit dem Gen, das die B. amyloliquefaciens-alpha-Amylase kodiert, amplifiziert, die als
PCR1 bezeichnet wurde.

[0146] Ein etwa 400 Basenpaar-Fragment wurde in einer anderen PCR mit den Primern 19363 und 1 C an
einem Templat pDN1528 amplifiziert, die als PCR2 bezeichnet wurde.

[0147] Die PCR1 und die PCR2 wurden vom Agarose-Gel gereinigt und als Vorlagen in der PCR3 mit den
Primeern 19364 und 1 C verwendet, was in einem Fragment von etwa 520 Basenpaaren resultiert. Dieses
Fragment enthielt somit einen Teil der DNA, die den N-Terminus von BAN kodiert, der an einen Teil der DNA
fusioniert ist, der das Termamyl von der 35. Aminosaure kodiert.

[0148] Das 520-Basenpaar-Fragment wurde in ein pDN1528-ahnliches Plasmid (das das Gen enthalt, das die
Termamyl-Variante H156Y + A181T + A209V kodiert) durch Verdauen mit den Restriktionsendonukleasen Pstl
und Sacll, Ligation und Transformation des B. subtilisstammes, wie vorstehend beschrieben, subkloniert. Die
DNA-Sequenz zwischen den Restriktionsstellen Pstl und Sacll wurde durch DNA-Sequenzierung in einem ex-
trahierten Plasmid aus amy+ und Chloramphenicol-resistenten Transformanten verifiziert.

[0149] Das Endkonstrukt, das den korrekten N-Terminus aus BAN und H156Y + A181T + A209V enthielt, wur-
de als BAN(1 - 35) + H156Y + A181T + A209V bezeichnet.

[0150] N190 wurde mit BAN(1 — 35) + H156Y + A181T + A209V kombiniert, was BAN(1 — 35) + H156Y +
A181T + N190F + A209V ergibt, indem eine Mutagenese wie sie vorstehend beschrieben wurde, durchgefiihrt
wurde, mit der Ausnahme, dass die Sequenz amyL in pJeEN1 durch die DNA-Sequenz substituiert wurde, die
die Termamyl-Variante BAN(1 — 35) + H156Y + A181T + A209V kodiert.

[0151] Q264S wurde mit BAN(1 — 35) + H156Y + A181T + A209V kombiniert, was BAN(1 — 35) + H156Y +
A181T + A209V + Q264S ergibt, indem eine Mutagenese, wie sie vorstehend beschrieben wurde, durchgefiihrt
wurde, mit der Ausnahme, dass die Sequenz amyL in pJeEN durch die DNA-Sequenz substituiert wurde, die
die Termamyl-Variante BAN(1 — 35) + H156Y + A181T + A209V kodiert.

[0152] BAN(1 — 35) + H156Y + A181T + A209V + Q264S und BAN(1 - 35) + H156Y + A181T + N190F +
A209V wurden in BAN(1 - 35) + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S kombiniert, indem die Restrikti-
onsendonukleasen BsaHI| (BsaHI-Stelle wurde nahe der A209-Mutation eingefiihrt) und Pstl verwendet wur-
den.

[0153] [201F wurde mit BAN(1 - 35) + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S kombiniert, was BAN(1 —
35) + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + 1201F (SEQ ID Nr. 2 ergibt, indem eine vorstehend be-
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schriebene Mutagenese durchgeflihrt wurde. Der Mutageneseprimer AM100 wurde verwendet, der die
[20F-Substitution einfiihrte, und gleichzeitig eine Cla I-Restriktionstelle entfernt, was das leichte Nadelpunktie-
ren (,pinpointing") der Mutanten erleichtert.

[0154] Primer AM 100:
5' GATGTATGCCGACTTCGATTATGACC 3' (SEQ ID Nr. 3)

BEISPIEL 2 (Referenzbeispiel)

[0155] Konstruktion der Termamyl-ahnlichen alpha-Amylase-Varianten mit einem geandertem Spaltmuster
gemal der Erfindung

[0156] Die Variante der thermostabilen B. licheniformis-alpha-Amylase umfasst die 445 C-terminalen Amino-
saurereste der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten B. licheniformis-alpha-Amylase und den 37 N-terminalen Aminosau-
reresten der alpha-Amylase, die von B. aymloliquefaciens stammt und in SEQ ID Nr. 6 gezeigt ist, und weiter-
hin umfasst sie folgende Mutation:

H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + 1201F (die Konstruktion dieser Variante ist in Beispiel 1 beschrie-
ben, und die Aminosauresequenz istin SEQ ID Nr. 2 gezeigt), die eine verminderte Fahigkeit zur Spaltung des
Substrates nahe dem Verzeweigungspunkt aufweist.

[0157] In einem Versuch, die verminderte Fahigkeit zur Spaltung des Substrates nahe dem Verzweigungs-
punkt der alpha-Amylasa-Variante zu verbessern, wurde eine ortsspezifische Mutagenese unter Verwendung
des Mega-Primer-Verfahrens durchgefiihrt, das bei Sarkar und Sommer, 1990 (BioTechniques 8: 404-407) be-
schrieben ist.

Konstruktion von LE313: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + V54N:

[0158] Der genspezifische Primer 27274 und der mutagene Primer AM115 wurden verwendet, um mittels
PCR ein etwa 440 Basenpaar-DNA-Fragment aus dem pDN1528-ahnlichen Plasmid (das die BAN(1 — 35) +
H156Y + A181T + N190F + 1201F + A209V + Q264 S-Mutationen in dem Gen tragt, das die Amylase aus SEQ
ID Nr. 4 kodiert) zu amplifizieren.

[0159] Das 440 Basenpaar-Fragment wird von einem Agarose-Gel gereinigt und als Mega-Primer zusammen
mit dem Primer 113711 in einer zweiten PCR verwendet, die an dem gleichen Tmplate durchgefiihrt wird.

[0160] Das resultierende etwa 630 Basenpaar-Fragment wird mit den Restriktionsenzymen EcoR V und
Acc65l verdaut, und das resultierende etwa 370 Basenpaar-Fragment wird gereinigt und mit dem
pDN1528-ahnlichen Plasmind, das mit den gleichen Enzymen verdaut wurde, ligiert.

[0161] Kompetente Bacillus subtilis SHA273-Zellen (Amylase und Protease niedrig) wurden mit der Ligation
transformiert, und Chloramphenicol-resistenten Transformanten wurden mittels DNA-Sequenzierung uber-
pruft, um das Vorliegen der korrekten Mutation auf dem Plasmid zu verifizieren.

Primer 27274

5' CATAGTTGCCGAATTCATTGGAAACTTCCC 3' (SEQ ID Nr. 31)

Primer 1 B:

5' CCGAATTGCTGACGCTGTTATTTGC 3' (SEQ ID Nr. 32

Primer AM115:

5' GCCAAGCGGATAACGGCTACGGTGC 3' (SEQ ID Nr. 33)

[0162] Konstruktion von LE314: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + A52S
wird in dhnlicher Weise ausgefiihrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer AM116 verwendet wird.
AM116:

5' GAACGAGCCAATCGGACGTGGGCTACGG 3' (SEQ ID Nr. 34)

[0163] Die Konstruktion von LE315: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S +
A52S + V54N wird in ahnlicher, Weise durchgefiihrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer AM117 ver-
wendet wird.

Am117:

5' GGAACGAGCCAATCGGATAACGGCTACGGTGC 3' (SEQ ID Nr. 35)
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[0164] Konstruktion von LE316: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + T49L
wird in ahnliche Weise ausgefuhrt mit der Ausnahme, das der Primer AM118 verwendet wird.

AM118

5' GCATATAAGGGACTGAGCCAAGCGG 3' (SEQ ID Nr. 36)

[0165] Konstruktion von LE317: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + T49L
+ G107A wird in ahnlicher Weise durchgefihrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer AM118 und der
mutagene Primer AM119 gleichzeitig verwendet werden.

AM119:

5' CAACCACAAAGCCGGCGCTGATGCG 3' (SEQ ID Nr. 37)

[0166] Konstruktion von LE318: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + A52S
+ V54N + T49L + G107A wird in ahnlicher Weise durchgefihrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer
AM120 und der mutagenen Primer gleichzeitig verwendet werden.

AM120:

5' GCATATAAGGGACTGAGCCAATCGGATAACGGCTACGGTGC 3' (SEQ ID Nr. 38)

[0167] Konstruktion von LE319: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + A52S
+ V54N + T49L wird in ahnlicher Weise durchgefuhrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer AM120
verwendet wird.

[0168] Konstruktion von LE320: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + A52S
+ G107A wird in &hnlicher Weise durchgefihrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer AAM119 verwen-
det wird.

[0169] Konstruktion von LE322: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + Q51R
+ A52S wird in dhnlicher Weise durchgefuhrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer AM121 verwendet
wird.

AM121:

5' GAACGAGCCGATCGGACGTGGGCTACGG 3' (SEQ ID Nr. 39)

[0170] Konstruktion von LE323: BAN/Termamyl-Hybrid + H156Y + A181T + N190F + A209V + Q264S + A52N
wird in dhnlicher Weise durchgefihrt mit der Ausnahme, dass der mutagene Primer AM122 verwendet wird:
5' GAACGAGCCAAAACGACGTGGGCTACGG 3' (SEQ ID Nr. 40)
BEISPIEL 3 (Referenzbeispiel)
Testen der LE429-Varianten (Verzuckerung)

[0171] Die Standardreaktionsbedingungen waren:

Substratkonzentration: 30 Gew.-%
Temperatur 60 °C

initialer pH (bei 60 °C) 55
Enzymdosierung

Glucoamylase 0,18 AGU/g DS
Pullulanase 0,06 PUN/g DS
alpha-Amylase 10 pg Enzym/g DS

[0172] Dextrozym™ wurde verwendet, um die Glucoamylase- und Pullanase-Aktivitaten bereitzustellen.

[0173] Die Substrate fir die Verzuckerung wurden durch Auflésen Ublicher Maisstarke in deionisiertem Was-
ser und Einstellen der trockenen Substanz auf etwa 30 Gew.-% hergestellt. Der pH wurde auf 5,5 (gemessen
bei 60 °C) eingestellt, und Aliquote des Substrates, die 10 g Trockengewicht entsprechen, wurden in einen
Blue-Cap-Glasskolben (,blue cap glass flaks") Ubertragen.

[0174] Die Kolben wurden dann in ein Wasserbad, das geschuttelt wird, platziert, auf 60 °C &qulibriert, und
die Enzyme wurden zugegeben. Falls erforderlich wurde der pH wieder auf 5,5 eingestellt. Proben wurden
nach 48 Stunden der Verzuckerung entnommen; der pH wurde auf etwa 3,0 eingestellt und dann in einem ko-
chenden Wasserbad fur 15 Minuten erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren. Nach dem Kihlen wurden die Pro-
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ben mit etwa 0,1 g eines gemischten Bettionenaustauschharzes (,mixed bed ion exchange resin") (BIO-RAD
501 X8 (D)) wahrend 30 Minuten mit einem Rotationsmischer behandelt, um Salz und Iésliche Substanzen zu
entfernen. Nach der Filtration wurde die Kohlenhydratzusammensetzung mittels HPLC bestimmt. Die folgen-
den Ergebnisse wurden erhalten:

Die urspriingliche alpha-Amylase fur die Varianten LE429

Zugegebene DP, DP, DP; Spezifische
alpha-Amylase- Aktivitét
Variante (NU/mg)
V54N 96,1 1,75 1,18 8200
AS52s 95,9 1,80 1,11 18800
AS52S + V54N 96,3 1,84 1,08 10000
T49L 96,3 1,77 1,11 12300
T49L +G107A | 96,4 1,87 0,72 13600
AS52S + V54N | 80,5 2,55 0,43 10000
+T49L +

G107A

AS52S + V54N + | 95,8 1,76 0,84 8400
T49L

G107A 94.4 1,89 1,04 19600
Q51R + A52S 95,9 1,77 1,27 16500
AS52N 95,5 1,89 1,56 17600
LE174 95,9/95,8 1,87/1,83 1,17/1,35 16000
(Kontrolle)

[0175] Verglichen mit der Kontrolle resultiert das Vorliegen einer aktiven alpha-Amylase-Variante der Erfin-
dung wahrend der Verflissigung in einer verminderten Panose-Menge (DP,).

[0176] Insbesondere resultieren die T49L + G107A-Variante von LE429 bzw. die ASZS + V54N + T49L-Vari-
ante von LE429 in einer drastisch verminderten Panos-Menge (DP,). Wenn diese alpha-Amylase-Varianten fiir
die Starkeverflissigung verwendet werden, wird es nicht erforderlich sein, das Enzym vor Beginn der Verzu-
ckerung zu inaktivieren.

BEISPIEL 4 (Referenzbeispiel)

Verflissigung und Verzuckerung von LE429-Varianten

[0177] Das Experiment von Beispiel 3 wurde mit einer Anzahl von anderen LE429-Varianten unter den glei-
chen Bedingungen wiederholt.

[0178] Das Ergebnis ist unten dargestellt:
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Variante/Zuckerprofil DP1 DP2 DP3 DP4

T49V + G107A 95,9 % 1,72 % 1,27 % 1,11 %
T49Y + G107A 95,3 % 1,73 % 1,29 % 1,65 %
T49N + G107A 95,7 % 1,64 % 1,51 % 1,18 %
T49L+A525+G107A 95,7 % 1,73 % 0,95 % 1,67 %
T49L+AS52T+G107A 95,8 % 1,66 % 1,03 % 1,48 %
T49L+AS52F+G107A 95,7 % 1,69 % 1,16 % 1,42 %
T49L+AS521L+G107A 95,5 % 1,70 % 1,40 % 1,38 %
T49L+AS52I+G107A 95,9 % 1,72 % 1,31 % 1,07 %
T49L+A52V+G107A 94,7 % 1,69 % 1,16 % 2,44 %
T49L+A52V+G107A+A111V 94,5 % 1,75 % 0,72 % 2,99 %
LE429 94,9 % 1,71 % 1,85 % 1,51 %

BEISPIEL 5 (Referenzbeispiel)

[0179] Das Experiment von Beispiel 3 wurde mit einer Anzahl von LE429-Varianten wiederholt mit der Aus-
nahme, dass die Verflissigung bei 95 °C, pH 6,0 und die Verzuckerung bei 60 °C, pH 4,5 40 ppm CaCl, durch-
gefuhrt wurde, gefolgt von der Inaktivierung. Die nachfolgend angegebenen Varianten sind LE429-Varianten.
Die Ergebnisse sind wie folgt:

Variante/Zuckerprofil DP4+ DP3 DP2 DP1

T49F 1,15 0,92 1,83 96,12
T49D+G107A 0,84 1,03 1,82 96,3

T491+G107A 0,97 0,64 1,84 96,55
T49L+G107A 0,96 0,81 1,82 96,42
T49L+A525+G107A 1,37 0,75 1,88 96,01
T49L+A52T+G107A 0,87 0,81 1,8 96,52
T49L+A52F+G107A 0,98 0,83 1,87 96,31
T49V+G107A 0,65 0,8 2,13 96,43
T49Y+G107A 0,83 0,94 1,89 96,35
LE429 1,16 1,21 1,77 95,87
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<110>

<120>

<130>

<160> 40

<170>

<«210> 1
<211> 14

<212>
<213>

<220> .
<221> CDS

<222>

<400> 1

gta

aat

val Asn

1

ggc
Gly

atc
Ile

caa
Gln

ttt
Phe
65

ctg
Leu

999
Gly

gta
val

gga
Gly

ggc
Gly
145

acc
Thr

cag
Gln

ggt
Gly

gcg
Ala
50

cat
His

caa
Gln

gat
Asp

ace
Thr

gaa
Glu
130

agce
Serx

gat
ASp

43

DNA
Bacillus amyloliquefaciens

ggc
Gly

cat
His

att
Ile
35

gat
Asp

caa
Gln

tct
Ser

gtg
val

gcg
Ala
1158

cac
His

aca
Thr

tgg

PatentIn Ver.

(1) ..{1443)

acg ctg
Thr Leu
5

tgg aaa

Trp Lys
20

act gcc
Thr Ala

gtg ggc
vVal Gly

*

aaa ggg
Lys Gly

gecg atc
Ala Ile
85

gte ate
val Ile
100

gtt gaa
val Glu

cta att
Leu Ile

tac agc

Tyr Ser

gac gag
Asp Glu
165

Novoe Nordisk A/S

2.1

atg
Met

cga

gtc.

val

tac

Tyx

acqg
Thr
70

aaa
Lys

aac
Asn

gte
Val

aaa
Lys

gat
Asp
150

tecc
Ser
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cag
Gln

ttg
Leu

tgg
Txp

ggt
ely

55.

gt
Val

agt
Ser

cac
His

qgat

gce
135
ttt
Phe

cga
Axg

tat
Tyr

cag
Gln

att
Ile
40

gct
Ala
cgg

ctt
Leu

aaa
Lys

cce
Pro
120

tgg
Trp

aag
Lys

aag
Lys

Sequenzprotokoll

| 44 4
Phe

aat
Asn
25

cce
Pro

tac

aca
Thr

cat
His

ggc
Gly
105

gct
Ala

aca
Thr

tag
TIp

ctg
Leu

gaa
Glu
10

gat
Asp

ccg
Pro

gac
ABp

aag
Lys

tce
Ser
S0

ggce
Gly

gac
Asp

cat
His

tat
aac

Asn
170

tgg

gcg
Ala

gca
Ala

cet
Leu

tac
Tyr
75

cge

gct
Ala

cge

ttt
Phe

tgg
155

cgc
Arg

tat,

gaa
Glu

gac
Asp

gat

aac
Asn

cat
His
140

tac
TYr

atc

Ile
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acg
Thx

cat
His

aag
Lys
45

gat

aca
Thr

att
Ile
gcg
Ala
cgce
125
trte
Phe

cat
His

cat

TYX"

ccg
Pro

tta
Leu
30

gga
Gly

tta,

Leu

aaa
Lys

aac
Asn

ace
Thr
110

gta
val

ccg
Pro

ttt
Phe

aag
Lys

aac
Asn
15

tcg
Ser

acg
Thr

$99
Gly

gga
Gly

gtt
val
95

gaa
Glu

att
Ile

999
Gly

gac
Asp

Tttt
Phe
175

gac
Asp

gat

agc
Ser

gag
Glu

gag
Glu
80

tac

Tyr

gat

tca
Ser

cgce
Arg

gga
Gly
160

caa
GQln

48

96

144

182

240

288

336

384

432

480

528



999
Gly

tat
Tyr

gag
Glu

ggt
Gly
225

. gat
Asp

gta
Val

aac
Asn

cag
Gln

ttg
Leu
305

ttt
Phe

gtce
Val

Yaa
Glu

gga
Gly

atc
Ile
385

tte
Phe

gtt

val

geca
‘Ala

aag
Lys

ttg
Leu

att
Ile
210

tte
Phe

.tag

Trp

gct
Ala

aaa
Lys

tte
Phe
290

ctg
Leu

gtc
val

caa
Gln

tct
Serx

gac .

ABp
370

tta
Leu

gac

gca
Ala

ang’

Lys

act
Thr

atg
Met
195

aag
Lys

cgt

gtt
Val

gag
Glu

aca
Thr
275

cat
His

aac
Asn

gat
Asp

aca

Thr -

‘gga
Gly.

tgg
180
tat
Tyr

aga

ctt
Leu

&at

Asn

tac
260

aat
Asn

gct
Ala

ggt
Gly

aac
Asn

tgg

340

tac

355

tce
Ser

aag
Lys

cac
His

aat
Asn

cga
Axg
435

cag

Gln'

gcg .aga-

Ala

cat
His

tca
Ser

420

atg
Met

gat
Asp

gecce
Ala

tag
Trp

acg
Thyr

cat
Ris
325

ttt

-Phe

cct

Pro

cge
Rrg

gac
Asp
405

ggt
Gly

tat

.Tyx

.gtc agg gaa

-tcg aca cag

DE 600 34 558 T2 2007.12.27

tcc
Ser
185

tgg gaa gtt
Trp Glu Val

gac ttt gat tat
Asp Phe Asp Tyr
200

tat
TYT

ggc act tgg
Gly Thxr Trp
215

cac

gct gtc aaa
His

Ala Val Lys
230

aasa

val Arg Glu Lys

tcg aat gac
Ser Asn Asp

ttg
Leu
265

aat cat tcas
Asn His Ser
280

gtg
val

gga
Ser Thr Gln Gly

295

gtc gtt tcc
Val Val Serx
310

aag
Lys

gat aca cag
Asp Thr Gln

ccg
Pro

aag ccg ctt
Lys Pro Leu

gct
-Ala
~345

cag,gtt ttc
Gln Val Phe
360
gaa -att cct
Glu Ile -Pxro Ala
—375
aaa’ cag tat geg:
Lys Gln Tyr Ala
3950 :

att gtc ggc-tgg

tac 1
Tyt .

gce:

aat
Asn

gac
Asp

gcc
Ala

att
Ile

acg
Thy
250

ggc
Gly

ttt
Phe

gge
Gly

cat
Hisg

ggg
Gly
330

trg.

Leu

tac

TYr-

aca

Ile Val Gly Trp-mhr

ttg gig. gca tta
Leu Ala Ala Leu
=425

gtc gbc cggrcaa
Val Gly Arg.Gln
440

410”

ata
Ile

‘aac
Asn

:ga:

gaa
Glu

cat
His

aat’
Asn

&aa
Lys
235

999,
Gly

gcg
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

ceyg
Pro
318

caa
-Gln

> gct

Ala

Asp

aaa
Lys

ttc
Phe

cct
Pro

gaa
Glu
2320

ttt
Phe

aag
Lys

ctg
Leu

gty
val

tat

Tyr
300

ttg
Leu

tcg

-Ser

tct

-Phe

.atg

Met

cac,

His

- 380

gga.
-agg
Arg

aca
Tht

26/55

.geca
y Ala
’39§‘ -

-gaa

Glu

‘gac
ASp

ggt
Gly

ggc
Gly

gat
ABp
205

ctg
Leu

tct
Ser

gaa
Glu

gaa
Glu

ceg:
Pro
285

gat
Asp

aaa
Lys

ctt
Leu

att
Ile

tac,

Tyz.

aac
Asgn
130

gte
val

caa
Gln

ttt
Phe

atg
Met

aac
Asn
270

ctt
Leu

atg
Met

tcg

Serx

gag
Glu

ctce
Leu
350

999

Gly.

365

aaa,
Lys

cag-
Gln-

ggc
Qly.-

gga

gag

Glu
445

att
Xle

cat
His

gac

Asp

cece

» Pro
430

aca-

Thr

tat
TYr

gta
val
{

ttg
Leu

ttg
Leu

tet
Phe
255

tat
TYr

cat
His

agg
Axg

gtt
val

teyg
Ser
335

aca
Thx

acyg

Thr.

gas
Glu

gat .

gat
ABp

gca
Ala

gac

cgg

240

acqg
Thr

ttg
Leu

tat

aaa
Lys

aca
Thr
320

act

.Thr .

agg

‘aga

Lys

ccg
Pro

tat

Asp Tyr

age

Ser.
418 -

ggt
Gly

tgg -

400

-teg
‘Sex

ggg
oly

cat
His

. 376

624

672

720

768

816

864

812

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344



gac
Asp

tgg
Trp
465

aga
Axg

att
Ile
450

gga
Gly

<210> 2
<211> 481
<212> PRT
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 2
val Asn Gly Thr
1

Gly
Ile
Gln
Phe

65
Leu
Gly
val
Gly
Gly
145

Thr

Gly

Glu

Gly
225

Gln
Gly
Ala

50

His

Gln

Asp.

Thr

Glu

130

Ser

Asp
Lys
Leu
Ile
210

Phe

Trp
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aCc gga aac ¢gt tcg

455

gag ttt cac gta aac

Glu Phe His Val Asn

Leu
5

His Trp Lys

20

Ile Thr Ala

35

Asp

Gln

Ser

Val

Ala
118

His
Thx
Trp
Thr
Met
195
Lys
Arg

val

Val

Lys

Ala

.Val.

100

Val
Leu

Tyx
Asp
Trp
180
Tyx
A;g
Leu

AsSn

Gly
Gly
Ile

B5
Ile
Glu
Ile
Ser
Glu
165
Asp

Ala

TIp

Asp

His
245

470

gag ccqg gtt gtc atc aat
Thr Gly Asn Arg Ser Glu Pro Val Val Ile Asn Ser Glu

ggc ggg9
Gly Gly

Met Gln Tyr Phe

Arg

val

Thr
70

Lys

Asn.

val
Lys
Asp
150
Ser
TIp
Asp
Gly
Ala

230
val

Leu Gln Asn

Trp
Gly

55
val
Ser
His
Asp
Ala
135
Phe
Axg
Glu
Phe
Thr
215

val

Arxg

Ile

40
Ala
Arg
Leu

Lys

Pro
120

Ixp
Lys
Lys
val
Asp
290
Lys

Glu

25

Pro
Tyr
Thr
His
Gly
105

Ala

Thr

Leu

Ser
185

Tyr

His

Lys

tcg
Sex

Glu
Asp
Pro
Asp
Lys
Ser

90
CGly

Asp

His

Asn
170
Asn
Asp
Ala
Ile

Thr
250

gtt
val
475

Trp

Ala

Ala

Leu

75.

Axg

Ala

Axg

FPhe

Txp
155
Axg
Glu
His
Asn
Lys

235

Gly

460

tca
Serx

Glu

Tyx

60
Gly
Asp
Asp
Asn
His
140
Ile
Phe
Pro
Glu
220
Phe

Lys
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att
Ile

Thr
His
Lys

45
Asp

Thx

Ile

Ala,

Axg
125
Phe
His
TyTr
Gly
Asp
205
Leu

Ser

Glu

tcg

tat
Tyr

Pro
Leu

30
Gly
Leu
Lys
Asn
Thr,
110
val
Pro
Phe
Lys
Asn
190
val
Gln

Phe

Met

gaa

gtt
val

Asn

15
Serx
Thr
Gly
Gly
val

95
Glu
Ile
Gly

Asp

Phe
175

.val

Leu

Leu

Phe
255

ggc
Gly

caa
Gln
480

ASp

Asp

Ser

Glu -

Glu
a0

Tyr

.ASP,

Ser
Arg
Gly

160

Gln

ABp

Arg
240

Thy

13192

1440

1443



val Ala Glu

Thr
275

Asn Lys

Phe His

290

Gln

Leu Leu Asn

305
val

Phe Asp

val Gln Thr

Glu Ser

355

Ser

Gly Asp

370

Ile
3gs

Leu Lys

Phe His

val Ala Asn

Ala Lys Arg

435

Ile Thr
450 :

Asp

Trp Gly Glu

465
Arg

3
1920
DNA

<210>
<211>
<212>

Gly-

Trp

Phe

Ala

Gly Thr

Ser

Asn

Ser

val
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Asn Asp

Leu

Gly Ala

265

Ser
280

His

Thx
295

Gln

val Ser

310

Hism
328

Asn

Trp
-340

Tyr

Phe
Pro
Gln

Arg

Ala Arg

Asp
Lys
Gln
Glu

Lys

Thr Gln
Pro

Phe
360

val

Ile
375

Pro

Gln Tyr

380

Ris Asp

405

Ser
420

Gly
Met
Gly Asn

Phe His

Ile
Leu
val
ﬁrg

val

val Gly

Ala Ala

val

Gly

Lys

Pro

Ala
345

Tyr

Ala

Ala

Trp

Leu

Phe Asp

Gly Gly

Pro
315

His

Gly Gln

330
Tyr Ala

dly Asp

Leu Lys

Gly
3sgs

Tyr

Thr
410

Arg

Ile Thr

425

Gly Arg

440

Ser Glu
" 4558

Asn Gly

470

<213> Bacillus licheniformis

<220>
<221> CDS
<222> (421)

<400> 3
cggaagattg

gagacggaaa
agattattaa
aagtgaagaa

ttctggaaga

..(1872)

gaagtacaaa
aatcgtctta
aaagctgaaa
gcag;gaggc
aaatatagqgg

aataagcaaa
atgcacgata
gcaaaaggct
‘tattgaataa

aaaatggtac

Gln

Pro

Gly

Asn Ala

val Val

val
478

Sex

.agattgtecaa’
tttatgcaac-
atcaattggt
atgagtagaa’

ttgttaaaaa

Leu Glu Asn
270
Leu

val Pro

285

Tyr Asp Met

Lys Ser

Ser Leu Glu

Phe Ile Leu
.. .350

Met Tyr

365

Gly

His Ile

380

Lys

Ala Gln His

Glu Qly Asp

Pro
430

Asp Gly

Glu Thr

445

Gly

Ile Serx

460 -

Asn

Ser Ile

tcatgtcatg
gttcgecagat
aactgtatct
gcgecaratce

ttcggaatat
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Tyx Leu

Hia Tyr

Axg Lys

Val Thr

320
Ser Thr
335

Thr Arg

Thr Lys

Glu Pro

Asp Tyr

400
Sexr Ser
415

Gly Gly

Trp Ris
Glu Gly

Gln
480

Val

agccatgcgg
gctgctgaag
cagcttgaag
ggcgettttce

ttatacaaca

60

120
180
240
300
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tcatatgttt cacattgaaa ggggaggaga atcatgaaac aacaaaaacq gctttacgec 360
cgattgctéa cgctgttatt tgegectcatc ttettgetge ctoatteotge agcagcggeg 420

gca aat ctt aat ggg acg ctg atg cag tat ttt gaa tgg tac atg ccc 468
Ala Asn Leu Asn Gly Thr Leu Met Gln Tyr Phe Glu Trp Tyr Met Pro
1 5 10 15

aat gac ggc caa cat tgg agg cgt ttg caa aac gac tcg gca tat ttg 516
Asn Asp Gly Gln Ris Trp Arg Arg Leu Gln Asn Asp Ser Ala Tyr Leu
20 25 30

gct gaa cac ggt att act gec gtc tgg att ccc ccg gca tat aag gga 564
"Ala Glu His Gly Ile Thr Ala Val Txp Ile Pro Pro Ala Tyr Lys Gly
s 40 45

acg agc caa gcg gat gtg gge tac ggt gct tac gac ctt tat gat tta 612
Thr Ser Gln Ala Asp Val Gly Tyr Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr Asp Leu
50 * 55 60

9gg gag ttt cat caa aaa ggg acg gtt cgg aca aag tac ggc aca aaa 660
Gly Glu Phe His Gln Lys Gly Thr Val Axg Thr Lys Tyr Gly Thr Lys
65 .70 75 ' B8O

gga gag ctg caa tct gcg atc aaa agt ctt cat tce cge gac att aac 708
Gly Glu Leu Gln Ser Ala Ile Lys Ser Leu His Ser Arg Asp Ile Asn
as 90 95

gtt tac ggg gat gtg gtc atc aac cac aaa ggc ggc gct gat gcg ace 756
Val Tyr Gly Asp Val val Ile Asn His Lys Gly Gly Ala Asp Ala Thr
100 105 210

gaa gat gta acc gcg gtt gaa gtc gat cec gct gac cgc aac cge gta 804
Glu Asp Val Thr Ala Val Glu Val Asp Pro Ala Asp Arg Asn Axrg Val
115 120 125

att tca gga gaa cac cta att aaa gee tgg aca cat ttt cat ttt ecg 852
Ile Ser Gly Glu ‘His Leu Ile Lys Ala Txp Thxr -His Phe His Phe Pro. .. .
130 135 - 140

ggg cgC ggc agc aca tac agc gat ttt aaa tgg cat tgg tac cat ttt 900

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

gac gga acc gat tgg gac gag tcc cga aag ctg aac cgc atc tat aag 948
Asp Gly Thr Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Asn Axg Ile Tyr Lys
165 170 175

ttt caa gga aag get tgg gat tgg gaa gtt tec aat gaa aac gge aac 956
Phe Glun Gly Lys Ala Trp Asp Trp Glu Val Ser Asn Glu Asn Gly Asn
180 185 1s0

tat gat tat ttg atg tat gcc gac atc gat tat gac cat cct gat gtc 1044
Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Rla Asp Ile Asp Tyr AsSp His Pro Asp Vval
185 200 205

gca gca gaa att aag aga tgg gge act tgg tat gec aat gaa ctg caa 1092
Ala Ala Glu Ile Lys Arg Trp Gly Thr Trp Tyr Ala Asn Glu Leu Gln
210 215 220

ttg gac ggt ttec cgt ctt gat gct gtc aaa cac att aaa ttt tet ttt 1140
Leu Asp Gly Phe Arg Leu Asp Ala Val Lys His Ile Lys Phe Ser Phe
225 230 : 235 240

ttg cgg gat tgg gtt aat cat gtc agg gaa aaa acg gggy aag gaa atg 1188
Leu Arg Asp Trp Val Asn His Val Axrg Glu Lys Thr Gly Lys Glu Met
245 : 250 25%
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tEt
Phe

tat
Tyr

cat
His

agg
308

gtt
Val

tecg
Ser

aca
Thr

acg
Thr

gaa
Qlu
385

gat
Asp

agce
Ser

ggt
Gly

tgg
Trp

gaa
Glu
465

gtt
Val

acq
Thr

ttg
Leu
tat
290
aaa

Lys

aca
Thr

act
Thr

agg
Arg

aaa

Lys

37¢

ceg
Pro

tat
Tyr

teg
Ser

gg99
Gly

cat
His
450

gge
Gly

caa
Gln

‘gta

val

aac
AsSn
275

cag
Gln

ttg
Leu

tte
Phe

gtc
val

gaa
Glu
355

gga
Qly

ate
1le

ttc
Phe

gtt
val

gca
Ala
435

gac
Asp

tgg
Trp

aga
Arg

tttatctt

<210> 4

<211>
<212>
<213>

483
PRT
Bacillus licheniformis

get
Ala
260

aaa
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

-gte

val

caa
Gln
340
tct
Ber

gac

tta
Leu

gac

gca
Rla
420

aag
Lys

att

Ile

gga
aly

tag

gaa
Glu

aca
Thr

cat
His

aac
Asn

.gat

325

aca

gga
Gly

tco
Ser

aaa
Lys

cac
Rim
405

aat
Asn

cga
Axrg

acc

-Thr

gag
Glu

aagagcagag aggacggatt tcctgaagga aatccgtttt

tat
Tyr

aat

get
Ala

ggt
Qly
310

aac
ABn

tgg
Trp

tac

Tyx

cag
Gln

gcg
Ala
390

cat
His

tca
Serxr

atg
Met

gga
Gly

tte
Phe
470
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tgg
Txp

tet
Phe

gca
Ala
295
acg
Thr

cat
His

trt
Phe

cct
Pro
cgc
375

aga

gac

_tat
.Tyr

aac
Asn
455
cac
His

cag
Gln

aat
Asn
280

teg
Ser

gte
val

gat

Asp

aag
Lys

cag
Gln
360

gaa
Glu

aaa
Lys

att
Ile

ttg
Leu

gtc
Vval
440

cgt
Arg

gta

val

aat gac
Asn Asp
2€5

cat tca
His Ser

aca cag
Thr Gln

gtt tcc
val Ser

aca cag
Thr Gln
330

cecg ctt
Pro Leu
345

gtt tte
val Phe

att cct
Ile Pro

cag tat
Gln Tyr

gtc gge
val Gly
410

gcg.gea
Ala Ala
428

ggc cgg
Gly Arg-

ttg
Leu

gtg
val

gga
aly

aag
Lys
318

ceg
Pro

gect
Ala

tac

Tyx

gece
Ala

gcg
Ala
385

tgg
Trp

tta
Leu

caa
Gla

tcg gag .ceg

Ser Glu

aac. ggce.

Agn Oly*

Pro

a89-
‘Gly
475
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ggc
Gly

(44

Phe

ggc¢
Gly
300

cat
His

ggg
Gly

tac

Tyr

g9g
Gly

ttg
Leu
380

tac

Tyx

aca
Thr

ata
Ile

aac
Asn

gcg
Ala

gac
ASp
285

ggc
Gly

ccyg
Pro

caa
aln

get
Ala

gat
Asp
asgs

aaa
Lys

gga
Gly

agg
Arg

aca
Thr

gee

Ala-

445

gtt
val
460

teg
ser

gte
val

gtt

val

ctg
Leu
270

‘gtg
Val

tat
Tyr

ttg
Leu

teg
Ber

tct
Phe
350

atg
Met

cac
Ris

gca
Ala

gaa
Glu

gac
Asp
430

ggt

-Qly

atc
Ile

tca
Ber

gaa
Glu

ccg
Pro

gat
ABD

aaa
Lys

ctt
Leu
3358

att
Ile

tac

yT

aaa
Lys

cag
Gln

ggc
Gly
415

gga
Gly

gag
Glu

aat
Asn

att
Ile

aac
Asn

cte
Leu

atg
Met

tcg
8er
320
gag
Glu

ctc
Leu

999
Gly

att
Ile

cat
His
400

gac
Asp

cece
Pro

aca
Thx

teg
8er

tat

480

i235
??84
1332
1380
1428
1476
1524
1572
1620
1668
1716
1764
1812
1860

1812

1920



<400> 4

Ala
Asn
Ala
Thr
Gly

65
Gly
Val
Glu
lle
Gly
145

Asp

Phe

Ala
Leu
225
Leu
Phe
Tyr
His
Arg
305

val

Ser

Asn
ASp
Glu
Ser

50
Glu
Glu
Tyx
AsD
Sex
130
Axg

Gly

Gln

Leu
Gly
His

35
Gln
Phe
Leu
Gly
val
115
Gly

Gly

Thr

Asp Tyxr

Ala
210

Asp

Thr
Leu
250
Lys
Thr

Thr

Gly
Asp
val
Asn
278
Gln
Leu

Phe

val

Asn
Gln

20
Gly
Ala
His
Gln
Asp
100
Thr
Glu
Ser
Asp
Lys
180
Leu
Ile
Bhe
Trp

Ala

Gly

‘His

Ile

Asp

Gln

Sex

85

val

Ala

His

Thr

Thx
val
Lys

70
Ala

val

val

150

Trp Asp

Ala

Met

Lys
Arg
val

245

Glu

260

Lys

Phe

Leu

val

Gln
340

Thr

His

Asn

Asp

325

Thr

Leu
230

Asn
Tyr
Asn
Ala
Gly

310

Asn

Trp
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Leu
Axg
Ala
Gly

55
Gly
Ile
Ile
Glu
Ile
135
Ser
Glu
Asp
Ala
Trp
215
Asp
His
Txp
Phe
Ala
295
Thr
His

Phe

Met Gln Tyr Phe

Arg

val
40

10

Leu Gln Asn

25

Trp.

Ile

Tyx Gly Ala

Thr
Lys
Asn
Val
120
Lys
Asp
Sex
p
ASp
200
Gly
Ala
val
Gln
Asn
280
Sex
val

Asp

Lys

val
Serx
Ris
105
Asp
Ala
Phe
Axrg
Glu
185
Ile
Thr
val
Axg
ABn
265
Thr
val

Thr

Pro
345

Axg
Leu

90
Lys
Pro
Txp
Lys
Lys
170
Vval
Asp
Trp
Lys
Glu
250
Asp
Ser
Gln
Ser
Gln

330

Leu

Pro

Tyr
Thr

75
His
Qly
Ala
Thr
155

Len

Serxr

His
235
Lys
Leu
val
Gly
Lys
315

Pro

Ala

Glu Trp Tyr Met

Asp Ser Ala

Pro
Asp

60
Lys
Ser
Gly
Asp

»

His
140
His

ABn

Asp
Ala
220
Ile
Thr
Gly
Phe
Gly
300

His

Gly

31/55

Ala
45

Leu
TYxr
Arg
Ala
Arg

125

Phe

Arg

Glu

Hig

205

Asn
Lys
Gly
Ala
Asp
285
Gly
Pro

Gln

Ala

30

TYT

TYT.

Gly
Asp
ABp
110
Asn
His
Tyr
Ile
Asn
190
Pro
Glu
Phe
Lys
Leu

270
val

TYyx
Leu
Serx

Phe
350

15
YT

Lys

Asp
Thxr
Ile

95
Ala
Axg
Phe
His
TyTr
175
Gly
Asp
Leu
Ser
Glu
25%
Glu
Pro
Asp
Lys
Leu

335

Ile

Pro
Leu
Gly
Leu
Lys

80
Asn
Thx
val
Pro
Phe
160
Lys
Asn
Val.
Gln
Phe
240
Met
Asn
Leu
Met
Ser
320

Glu

Leu
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Thr Arg Glu Ser Gly Tyr Pro Gln Val Phe Tyr Gly Asp Met Tyr Gly
ass 160 368

Thr Lys Gly Asp Ser Gln Arg Glu Ile Pro Ala Leu Lys His Lys Ile
370 375 380

Glu Pro lle Leu Lys Ala Arg Lys Gln Tyr Ala Tyr Gly Ala Gln His
3as 390 395° 400

Asp Tyr Phe Asp His His Asp Ile val Gly Trp Thr Arg Glu Gly Asp
408 - . 410. - . - 415

Ser Ser Val Ala Asn Ser Gly Leu Ala Ala Leu Ile Thr Asp Gly Pro
4290 425 430

Gly Gly Ala Lys Arg Met Tyr Val Gly Arg Gln Asn Ala Gly Glu Thr
435 440 445

Trp His Asp Ile Thr Gly Asn Arg Ser Glu Pro val Val Ile Asn Ser
450 455 ‘ 460

Glu CGly Trp Gly Glu Phe His Val Asn Gly Gly Ser val Ser Ile Tyr
465 470 475 480

val Glan Arg

<210> 5

<211> 2604

<212> DNA

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<220>
€221> -10_Signal
<222> (707)..(712}

<220> .
<221> -35 Signal

<222> (729)..(734)

<220> .

<221> Ribosomenbindungsstelle
<222> (759)..(762)

<220> . .

<221> signalpeptid

<222> (770)..(862)

<220> . .
<221> Reifes Peptid

222> (863)..(2314)
<220>

<221> Terminator
<222> {2321)..(2376)

<220>
<221> CDS
<222> (863)..(2314)

<400> 5
aagcttcaag cggtcaatcyg gaatgtgecat ctcecgettceat acttaggttt tcacccgeat 60

attaagcagg cgtttttgaa ccgtgtgaca gaagctgttce gaaaccccggfcgggcggttt 120

32/55



gattttaagg
cattgectgge
gatattaccg
atccgctgga
gccgcgacaa
étggtcaact
aaagggcgca
ctggctgaaa
tttgagaaaa
tgctgtccag
ctgatatgta
acgaaagcgg

gccgattaca

tat
YT

acg
Thr

tgg
Txp

cat
His

gaa
Glu

tac
Tyx

aaa
-Lys
45

gca
Ala

tat

Tyr
60

ttg
Leu

gat

ggggacagta
gggggcaatg
tgatcagtct
ttceecggag
atgaécgagg
gtgtaagcaa
ttcaagtatce
acattgagce
gaagaagacce
actgtcecget
aaatataatt
acagtttcgt

aaaacatcag

ccg
Pro

aacg
Asn
15

tta
Leu
30

teg
Ser

ttg
Leu

gga
Gly

tta
Leu

gga
Gly

gac
Asp

gat

agc
Ser

gaa
Glu
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tgetgectet
ttgcattaag
gagcctgeet
aattgaaatg
cgtgaatcag
ggctgaacaa
agtatcaaca
tttgatgact
ataaaaatac

gtgtaaaaaa

‘tgtataagaa

tcagacttgt

cc gta aat
val Asn
1

cag
Gln

ggc
Gly

ate
Ile

gga
Gly

tcc
Serx
50

caa
Gln

ttc
Phe
65

cag
Gln

cat
His

atc
Ile

gat
Asp

caa
Gln

tcacattaat
aaggctgaaa
gaaattaaaa
aaagatctca
gagatagccg
ggcagcgtat
agcggggceaa
gatgatttgg
cttgtectgte
taggaataaa
aatgagaggg
gcttatgtgce

Cctcagcggaa
cggtgtttcce
agetggcgga
agccegettt
caaacgcttce
atatgccgaa
geceegceaca
ctgaagaagt
atcagacagg
ggggggttgt
agaggaaaca

acgctgttat

aaagaatcat
ggaaggcget
tgaaggacgc
tttcattatt
tgaaacgcayg
gatcatcege
tacgaaaaga
ggatcgattg
gtatttcteta
tattatttta
tgattcaaaa

ttgtcagttt

ggc acg ctg atg cag tat ttt gaa

Gly Thr Leu Met Gln Tyr Phe Glu
s

aaa
Lys

tgg
Trp
20

act
Thr

gee
Ala
35

aac
Asn

gga
Gly

aaa
Lys

gg9g9
Gly

cga ttg

Arg

gte
vVal

tgg
Txp

tac
Tyr

gga
Gly
55

gre
val

acg
Thr
70

tca

cag
Leu Gln

att
Ile
40

cct
Pro

aga
Axg

10

aat
Asn
25

gat
Asp

cct
Pro

ccc
Pro

tat

Tyr

gat
Asp

aaa
Lys

acg
Thr

cat tcc

tac

75

cgg
Arg

aga
Arg

ttt
Phe

tgg
Trp
155

ggc
Gly

aac
Asn

gat
Asp

aat
Asn

cgt
Arg
140

tat

Tyr

aca
Thr

gtc
Val

gca
Ala

cag
Gln
125

ttt
Phe

cat
His

aaa
Lys

caa
Gln

aca
Thr
110

gaa
Glu

cecg
Pro

ttc
Phe

tca
Sex

gta
val
85

gaa
Glu

act
Thx

ggc
Gly

gac
Asp

gag
Glu

aag
tac

Tyr

gat

tcg
Ser

cgt

gga
Gly

160

ctt
Leu

gga
Gly

gta
val

gag
Glu

gga
Gly
145

gcg
Ala

caa
Gln

gat
Asp

act
Thr

gaa

Glu

130

aac
Asn

gac
Asp

gat
Asp

gece
Ala
115

tat

acg
Thr

tgg
Trp

gcg
Ala

gtt
val
100

gtc
val

caa
Gln

tac

Tyr

gat
Asp

ate
Ile
85

ttg
Leu

gaa
Glu

atc
Ile

agt
Ser

gaa
Glu
165

gg¢
Gly

aat
Asn

gtc
Val

aaa
Lys
gat
150

tcc
Ser
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Ser

cat
His

aat
Asn

gcg
Ala
135

tee
Phe

cgg
Arg

ctg
Leu

aag
Lys

ceg
Pro
120

tgg
Trp

aaa
Lys

aag
Lys

His

gct
105
gee
Ala

acg
Thr

tgg
Trp

atc
Ile

Eex
90

ggt
Gly

aat
AEn

gat
Asp

cat
His

agce
Ser
170

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

892

940

°3::]

1036

1084

2132

1180

1228

1276

1324

1372



cgc
Arg

tca
Ser

tac
Tyr

tat
Tyr

cat
His
235

gcg
Ala

gce
ala

gtg
val

gga
Gly

agg
Arg
31S

ccg
Pro

gca
Ala

tat
TYyr

tca
Ser

gca
Ala
395

tgg
Trp

tta
Leu

atc
Ile

agt
Ser

gac

gcg
Ala
220

att
Ile

acg
Thr

999
Gly

ctt
Phe

ggc
Gly
300

cat
Him

999
Gly

ctg
Leu
3go

tac
Tyr

acg
Thr

atc
Ile

(444
Phe

gaa
Glu

cac
Hisa
205

aat
Asn

aaa
Lys

gga
Gly

aaa
Lys
gat
285

gga
Gly

ccg
Pro

cag
Gln

gee
Ala

gat
Asp
365

aaa
Lys

999
Gly

agg
Arg

acg
Thr

aag
Lys

aac
Asn
180

cct
Pro

gaa
Glu

ttt
Phe

aaa
Lys

ctc
Leu
270

gtt
Val

tat

gaa
Qlu

tca
Ser

Tttt
Phe
350

atg
Met

gat
Asp

cce
Pro

gaa
Glu

gac
Asp

tee
Phe
178

ggc
Gly

gat
Asp

ctg
Leu

tca
Serx

gaa
Glu
255

gaa
Glu

ccg
Pro

gat

nag
Lys

ttg
Leu
335

att
Ile

tac

Tyr

aat
Asn

cag
Gln

ggt
Qly
415

gga
Gly

cgt
Arg

aac
Asn

qtc
Val

tca
Serx

ttt
Phe
240

atg
Met

aac

ctt
Leu

atg
Met

gcg
Ala
320

gaa
Glu

ttg
Leu

gg99
Gly

ata
Ile

cac
His
400

gac
ABp

cce
Pro
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tta
Leu
228

ctg
Leu

ttt
Phe

tac
Tyr

cat
His

agg
Arxg
305

gtt
val

tecg
Ser

aca
Thx

aca
Thr

gag
Glu
385

gat
Asp

agc
Ser
ggce
Gly

gaa
Glu

gac
Asp

gca
Ala
210

acg
Thr

ttg
Leu

ttc
Phe
290

cgt
Arg

-aca

Thr

aca
Thr

aga

&aa
Lys
370

ceg
Pro

tat
Tyr

tce
Ser

gga
Gly

gga
Gly

tat

Tyr
195

gag
Glu

ggc
Gly

gat
Asp

gtt
val

aat
Asn
275

aat
Asn

ttg
Leu

ttt.
Phe

gtc
Val

gaa
Glu
355

gg99g
Gly

att
Ile

att
Ile

gee
Ala

tca
Ser

aaa
Lys
180

tta
Leu

aca

Thr

tte
Phe

tgg
Trp

gcg
Ala
2690

aaa
Lys

tta
Leu

ctyg
Leu

gtt
val

caa
Gln
340

tce
Ser

aca
Thr

tta
Leu

gac
Asp

gce
Ala
420

aag
Lys

gcg
Ala

atg
Met

aaa
Lys

cgt
Arg

gtt
val
245

gag
Glu

aca
Thr

cag
Gln

gac

gaa
Glu
325

act
Thr

ggt
Gly

teg
Ser

aaa
Lys

cac
His
405

aaa
Lys

cgg
Arg

tgg

aaa
Lys

att
Ile
230

cag
Gln

tat

agc
Ser

gcg
Ala

ggt
Gly
310

aat
Asn

tgg
TIp

tat

cca
Pro

gcg
Ala
390

ccg
Pro

tca
Ser

atg
Met
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gat
Asp

gct
Ala

tgg

Trp
215

gat
Asp

gcg
Ala

tag
Trp

tte
Phe

gct
Ala
295

ace
Thr

cat
His

tee
Phe

cct
Pro

aag
Lys
375

cgt

gat
ABp

ggt
Gly

tat
Tyr

tgg
TIp

gat
Asp
200

ggt
Gly

gee
Ala

gtc
val

cag
Gln

aat
Asn
280

tcec
Ser

gtt
val

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln
360

gaa
Glu

aag
Lys

gtg
val

ttg
Leu

gce
Ala

gaa
Glu
185

gtt
Val

atc
Ile

gee
Ala

aga
Arg

aat
Asn
265

caa
Gln

tca
Ser

gtg
val

aca
Thr

ccg
Pro
345

gtg
val

att
Ile

gag
Glu

atc
Ile

gce
Ala
425

ggc
Gly

gta
val

gac
Asp

tgg

aaa
Lys

cag
Gln
250

aat
Asn

tcc
Ser

caa
Gln

tce
Ser

cag
Gln
330

ctt
Leu

tte
Phe

cce
Pro

tac

gga
Gly
410

gct
Ala

ctg
Leu

1420

1468

1516

1564

.1612

1660

1708

1756

1804

1852

1900

1948

1996

2044

2092

2140

2188



aaa
Lys

act
Thr

999
Gly
475

aat
Asn

gta
val
460

tce
Sex

gcc
Ala
445

aaa

Lys

gtec
Val

430

ggc
Gly

ate
Ile

tece
Ser

gag
Glu

gga
Gly

att
Ile

aca
Thr

tect
Ser

tat

Tyr
4B0
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tgg
Txp

gac
Asp
465

gtt
vVal

tat

Tyr
450

ggc
Gly

cag
Gln

435

gac
Asp

440

ata acg ggc aac. cgt tca gat
Ile Thr Gly Asn Arg Ser Asp

455

tgg gga gag ttt cat gta aac gat
Gly Glu Phe His Val Asn Asp

Trp

470

aaa taa ggtaataaaa aaacacctcc

Lys

aagcrtgagtg cgggtatcag cttggaggtg cgtttatttt

ggcatcaggt gtgacaaata cggtatgctg getgtcatag

gecgtttgge tttttcacat gtctgatttt tgtataatéa

tttegeocettg gaaaaataag cggegategt agetgettec

atcgctgett ttaatcacaa cgtgggatcc

<210> €

<211>
<212>
<213>

<400> 6

val
1l
Gly
‘Ile
Gln
Phe
65
Leu
Gly
val
Glu
Gly
145

Ala

Gly

Asn
Gln
Gly
Ser

50
Gln
Gln
Asp
Thr
Glu

130

Asn

Asp

Glu

483
PRT
Bacillus amyloliquefaciens

Gly Thr Leu

His
Ile

35
Asp
Gln
Asp

vVal

Ala
115

Tyx

Thx

Trp

Gly

Trp

20
Thr
Asn
Lys
Ala
val

100

Val

‘Gln

Tyx
Asp

Lys
180

5
Lys

Ala-

Gly
Gly
Ile

85
Leu
Glu
Ile
Ser
Glu

165
Ala

Met Gln Tyr Phe

Arg

Val

Tyr

Thx

70
Gly
Asn
val
Lys
ABp
150

Ser

Trp

Leu

Trp
Gly

55
val
Ser
His
Asn
Ala

135

Phe

Arg

Asp

Gln Asn

Ile
40

Pro

Axg

Leu

Lys

Pro
120

Trp

Lys

Lys

Trp

25
Pro

Ala
105
Ala
Thr
Trp

Ile

Glu
185

Glu

10
Asp
Pro
Asp
Lys
Ser

90
Gly
Asn
Asp
His
Ser

170
Val

Trp

Ala

Ala

Ala
Axrg
Phe
Trp
155

Arg

Ser

ttcagececgta tgacaaggte
gtgacaaatc cgggttttgc
acaggcacgg agccggaatc

aatatggatt gttcatcggg

Tyx

Glu

Tyx

Thr

Ris

Lys
45

Tyr Asp

60

Gly

Aan

Asp

Asn

Arg

140

Ile

Ser

35/55

Thr
val
Ala
Gln
125
Phe
His
Phe

Glu

Pro
Leu

30
Gly
Leu
Lys
Gln
Thr
110
Glu
Pro
Phe

Lys

Asn
is0

Asn Asp
is

Ser Asp
Leu Ser

Gly Glu

Ser Glu
80

val Tyr
95

Glu Asp
Thr Ser
Gly Arg

Asp Gly
160

Phe Arg

175
Gly Asn

2236

2284

2334

2394
2464
2514
2574

2604



Tyr
val
Leu
228

Leu

Phe

Kis
Arg
308
val
Ser
Thr
Thr
Glu
3ss
Asp

Ser

Gly

Asp
Ala
210
ABp
Arg
Thr
Leu
Phe
290
Axrg
Thr
Thr
Arg
Lys

370

Pro

Tyr

Ser

Gly

Trp Tyr

Asp
465
Val

Gly:

Gln

<210> 7

<21l>
‘€212>
<213> Bacillus stearothe

<220>

<221>
<222>

TYC
185
Glu
Qly
Asp
Vval
Asn
218
Asn
Leu
Phe
Val
Glu
355
Gly
Ile
Ile
Ala
Ser

435

Asp

Tep:

Lys

1548
DNA

cDs
(1)

Leu

Thr

Phe

Trp

Ala

Met
Lys
Arg
val

245
Glu

260

Lys
Leu
Leu
val
Gln
340
Ser
Thr
Leu
ABp
Ala
420
Lys
Ile

Gly

Thr
Gln
Asp
Glu
325
Thr
Gly
Ser
Lys
His
405
Lys
Arg

Thr

Glu

.+ (1548)

Lys
Ile
230

Gln

Sex
Ala
Gly

310

Asn

Trp

Pro

Ala

-390

Pro

‘Sex’

Met

Gly

Phe

470"
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Ala

TP
215
ABp
Ala
Trp
Phe
Ala
295
Thr
His
Phe
Pro
Lys
378
Arg
Asp

oly

Tyr

-Asn

455
His

Asp
200
Gly
Ala
val
Gln
Asn
280
Sexr
val
Asp
Lys
Gln
360
Glu

Lys

val

Ala
440

Arg

Val

val Asp Tyr Asp

Ile
Ala
Arg
Asn
265
Gln
Ser
val
Thr
Pro
345
val
lle

Glu

Ile

"Ala

425
Gly

serx

ABn

rmophilus

Trp Tyr Ala

Lys

Gln
250

Asn
Ser
Gln
Ser
Gin
330
Leu

Phe

Pro

Tyr

aly
410
Ala

Leu

Rsp

.ABp.

His
235.

Ala
Als
val
Qly
Arg
315
Pro
Ala
Tyx
Berxr

Ala
395

Txp
Leu

Lys.

“Thx

Gly
475

36/55

220

Ile

Thr-

Gly
Phe
Gly
300
His
Gly
Tyr
Gly
Leu

380

Tyr

Ile
Asn
val
460

Ser

His
205

Asn
Lys
Gly
Lys
Asp
285
Gly
Pro
Gln
Ala
Asp
365
Lys

Gly

Arg

Thx:

‘Ala

445

Lys -

Val

Pro

Glu

Phe Ser

Lys
Leu
270
val

Tyr
Glu
ser
Phe
350
Met
Asp
Pro
Glu
ABp
430
Qly

Ile

Serxr

ABp

Leu

Glu
255

Glu
Pro
Asp
Lys
Leu

335
Ile

Tyr
ABn
Gln
Gly
415
Gly

Glu

Gly

‘Ile

val
Ser
Phe
240
Met
Asn
Leu
Met
Ala
320
Glu
Leu
Gly
Ile
His
400
Asp
Pro

Thr

Ser .

Tyr

480
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<400> 7 .
gcec gca ccg ttt aac ggc acc atg atg cag tat ttt gaa tgg tac ttg 4B
Ala Ala Pro Phe Asn Gly Thr Met Met Gln Tyr Phe Glu Trp Tyr Leu

ccg gat gat ggc acg tta tgg acc aaa gtg gcc aat gaa gcc aac aac 86
Pxo Asp Asp Gly Thr Leu Trp Thr Lys Val Ala Asn Glu Ala Asn Asn
20 25 30

tta tce agce ctt gge atc acc got ctt tgg ctg ccg ccc goet tac aaa 144
Leu Ser Ser Leu Gly Ile Thr Ala Leu Trp Leu Pro Pro Ala Tyr Lys -
35 ’ 40 - 45

gga aCa agc c¢gc agc gac gta ggg tac gga gta tac gac ttg tat gac 192
Gly Thr Ser Arg Ser Asp Val Gly Tyr Gly Val Tyr .Asp Leu Tyr Asp
50 55 60

ctc ggc gaa ttc aat caa aaa ggg acc gtc cgc aca aaa tac gga aca 240
Leu Gly Glu Phe Asn Gln Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly Thr

aaa gct caa tat ctt caa gcc att caa gce gec cac gec gect gga atg 288
Lys Ala Gln Tyr Leu Gln Ala Ile Gln Ala Ala His Ala Ala Gly Met
85 s$0 95

caa gtg tac gce gat gtc gtg ttc gac cat aaa ggc ggc gct gac ggce 336
Gln Val Tyx Ala Asp Val Val Phe Asp Eis Lys Gly Gly Ala Asp Gly
100 108 110

acg gaa tgg gtg gac gcc gtc gaa gtc aat ccg tcc gac tgc aac caa 384
Thr Glu Trp Val Asp Ala Val Glu Val Asn Pro Ser Asp Arg Asn Gln
115 120 125

gaa atc tecg gge ace tat caa ate caa geca tgg acg aaa ttt gat ttt 432
Glu Ile Ser Gly Thr Tyr Gln Ile Gln Ala Trp Thr Lys Phe Asp Phe
130 135 140

cce'ggg ©€gg ggc aac acc tac .tce age ttt aag tgg cge . tgg.tac cat 480
Pro Gly Arg Gly Asn Thr Tyr Ser Ser Phe Lys Trp Arg Trp Tyr His
145 150 158 160

ttt gac-ggc gtt gat tgg gac gaa agc cga aaa ttg agc cgc att tac 528
Phe Asp Gly Val Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Ser Arg Ile Tyx
165 170 178

aaa ttc cgc ggoe atec ggc aaa qgcg tgg gat tgg gaa gta gac acg gaa 576
Lys Phe Arg Gly Ile Gly Lys Ala Trp Asp Trp Glu Val Asp Thr Glu
180 185 190

aac gga aac tat gac tac tta atg tat gcc gac ctt gat atg gat cat 624
Asn Gly Asn Tyx Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Leu Asp Met Asp His
155 . 200 205

ccc gaa gtc gtg acc gag ctg aaa aac tgg ggg aaa tgg tat gte aac 672
Pxo Glu Val val Thr Glu Leu Lys Asn Trp Gly Lys Trp Tyx Val Asn
210 215 220

aca acg aac att gat ggg ttc cgg ctt gat gocc gtc aag cat att aag 720
Thr Thr Asn Ile Asp Gly Phe Arg Leu Asp Ala Val Lys His Ile Lys
225 230 235 : . 240

tCc agt ttt ttt cct gat tgg ttg tcg tat gtg cgt tct cag act ggc .768
Phe Ser Phe Phe Pro Asp Trp Leu Ser Tyr Val Arg Ser Glm Thr Gly
245 250 255

aag ccg cta ttt acc gtc ggg gaa tat tgg agc- tat gac atc aac aag 8le
Lys Pro Leu Phe Thr Val Gly Glu Tyr Trp Ser Tyr Asp Ile Asn Lys
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aat
Asn
275

ttg cac
Leu His

tta
Leu

gee cog
Ala Pro
290

ttt gat
Phe Asp
305

atg
Met

aca ttg
Thr Leu

gcc
Ala

cag
Gln

gcg ctg
Alaz Leu

- 340

tet ate
Phe Ile Leu

k31

tat tat

Tyr Tyr
370

Gly

ctc
Leu

gat ccg
Asp Pro
38s

ctt
Leu

gat tat
Asp Tyr

aaa
Lys

;ct gaa
Thr Glu

-age

.gga gga
Ser

Gly Gly

tte tat
Phe Tyr
450

gac
Asp

gat gga tgg
Anp Gly

465 °
gtt cct’
Val Pro

cga_ccg
‘A¥g Pro

gca tgg cct-
Ala Trp Pro

cta

gge:

‘aaa -tgg

435

260

tac act
Tyr lle

acg
Thr

Cac- aac

His Asn Lys

cgc acg tta
Arg Thr
310

tte
Phe

gte acc
vVal Thr
© 3258

gte
val

tca tgg
ter ‘Trp

act cgg
Thr Arg

cag
dln

caa
Gln

att cca
Ile Pro

ctc ate
Leu Ile

gcg
Ala

aaa

Leu’

DE 600 34 558 T2 2007.12.27

aaa-
Lys:

ttt
Phe
295
atg
Met

grt
val

gac
Asp

gaa
Glu

tat

Tyr
L3785

cgc
Axrg

390

tce
Ser

gat cac
Asp ‘His

T 7405
tece
Ser

cca;gga
Pro Gly
420

atg

Lyg_?rp Met

gac
Asp

.gga
Gly

“tac

PR

Lol e .- -

ggc
Gly

ctt ace
Leu Thr

woo-

aace cgg agt gac acc

aca
Thr
280

tat
Tyx

ace

Thy

gat
Asp

cca
Pro

gga
Gly
360

aac
Asn

agg
Arg

ate
IFle

ctg
Leu

:,

-gtt

val
440

265

gac gga

aly

ace
Thr

get
Ala

-act
Thr

aat
Asgn

cat
His
330

aat
Asn

ttc
Phe

tag
Txrp
345
tac

Tyr

cecyg
Pra

cct
Pro

ate
Ile

tat
Tyr

gat
Asp

atce
Ile

999
Gly
410

gcé
Ala
42;

Ala

ggcléza-
GlyiLys

acg
Thr

tec
Ser

cte
Leau
315

gac
Asp

-aaa
Lys

tgc
Cys

tecg
Sex

gct
Ala
385

tag
Trp

gcea-ctyg

Leu

caa.
Gln

‘Asn Arg. ser Aap Thr
155“‘“-

atg

Met

aaa
Lys
100

atg

Met

ace
Thr

ccg
Pro

gtc
val

ctg-aaa’

Leu
380

tac

Tyx

aca
Thr

atc
Ile

cac

'Hig

gte

-Val
460

ggg gaa ttc aaa gtc aat.ggé ggt ‘teg

470"

485

- 500

cgg

515~ .

5

- L .

. 490

" 505

-,475
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Tip Gly Glu Phe Lys Val Aan GQly Gly -Ser

aga aaa acg ‘ace gtt- tct acc atc gct chg
AYg Lya Thr Thx Val Ser; Thr'IYle Ala Axg

tgg. act ggt gaa tte gtc ‘egt tgg. acc ~gaa
“Trp Thr Gly. Glu - Pha Vval Arg Trp Thr Glu

gga
Gly

270

tct
Ser

ttg ttt
Leu Phe

285

tca
Ser

ggg- gge
Gly QGly

aaa
Lys

gat caa
A8Bp Gln

gaa’
Glu

cce gge
Pro Gly
338

ttg
Leu

get tac
Ala Tyr
350

ttt
Phe.
365

tat ggt
Tyr Gly

agc saa

Lys Ser Lys

‘acg caa
Thr Gln

agg
Arg,

gaa ggg
Glu Gly
. 415

gat ggg
Asp Gly
430

acé
Thr

gct-gga aaa
Ala Gly ‘Lys
des.” .

acc a;¢~aei
Tpn_Iie Asn

gtt teg gtt
Val Ser. Val

ccg’ atc ‘aca
Pro Ile Thr

495
cca cgg-ttg
Pxo Arg Leu
. L0107

gat
RAsp

gea
Ala

ceg -

Pro
330

caa
Gln

gece
Ala

gac
Asp

ate
Ile

cat
His
400

g9¢
Gly

ccg
Pro

agt
_Ber

tag
480

ace.-
Thx

gtg

val-

864

912

860

1008

1056

1104

1152

1200

1248

"12396

1344

1392:

1440

1488 °

1536 -

1548
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<210> B

<211> 515

<212> PRT

<213> Bacillus stearothermophilus

<400> 8

Ala Ala Pro Phe Asn Gly Thr Met Met Gln Tyr
1 5 10

Pro Asp Asp Gly Thr Leu Trp Thr Lys Val Ala
20 25

Leu Ser Ser Leu Gly Ile Thr Ala Leu Trp Leu
35 40

Gly Thr Ser Arg Sexr Asp Val Gly Tyr Gly Val
. 50 55 .

Leu Gly Glu Phe Asn Gln Lys Gly Thr Val Arg
65 70 75

Lys Ala Gln Tyr Leu Gln Ala Ile Gln Ala Ala
85 90

Gln Val Tyr Ala Asp Val Vval Phe Asp His Lys
100 105 :

Thr Glu Trp Val Asp Ala Val Glu Val Asn Pro
118 120

Glu Ile Ser Gly Thr Tyr Gln Ile Gla Ala Trp
130 135

Pro Gly Arg Gly Asn Thr Tyx Ser Ser Phe Lys
145 150 ) 155

Phe Asp Gly Val Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys
a - 165 170

Lys Phe Arg Gly Ile Gly Lys Ala Trp Asp Trp
180 185

Asn Gly Asn Tyr Asp Tyr Leu Met Tyx Ala Asp
195 200

Pro Glu Val Val Thr Glu Leu Lys Asn Trp Gly
210 215

Thx Thxr Asn Ile Asp Gly Phe Arg Leu Asp Ala
225 230 235

Phe Ser Phe Phe Pro Asp Trp Leu Sex Tyr Val
245 250 -

Lys Pro Leu Phe Thr Val Gly Glu Tyr Trp Ser
260 265

Leu His Asn Tyr Ile Thr Lys Thr Asp Gly Thr
275 280

Ala Pro Leu His Asn Lys Phe Tyr Thr Ala Ser
290 285

Phe Asp Met Arg Thr Leu Met Thr Asn Thr Leu
305 _ 310 315

Thr Leu Ala Val Thr Phe Val Asp Asn His Asp

2007.12.27

Phe

"Asn

Pro
Tyx

60
Thr
His
Gly
Ser
Thr
140
Trp
Lew
Glu
Leu
Lys
220

val

Arg

Met

Lys

- 300

Met

Thr
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Glu
Glu
Pro

45

Asp

Lys

Ala

Gly
Asp
125
Lys
Arg
Ser
val
Asp
205
Trp
Lys
Ser

Asp

Ser
285

Ser

Lys

Glu

Trp

Ala

Ala

Leu

Tyr
15

Asn

Tyr Gly

Ala
Ala
110

Arg

Phe

Arg
Asp
180

Met

His

Gln

Ile

270

Gly

Asp

Pro

Gly

85
Asp
Asn
Asp

Tyx

Ile

Leu
Asn
Lys
Asp
Thx

80
Met
Gly
61n

Phe

His
160

175 .

Thzr
Asp
val
Ile
Thx
255
Asn
Phe
Gly

Gln

Gly

Glu
His
Asn
Lys
240
Gly
Lys
Asp
Ala
Pro

320
Gln
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325 330 33s

Ala Leu Gln Ser Trp Val Asp Pro Trp Phe Lys Pro Leu Ala Tyr Ala
340 345 350

Phe Ile Leu Thr Arg Gln Glu Gly Tyr Pro Cys Val Phe Tyr Gly Asp
355 360 368

Tyr Tyr Gly Ile Pro Gln Tyr Asn Ile Pro Ser Leu Lys Ser Lys Ile
370 375 380

Asp Pro Leu Leu Ile Ala Arg Arg Asp Tyr Ala Tyr Gly Thr Gln His
385 iso 385 400

Asp Tyr Leu Asp His Ser Asp Ile Ile Gly Trp Thr Arg Glu Gly Gly
405 410 . 418

Thr Glu Lys Pro.Gly.éer Gly Leu Alm Ala Leu Ile Thr Asp Gly Pro
420 425 430

Gly Gly Ser Lys Trp Met Tyr Val Gly Lys Gln His Ala Gly Lys Val
435 440 445

Phe Tyr Asp Leu Thr Gly Asn Arg Ser Asp Thr Val Thr Ile Asn Ser

450 455 460
Asp Gly Trp Gly Glu Phe Lys Val Asn Gly Gly Ser Val Ser Val Trp
465 470 475 480
Val Pro Arg Lys Thxr Thr Val Ser Thr Ile Ala Arg Pro Ile Thr Thr
485 490 485
Arg Pro Trp Thr Gly Glu Phe Val Arg Trp Thr Glu Pro Arg Leu Val
500 505 510
Ala Trp Pro
518
<210> 9
<211> 31
<212> DNA

<213> giinstliche Sequenz

<220>
<2235 Beschreibung der kinstlichen Sequenz:

Primer
<400> 9 L
ggtcgtaggc accgtagoec caatccgett g

<210> 10

<211> 36

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 10. )

ggtcgtagge accgtagece castcccatt ggcteg kY

<«210> 1)
<211> 28
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<212> DNA
<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 11
ctgtgactgg tgagtactca accaagtc

<2105 12

<211> 31

<212> DNA

<213> Riinstliche Sequenz

<220> . .
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

Primer
<400> 12
ggtcgtagge accgtagcce tcatcegett g

<210> 13

<211> 31

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> peschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 13 .
ggtcgtaggc accgtagect atatcegert g

<210> 14

<211> 31

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 14
ggtcgtagge accgtagcca atatccgett g

<210> 15
<211> 36
<212> DNA

<213> gunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 15
gcagcatgga actgctyatg aagaggcacg tcaaac

<210> 16

<211> 30

<212> DNA

<2135 ginstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 16
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catagttgce gaattcattg gaaacttccc

<210> 17

<211> 34

<212> DNA

<213> fginstliche Sequenxz

<220> ' ]
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 17
catagttgec gaattcaggg gaaacttecce aatce

<210> 18
211> 41
<212> DNA

<213» Kiinstliche Sequenz

220>
:223, Beschreibung der kimstlichen Sequenz: Primer
<400> 18

ccgegecceg ggaaatcaaa ttttgtccag getttastta g

<210> 19
<211> 32
<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223»> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 19
caaastggta ccaataccac ttaaaatcge tg

<210> 20

<211> 289

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 20
cttcecaatc ccaagtcttc ccttgaaac

<210> 21

<211> 36

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
.<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<4005 oa
cttaattbtct gctacgacgt caggatggtc ataatc

<210> 22

<211> 38

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz
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220 : " .
:223:]Beschre1bung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 22
cgcccaagtce attcgaccag tactcagecta ccgtaaac

<210> 23
<211> 29
<212> DNA

<213> giinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 23
gccgttttca ttgtegactt cccaatece

<210> 24

<211> 35

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

2 . . .
:222: Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer
<400> 24
ggaatttcgce gctgactagt ccecgtacata tccac

<210> 25
<211> 36
<212> DNA

<213> ginstliche Sequenz

:ggg: Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer
<400> 25
ggcaggaatt tcgcgacctt tcgtccegta catate

<210> 26

<211> 36

<212> DNA L
‘2135'§ﬁnstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 26
cctcattctg cagcagcage cgtaaatggce acgetg

<210> 27

<211> 38

<212> DNA -

<213> Kiinstliche Sequenz

€220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 27
ccagacggca gtaataccga tatccgataa atgttceg
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<210> 28
<211> 30
<212> DNA

<213> gunstliche Sequenz

::gg: Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 28 .
cggatatcgg tattactgcce gtctggatte . 30

<210> 29
<211> 21
<212> DNA

<213> gynstliche Sequenz

<220> .
<223> peschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 28
ctegtcecaa teggtteegt © 21

<210> 30
<211>» 26
<212» DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220> ]
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 30

gatgtatgcc gacttegatt atgacce 26

<210> 31

<21l> 30

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220> . . :
<221» Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 21
catagttgee gaattcattg gaaacttecc 30

<210> 32
<21l> 24
<212> DNA

<213> Kianstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 32

ccgattgetg acgetgttat ttge 24

<210> 133
<211y 25
<212> DNA

<213> gianstliche Sequenz
<220>
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<223> pegchreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 33
gccaagcgga taacggetac ggtge

<210> 34

<211> 28

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 34
gaacgagcca atcggacgtg ggctacgg

<210> 35
<211> 32
<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
¢223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 35
ggaacgagcc aatcggataa cggctacggt gc

<210> 36
<211> 25
<212> DNA

<213> giinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 36
gcatataagg gactgagcca agcgg

<210> 37
<211> 25
<212> DNA

<213> ginstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 37
caaccacaaa gccggcgetg atgeg

<210> 38
<211> 41
<212> DNA

<213> ggnstliche Sequenxz

<2205
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 38
gcatataagg gactgagcca atcggataac ggctacggtg €

<210> 39
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<211> 28
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 39
gaacgagceg atcggacgtg ggetacgg 28

<210> 40

<211> 28

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 40 .
gaacgagcca aaacgacgtg ggctacgg 28

Patentanspriiche

1. Alpha-Amylase
i) mit der hierin in SEQ ID Nr. 4 oder 8 gezeigten Aminosauresequenz oder
ii) mit der in Eig. 1 oder Fig. 2 gezeigten Aminosauresequenz oder
i) mit der in Fig. 3 gezeigten Aminosauresequenz oder
iv) eine alpha-Amylase, die mindestens 90% Homologie mit den alpha-Amylasen von i), ii) oder iii) zeigt,
wobei die alpha-Amylase die Anderung G107A umfasst und wobei Position 107 der Position 107 der Amino-
sauresequenz von SEQ ID Nr. 4 entspricht.

2. Alpha-Amylase nach Anspruch 1, umfassend eine Mutation in einer Position entsprechend einer der fol-
genden Mutationen in der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Aminosauresequenz:
T49L + G107A, A52S + V54N + T49L + G107A; oder T49F + G107A, T49V + G107A,
T49D + G107A, T49Y + G107A, T49S + G107A, T49N + G107A, T491 + G107A,
T49L + A52S + G107A, T49L + A52T + G107A, T49L + A52F + G107A,
T49L + A52L + G107A, T49L + A521 + G107A, T49L + A52V + G107A.

3. DNA-Konstrukt umfassend eine DNA-Sequenz, die eine alpha-Amylase nach Anspruch 1 oder An-
spruch 2 kodiert.

4. Rekombinater Expressionsvektor, der ein DNA-Konstrukt nach Anspruch 3 tragt.

5. Zelle, die mit einem DNA-Konstrukt nach Anspruch 3 oder einem Vektor nach Anspruch 4 transformiert
wird.

6. Zelle nach Anspruch 5, die ein Mikroorgansismus ist, insbesondere ein Bakterium oder ein Pilz, wie ein
grampositives Bakterium, wie Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliguefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans,
Bacillus lautus oder Bacillus thuringiensis.

7. Zusammensetzung umfassend:
(i) Gemisch der alpha-Amylase von B. licheniformis mit der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Sequenz mit einer oder
mehreren alpha-Amylasen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, die von der B. stearothermophilus alpha-Amy-
lase mit der in SEQ ID Nr. 8 gezeigten Sequenz abgeleitet sind; oder
(ii) Gemisch der alpha-Amylase von B. stearothermophilus mit derin SEQ ID Nr. 8 gezeigten Sequenz mit einer
oder mehreren alpha-Amylasen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, die von einer oder mehreren anderen al-
pha-Amylasen abgeleitet sind; oder
(iii) Gemisch von einer oder mehreren alpha-Amylasen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, die von der B. stea-
rothermophilus alpha-Amylase mit der in SEQ ID Nr. 8 gezeigten Sequenz abgeleitet sind, mit einer oder meh-
reren alpha-Amylasen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, die von einer oder mehreren anderen alpha-Amyla-
sen abgeleitet sind.

8. Zusammensetzung umfassend:

46/55



DE 600 34 558 T2 2007.12.27

Gemisch einer oder mehrerer alpha-Amylasen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, die von der B. stearother-
mophilus alpha-Amylase abgeleitet sind, mit der in SEQ ID Nr. 8 gezeigten Sequenz und einer alpha-Amylase,
abgeleitet von der B. licheniformis alpha-Amylase mit der in SEQ ID Nr. 4 gezeigten Sequenz.

9. Verwendung der alpha-Amylase nach Anspruch 1 oder Anspruch 2 oder einer Zusammensetzung nach
einem beliebigen der Anspriiche 7 oder 8 zur Starkeverfliissigung; in einer Detergenszusammensetzung, wie
Waschmittel-, Spulmittel- und Hartflachen-Haushaltsreiniger-Zusammensetzungen; bei der Ethanolherstel-
lung, wie Treibstoff, Getranke- und industrielle Ethanolherstellung; Entschlichten (,desizing") von Textilien, Tex-
tilstoffen oder Bekleidung.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Bip His Asn Ay Thr hsn Gy Thr Mot Met mnmphaﬁlu'nrpm'
1 5 : 10 . 15
mmmg?mymﬁsmggmmmﬁg@@mm'
. ’ 30
Ammmsunsmymmmmnpnemmmm
35 40 : 45 :
mgy-mwmnmwmmym Gly Ala Tyr Bsp Ien Tyr
: 55 50 -

Asp Iea Gly Glu Phe Asn Gln lys Gly Thr Val g Thr Iys Tyr Gy
&5 70 75 . 80

Fig. 1
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mrArgAsnGln;.eu @nmwvﬂmmmmpmgssnmy
8s 80

mmnmmmymmwlmmmslm@y@y&aksp
100 105 110

@y T Glu Te Val Asn Ala Val Gu Val Asn Arg 8= 2=n Arg Asn
ns 120 : 125

mmumwmymmmmmummpmmvmm
. Bo .

mmmmmymmmwmmmmmmm
1 150 . 155 150

15 Phe Asp (ly Tr Asp Tep Asp Gln Ser.2vy Gn Leu Gln A Lys
165 17 175

J:le'IyrIyaEhe.Argcay‘ﬁrGLyLys mn:gAsp'rrmemAsp

mmmmymmmmmmmméspvalwm
185 . 05 .

Rep His Pro Glu Val e Bis Glu lau Axg Ash Trp Gy Val Trp Tyx
210 Z15 220 )

Thr Aen Thr Ien Asn Ten Asp Gly Phs Arg Ile Asp Ala Val Iys His
225 230 235 B 240

e Iys Tyr 8= Phe-Thr Awmg Asp Trp len Thr Bis Val Arg Asp Thre
.. 245 250 . 255

mmymmmmmemumeupmgsnA@m
260

mymanemnmmwmwsmsergp%m Sem‘Val

Phshspvalhomm TyrAsuI.wTﬁ'AmMaSerAanSarmy
- 250 300

mymmmmtmmmmmmysexmwlmm
305 . 315 320

mmmmmv&mmmxpmm&psﬂ%m
325 330 - 335

Glycﬁnmala;@:Serﬁ:aValG]n@.nTrpH:ersProlaJAla
340 345 350 -

Tyr Ala Leu Val leu Thr Arg Glu Gln Gly Tyr Pro S2x Val Phe Tyr
385 360 . 365
GlyAspt[yr'IyrGlyIlemﬂ:rHas(ﬂyVal P.mAlaMatIysSa:-

Fig. 1 (Fortsetzung)
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37 - 375 380

IysﬂeAq:ﬁxolazmmnAlaMgcanﬁr”beAla'lyrGlyﬂgr
39D - 400

GlnHisAsp‘IyrmeAspHisEisAspnaﬂemyﬁp'ﬁrﬁrg@.u
405 410 £15 -
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