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DESCRIPCION

Polipéptidos con actividad @-amilasa y dcidos nucléicos que codifican a los mismos.
Antecedentes de la invencion

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a polipéptidos aislados que contienen actividad a-amilasa y secuencias de dcidos
nucleicos aisladas que codifican los polipéptidos. La invencién también se refiere a constructos de acidos nucleicos,
vectores, y células huéspedes que comprenden las secuencias de dcidos nucleicos al igual que métodos para producir
y usar los polipéptidos. Ademas, la invencién también se refiere a composiciones para lavanderia, lavado de vajilla y/o
limpieza de superficies duras.

Descripcion de las técnicas relacionadas

Durante varios afios las enzimas a-amilasas han sido usadas con algunos propdsitos diferentes, los mas importantes
la licuefaccién de almidén, el desencolado textil, la modificaciéon de almidén en la industria del papel y de la pasta
de papel, y la elaboracién de cerveza y panaderia. Otro uso de las @-amilasas, que cada vez es mds importante, es la
eliminacién de manchas amidédceas durante el lavado con un detergente a pH alcalino.

Ejemplos de productos comerciales de a-amilasa son Termamyl®, Duramyl™, Natalase®, BAN® y Fungamyl®,
todos disponibles a través de Novo Nordisk A/S, Dinamarca. Estos y otros productos similares de otras fuentes co-
merciales tienen un pH 6ptimo que va de dcido a neutro, normalmente en el rango de pH 5-7.5, y éstos no presentan
actividad 6ptima en soluciones detergentes a pH alcalino.

WO 95/26397 expone una a-amilasa de una cepa de Bacillus.

WO 96/23873 describe variantes de amilasas de Bacillus con un rendimiento mejorado bajo condiciones de lavado.

US 5.147.796 describe una pululanasa alcalina con actividad alfa-amilasa. La Fig. 2b del documento muestra
actividad amilasa 6ptima a pH 8-8.5.

M. Takagi et al., J. Ferment. Bioeng., vol 81, N° 6: 557-559 (1996) describe una pululanasa de alfa-amilasa alca-
lifilica de Bacillus sp. La enzima tiene actividad amilasa 6ptima a pH 9, pero la actividad cae rapidamente a pH mas
alto, y la actividad a pH 10 es menor que a pH 7.

WO 97/00324 (KAO) expone un gen que codifica una @-amilasa alcalina licuefactante derivada de la cepa KSM-
AP1378 de Bacillus sp. con el n° de depdsito FERM BP-3048 adecuada para detergentes.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar nuevas @-amilasas con un rendimiento mejorado en soluciones
alcalinas, especialmente en soluciones detergentes alcalinas a pH aproximadamente 9-11.

Resumen de la invencion

La presente invencidn se refiere a polipéptidos aislados con actividad @-amilasa y con una secuencia de aminod4ci-
dos que consiste en los aminoécidos del 1 al 485 de la SEC ID No:2 o la SEC ID No:4.

La presente invencion también se refiere a secuencias de dcidos nucleicos aisladas que codifican los polipéptidos
y a constructos de 4cidos nucleicos, vectores, y células huéspedes que comprenden las secuencias de acidos nucleicos
al igual que métodos para producir y usar los polipéptidos.
Breve descripcion de las figuras

La presente invencion esta ilustrada con mayor detalle con referencia a los dibujos anexos, donde:

La Figura 1 muestra el alineamiento de varias a-amilasas de Bacillus.

La Figura 2 muestra el Perfil de pH de las a-amilasas AAI-6 y AAI-10 en comparacion con las a-amilasas SP722
y SP690. La actividad se muestra en valores absolutos como Abs650/mg. El perfil de pH se mide a 37°C.

La Figura 3 muestra el Perfil de Temperatura de las @-amilasas AAI-6 y AAI-10 a pH 9.0 en comparacién con las
a-amilasas de referencia SP722 y SP690.

La Figura 4 muestra el rendimiento de lavado de AAI-6 y AAI-10 en el AP Model Detergent 97 en comparacion
con SP722, SP690 y Termamyl®.
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La Figura 5 muestra el rendimiento de lavado de AAI-6 y AAI-10 en Omo Multi Acao en comparacién con SP722,
SP690 y Termamyl®.

La Figura 6 muestra el rendimiento de lavado de AAI-6 y AAI-10 en Omo Concentrado en comparacién con
SP722, SP690 y Termamyl®.

La Figura 7 muestra el rendimiento de lavado de AAI-6 y AAI-10 en Ariel Futur liquido en comparaciéon con
SP722, SP690 y Termamyl®.

Descripcion detallada de la invencion
Fuente microbiana

Las a-amilasas alcalinas de la invencién pueden ser derivadas de una cepa de Bacillus. Cepas preferidas son las
cepas DSM 12650 (la a-amilasa AAI-6) o DSM 12651 (la @-amilasa AAI-10) de Bacillus sp. Estas cepas fueron
depositadas el 25 de enero de 1999 por los inventores segun las condiciones del Tratado de Budapest sobre el Reco-
nocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de Patentes en
la empresa Deutshe Sammmlung von Microorganismen und Zellkulturen Gmbh (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, D-
38124 Braunschweig DE.

Las cepas denominadas NN049469 y NN049468 de Escherichia coli que contienen los genes de @-amilasa en
los plasmidos pLiH1300 (AAI 6) y pLiH1298 (AAI10), respectivamente, también fueron depositados el 7 de abril de
1999 segtin las condiciones del Tratado de Budapest con la empresa Deutshe Sammmlung von Microorganismen und
Zellkulturen Gmbh (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig DE, y fueron dados los nimeros de ac-
ceso DSM12763 y DSM 12762, respectivamente. Los organismos donantes de Bacillus sp. depositados anteriormente
fueron recogidos en Islandia en 1997.

Polipéptidos con Actividad a-amilasa

Las a-amilasas (a-1,4-glucano-4-glucanohidrolasas, EC 3,2,1,1) constituyen un grupo de enzimas, que catalizan
la hidr6lisis del almidén y otros oligo y polisacéridos 1,4-glucosidicos lineales y ramificados. A efectos de la presente
invencion, la actividad a@-amilasa es determinada usando el ensayo Phadebas o el ensayo pNPG7 descritos mds adelante
en la seccién “Materiales y Métodos”.

Homologia de Enzima

La homologia de la secuencia de aminodcidos se puede determinar como el grado de identidad entre las dos
secuencias que indica una derivacidn entre la primera secuencia y la segunda. La homologia puede ser determinada de
forma adecuada mediante programas informaticos conocidos en la técnica. Asi, el GAP proporcionado en la versién
8 del GCG (Needleman, S.B. and Wunsch, C.D., (1970), Journal of Molecular Biology, 48: 443-453) puede ser usado
para alinear parejas de las secuencias y calcular el grado de identidad o grado de homologia usando los ajustes por
defecto. De forma alternativa, el GAP de la versién 9 del GCG puede ser usado con una versién 8 traducida de la
matriz de marcado peptidico, una penalizacién de creacién de Gap de 30, una penalizacién de extensién de Gap de 1
usando matriz de ntol (http://plasmid/~bioweb/matrix/) sin penalizacién de Gap terminal.

Homologia para a-amilasas conocidas de Bacillus sp

Una bisqueda de homologia de secuencias conocidas mostré homologias para las secuencias de la invencién con
varias amilasas de Bacillus en el rango 67-81% en aminodcidos determinadas como se ha descrito anteriormente.

Especificamente, las a-amilasas homoélogas a las secuencias de la invencion (es decir, la SEC ID No: 2 y la SEC
ID No: 4) son SP690 (la SEC ID No: 1 de la patente US n° 5.856.164, que es homéloga en aproximadamente un 81%),
SP722 (la SEC ID No: 2 de la patente US n°® 5.856.164, que es homéloga en aproximadamente un 81%) y la parte
madura (aminodcidos 31-516) de la a-amilasa KSM-AP1378 obtenida de Bacillus sp. divulgada como la SEC ID No:
2 de WO 97/00324, que es homdloga en aproximadamente un 81% a las secuencias de la invencidn.

Preferiblemente, los polipéptidos de la presente invencion comprenden la secuencia de aminoécidos de la SEC ID
No: 2 ola SEC ID No: 4 o una variante alélica de la misma; o un fragmento del mismo que tenga actividad a-amilasa.
La SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4 muestran la parte madura de las @-amilasas alcalinas de la invencién.

Un fragmento de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4 son polipéptidos con uno o mas aminodcidos delecionados
del amino y/o carboxilo terminal de esta secuencia de aminodcidos.

Una variante alélica denota cualquiera de las dos o més formas alternativas de un gen que ocupa la misma lo-
calizacion cromosémica. Una variacion alélica surge de forma natural a través de una mutacion, y puede suponer
polimorfismo dentro de poblaciones. Las mutaciones de genes pueden ser silenciosas (ningtin cambio en el polipépti-
do codificado) o pueden codificar polipéptidos que tengan secuencias de aminodcidos alterados. Una variante alélica
de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.
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Las secuencias de aminodcidos de los polipéptidos homélogos pueden diferir de la secuencia de aminodcidos
de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4 por una insercién o delecién de uno o mds residuos aminoécidos y/o la
sustitucién de uno o mas residuos aminoécidos por diferentes residuos aminodcidos. Preferiblemente, los cambios de
aminodcidos son de una naturaleza menor que la de las sustituciones de aminodcidos conservadoras que no afectan
de forma significativa al doblamiento y/o a la actividad de la proteina; pequefas deleciones, normalmente de uno
a aproximadamente 30 aminodcidos; extensiones amino o carboxilo terminales pequefias, tales como un residuo de
metionina aminoterminal; un pequefio péptido de enlace de hasta aproximadamente 20-25 residuos; o una pequefia
extension que facilite la purificacién cambiando la carga neta u otra funcién, tal como un tracto de polihistidina, un
epitopo antigénico o un dominio de unién.

Se encuentran ejemplos de sustituciones conservadoras dentro de los grupos de aminodcidos bésicos (arginina,
lisina e histidina), aminoacidos acidicos (4dcido glutdmico y 4cido aspartico), aminodcidos polares (glutamina y aspa-
ragina), aminodcidos hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminodcidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y
tirosina), y aminodcidos pequefios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina). Las sustituciones de aminodcidos,
que generalmente no alteran la actividad especifica, son conocidas en la técnica y son descritas, por ejemplo, por H.
Neurath y R.L. Hill, 1979, en The Proteins, Academic Press, New York. Los cambios que se dan con mds frecuen-
cia son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg,
Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly al igual que los mismos a la inversa.

En una segunda forma de realizacion, la presente invencién se refiere a polipéptidos aislados con actividad a-
amilasa los cuales son codificados por secuencias de dcidos nucleicos que hibridan bajo condiciones de astringencia
media, mds preferiblemente bajo condiciones de astringencia media-alta, incluso mds preferiblemente bajo condicio-
nes de astringencia alta, y de la forma mas preferible bajo condiciones de astringencia altisima con una sonda de
acidos nucleicos que hibride segiin las mismas condiciones con (i) la secuencia de dcidos nucléicos de la SEC ID No:
1 ola SEC ID No: 3, (ii) la secuencia de ADNc de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3, (iii) una subsecuencia de (i) o
(ii), o (iv) una cadena complementaria de (i), (II), o (iii) (J. Sambrook, E.F. Fritsch, and T. Maniatus, 1989, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring Harbor, New York). La subsecuencia de la SEC ID No: 1
o la SEC ID No: 3 puede ser de al menos 100 nucleétidos o preferiblemente al menos 200 nucledtidos. Ademads, la
subsecuencia puede codificar un fragmento de polipéptido que tenga actividad a-amilasa. Los polipéptidos pueden ser
también variantes alélicas o fragmentos de los polipéptidos que tengan actividad @-amilasa.

La secuencia de acidos nucléicos de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3 o una subsecuencia de la misma, al
igual que la secuencia de aminodcidos de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4 o un fragmento de la misma, puede ser
usada con el fin de disefiar una sonda de 4cidos nucleicos para identificar y clonar ADN que codifique polipéptidos
con actividad a-amilasa de cepas de diferentes géneros o especies segin métodos bien conocidos en la técnica. En
particular, esta clase de sondas pueden ser usadas para la hibridacién con el ADN genémico o ADNc del género o
especie de interés, siguiendo los procedimientos de transferencia estandar de Southern, con el fin de identificar y aislar
el gen correspondiente en su interior. Este tipo de sondas pueden ser considerablemente mas cortas que la secuencia
entera, pero deberfan ser de al menos 15, preferiblemente de al menos 25, y mds preferiblemente de al menos 35
nucledtidos de longitud. También pueden ser usadas sondas mas largas. Ambas sondas de ADN y ARN pueden ser
usadas. Las sondas son marcadas de forma tipica para detectar el gen correspondiente (por ejemplo, con 32P, 3H, 35S,
biotina o avidina). La presente invencion abarca este tipo de sondas.

Asi, un ADN gendémico o una genoteca de ADNc obtenidos a partir de estos otros organismos pueden ser cribados
para ADN que hibride con las sondas descritas anteriormente y que codifique un polipéptido que tenga actividad a-
amilasa. E1 ADN genémico u otro ADN puede ser separado de estos otros organismos mediante agarosa o electro-
foresis en gel de poliacrilamida, u otras técnicas de separacion. E1 ADN de las genotecas o el ADN separado puede
ser transferido e inmovilizado en nitrocelulosa u otro material portador adecuado. Para identificar un clon o ADN
homoélogo a la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3 o subsecuencias de las mismas, el material portador es usado en
una transferencia de Southern. A efectos de la presente invencidn, la hibridacién indica que la secuencia de 4cidos
nucléicos hibrida a una sonda de acidos nucleicos correspondiente a la secuencia de dcidos nucléicos mostrada en la
SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3, su cadena complementaria, o una subsecuencia de la misma, bajo condiciones de
astringencia media hasta altisima. Las moléculas a las que la sonda de 4cidos nucleicos hibrida bajo estas condiciones
son detectadas usando pelicula radiografica.

En otra forma de realizacién preferida, la sonda de dcidos nucleicos es la secuencia de dcidos nucléicos contenida
en los plasmidos pLiH1300 (AAI6) o pLiH1298 (AAI10), respectivamente, que estdn contenidas en la DSM12763
de Escherichia coli o la DSM12762 de Escherichia coli, respectivamente, o, en el lugar donde la secuencia de dcidos
nucléicos codifica un polipéptido con actividad a-amilasa 4cida de la invencidn y se muestran en la SEC ID No: 2 o la
SEC ID No: 4, respectivamente.

Para sondas largas de al menos 100 nucledtidos de longitud, las condiciones de astringencia media a altisima se
definen como prehibridacién e hibridacién a 42°C en 5X SSPE, 0.3% de SDS, 200 micro g/ml de ADN de esperma de
salmén cortado y desnaturalizado, 35% de formamida para astringencias medias y medias-altas, o0 50% de formamida
para astringencias altas y altisimas, siguiendo procedimientos de transferencia estdndar de Southern.

Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material portador es finalmente lavado tres veces
cada uno durante 15 minutos usando 2 X de SSC, 0.2% de SDS preferiblemente al menos a 55°C (astringencia media),
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preferiblemente al menos a 60°C (astringencia media-alta), mas preferiblemente al menos a 65°C (astringencia alta),
y de la forma mds preferible al menos a 70°C (astringencia altisima).

Para sondas cortas que tengan aproximadamente de 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud,
las condiciones de astringencia se definen como prehibridacién, hibridacién, y lavado post-hibridacién a 5°C hasta
10°C por debajo del T,, calculado usando el cilculo segiin Bolton y McCarti (1962, Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 48:1390) en 0.9 M de NaCl, 0.09 M de tris-HCl a pH 7.6, 6 mM de EDTA, 0.5% de NP-
40, 1X de la solucién de Denhardt, 1 mM de pirofosfato de sodio, 1 mM de sodio fosfato monobasico, 0.1 mM de
ATP, y 0.2 mg de de ARN de levadura por ml siguiendo los procedimientos de transferencia estdndar de Southern.

Para sondas cortas, con aproximadamente 15 nucledtidos hasta aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, el
material portador es lavado una vez en 6X SCC mds 0.1% SDS durante 15 minutos y dos veces cada uno durante 15
minutos usando 6X SSC a 5°C hasta 10°C por debajo del T,, calculado.

En una tercera forma de realizacion, la presente invencion se refiere a polipéptidos aislados, es decir, los polipép-
tidos mostrados en la SEC ID No: 2 o 1la SEC ID No: 4, que tienen las propiedades fisicoquimicas siguientes:

Una temperatura optima (véase la Fig. 3) determinada mediante el método de Phadebas (pH 9.0) en el rango entre
55 y 65°C, mds precisamente a aproximadamente 60°C.

Un pl para AAI-6 determinado mediante enfoque isoeléctrico resulté estar entre 7-7.3, y el pl para AAI-10 result6
estar entre 7-8.

Un polipéptido de la presente invencién puede ser obtenido a partir de microorganismos de cualquier género. A
efectos de la presente invencion, el término “obtenido a partir de” utilizado en este caso, en relacién con una fuente
dada, significard que el polipéptido codificado por la secuencia de 4cidos nucléicos ha sido producido por la fuente o
por una célula en la cual se ha insertado la secuencia de acidos nucléicos de la fuente.

Un polipéptido de la presente invencién puede ser un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede ser
un polipéptido de bacteria gram positiva tal como un polipéptido de Bacillus, p. €j., un polipéptido de Bacillus alka-
lophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus
lentus, Bacillus licheni formis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, o Bacillus thurin-
giensis; o un polipéptido de Streptomyces, p. €j., un polipéptido de Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o
un polipéptido de bacteria gram negativa, p. €j., un polipéptido de E. coli o de Pseudomona sp.

En otra forma de realizacion preferida, el polipéptido es un polipéptido de Bacillus sp., en una forma de realizacion
mads preferida, el polipéptido es un polipéptido DSM 12650 de Bacillus sp. y un polipéptido DSM 12651 de Bacillus
sp., p- €j., el polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4, respectivamente.

Se entendera que para las especies mencionadas anteriormente, la invencién abarca tanto el estado perfecto como
el imperfecto, y otros equivalentes taxonémicos, p. €j., anamorfos, a pesar del nombre de especie por el que estos son
conocidos. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de equivalentes apropiados.

Cepas de estas especies estan facilmente disponibles para el publico en varias colecciones de cultivo, tales co-
mo el American Type Culture Collection (ATCC), la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Gmbh (DSM), el Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), y la Agricultural Research Service Patent Culture
Collection, Northern Regional Research Center (NRRL).

Ademds, los polipéptidos de este tipo pueden ser identificados y obtenidos de otras fuentes incluyendo microor-
ganismos aislados provenientes de la naturaleza (p. €j., de tierra, abonos, agua, etc.) usando las sondas mencionadas
anteriormente. Son bien conocidas en la materia técnicas para aislar microorganismos de hébitats naturales.

La secuencia de 4cidos nucléicos puede ser entonces derivada seleccionando por similaridad una genoteca geno-
mica o genoteca de ADNc de otro microorganismo. Una vez ha sido detectada con la(s) sonda(s) una secuencia de
acidos nucléicos que codifique un polipéptido, la secuencia puede ser aislada o clonada utilizando técnicas conocidas
para los técnicos en la materia (véase, p. €j., Sambrook et al., 1989, supra).

Tal y como se define aqui, un polipéptido “aislado” es un polipéptido esencialmente libre de otros polipéptidos
que no son de a-amilasa, p. ej., con al menos aproximadamente un 20% de pureza, preferiblemente con al menos
aproximadamente un 40% de pureza, mds preferiblemente con aproximadamente un 60% de pureza, incluso mas
preferiblemente con aproximadamente un 80% de pureza, de la forma mads preferible con aproximadamente un 90%
de pureza, e incluso de la forma m4s preferible con aproximadamente un 95% de pureza, como se ha determinado por
SDS-PAGE.

Los polipéptidos codificados por secuencias de dcidos nucleicos de la presente invencidén también incluyen poli-
péptidos fusionados o polipéptidos divisibles de fusidn en los cuales otro polipéptido es fusionado en el N-terminal o
el C-terminal del polipéptido o fragmento del mismo. Un polipéptido fusionado es producido fusionando una secuen-
cia de 4cidos nucléicos (o una parte de la misma) que codifique otro polipéptido a una secuencia de acidos nucléicos
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(o una parte de la misma) de la presente invencién. Son conocidas en la materia técnicas para producir polipéptidos
de fusion, e incluyen ligar las secuencias codificantes que codifican los polipéptidos de modo que queden en forma
estructurada y que la expresién del polipéptido fusionado quede bajo el control del mismo promotor(es) y terminador.

El término “rendimiento de lavado mejorado” en el contexto de la presente invencidn significa un rendimiento
determinado segun las condiciones de lavado descritas en el ejemplo 9, el cual es superior a otras alfa-amilasas usadas
para lavar, p. ej., SP690; SP722 y Termamyl®, o en el caso de un mutante/variante de la invencién en comparacién
con la alfa-amilasa parental, es decir, el no mutado, tal como una estructura de alfa-amilasa no sustituida.

Termoestabilidad incrementada

En el contexto de la invencién el término “pH 4acido” significa un pH por debajo de 7.0, especialmente por debajo
del rango de pH en el cual son realizados normalmente los procesos de licuefaccién de almidén industrial, que estd
entre un pH 5.5y 6.2

En el contexto de la presente invencion el término “baja concentracion de calcio’ hace referencia a concentraciones
por debajo del nivel normal usado en la licuefaccion de almidén industrial. Las concentraciones normales varian
dependiendo de la concentracién de Ca®* libre en el maiz. Normalmente se afiade una dosis correspondiente a 1 mM
(40 ppm), la cual junto con el nivel en el maiz hacen entre 40 y 60 ppm de Ca** libre.

En el contexto de la invencién el término “altas temperaturas” quiere decir entre 95°C y 160°C, especialmente el
rango de temperatura en el cual se realizan normalmente los procesos de licuefaccién de almidén industrial, que es
entre 95°C y 105°C.

Se puede mencionar aqui que los residuos aminoacidos, respectivamente, en las posiciones correspondientes a
N195, V206, E212 y E216, respectivamente, en la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4 constituyen residuos aminodcidos,
los cuales son conservados en numerosas alfa-amilasas del tipo Termamyl, es decir, Termamyl® (alfa-amilasa de B.
licheniformis). Asi, por ejemplo, las posiciones correspondientes de los residuos en AAI-10 y AAI-6 y Termamyl se
pueden ver en el alineamiento de la Fig. 1 y en las Tabla 1 y Tabla 2, a continuacién.

TABLA 1
alfa-amilasas del tipo Termamyl
B. licheniformis (Termamyl) N190 1201 H205 E211 N265
SP690 N195 V206 H210 E216 N270
SP722 N195 V206 H210 E216 N270
AAI-10 (SEC ID No: 2) N195 V206 H210 E216 N270
AAI-6 (SEC ID No: 4) N195 V206 H210 E216 N270
TABLA 2
alfa-amilasas del tipo Termamyl
SP690 R181, G182, T183, G184, K185, A186
SP722 R181, G182, D183, G184, K185, A186

AAI-10 (SEC ID No: 2) R181, G182, D183, G184, K185, A186

AAI-6 (SEC ID No: 4) R181, G182, D183, G184, K185, A186




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2322426 T3

Clonacion de una secuencia de ADN que codifica una a-amilasa

La secuencia de ADN que codifica una alfa-amilasa parental tal y como se ha definido anteriormente puede ser
aislada de cualquier célula o microorganismo que produzca la alfa-amilasa en cuestién, usando diferentes métodos
bien conocidos en la técnica. En primer lugar deberia construirse un ADN gendmico y/o genoteca de ADNc usando
ADN cromosémico o ARN mensajero del organismo que produce la alfa-amilasa que se va a estudiar. Entonces, si la
secuencia de aminoécidos de la alfa-amilasa es conocida, las sondas oligonucledtidas homélogas marcadas pueden ser
sintetizadas y usadas para identificar clones que codifiquen alfa-amilasas de una genoteca genémica obtenida a partir
del organismo en cuestion. De forma alternativa, una sonda de oligonucleétidos marcada que contenga secuencias
homélogas a un gen conocido de alfa-amilasa podria ser usada como sonda para identificar clones que codifiquen alfa-
amilasas, usando condiciones de hibridacion y lavado de menor astringencia.

Otro método para identificar clones que codifiquen alfa-amilasas implicaria insertar fragmentos de ADN gendmico
en un vector de expresion, tal como un pldsmido, transfomar las bacterias alfa-amilasa negativas con la genoteca de
ADN genémico resultante, y luego fijar las bacterias transformadas sobre agar que contenga un sustrato para alfa-
amilasa, permitiendo de ese modo identificar clones que expresen la alfa-amilasa.

De forma alternativa, la secuencia de ADN que codifica la enzima puede ser preparada sintéticamente mediante mé-
todos estdndares establecidos, p. €j., el método de fosforamidita descrito por S.L. Beaucage y M.H. Caruthers (1981)
o el método descrito por Matthes et al. (1984). En el método de fosforamidita, los oligonucledtidos son sintetizados,
p- €j., en un sintetizador de ADN automatico, purificado, anillado, ligado y clonado en vectores apropiados.

Finalmente, la secuencia de ADN puede ser de origen mixto genémico y sintético, de origen mixto sintético y de
ADNCc o de origen mixto gendémico y de ADNc, preparado mediante la ligadura de fragmentos de origen sintético,
genémico o de ADNc (segun el caso, los fragmentos correspondientes a las diferentes partes de la secuencia de ADN
entera), conforme a técnicas estdndares. La secuencia de ADN también puede ser preparada por reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo como se describe en US 4.683.202 o en R.K. Saiki er
al. (1988).

Mutagénesis dirigida

Una vez haya sido aislada una secuencia de ADN que codifique la alfa-amilasa, y hayan sido identificados sitios
deseables para la mutacion, las mutaciones pueden ser introducidas usando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonu-
cleétidos contienen secuencias de nucledtidos que flanquean los sitios de mutacién deseados; los nucletidos mutantes
son insertados durante la sintesis oligonucledtida. En un método especifico, un espacio monocatenario de ADN, que
conecta la secuencia de alfa- amilasas, es creado en un vector portador del gen de alfa-amilasa. Después, el nucledtido
sintético que soporta la mutacion deseada es anillado a una parte homodloga del ADN monocatenario. El espacio res-
tante es llenado entonces con ADN polimerasa I (fragmento de Klenow) y el constructo es ligado usando T4 ligasa.
Un ejemplo especifico de este método estd descrito en Morinaga et al. (1984). US 4.760.025 revela la introduccién
de oligonucleétidos que codifican mutaciones multiples realizando alteraciones menores del casete. No obstante, una
variedad de mutaciones incluso mayor puede ser introducida en cualquier momento mediante el método de Morinaga,
ya que puede ser introducida una multitud de oligonucleétidos de diferentes longitudes.

Se describe otro método para introducir mutaciones en secuencias de ADN que codifiquen alfa-amilasas en Nelson
and Long (1989). Ello implica la generacién en 3 fases de un fragmento de PCR que contenga la mutacién deseada, la
cual se introduce usando una cadena de ADN sintetizada quimicamente como uno de los cebadores en las reacciones
PCR. Del fragmento generado de PCR, un fragmento de ADN portador de la mutacién puede ser aislado mediante
ruptura con endonucleasas de restriccion y reinsertado en un pldsmido de expresion.

Meétodos alternativos para suministrar variantes de alfa-amilasa

Meétodos alternativos para suministrar variantes de la invencién incluyen el método de redistribucion de genes
conocido en la técnica, incluyendo los métodos, p. €j., descritos en WO 95/22625 (de Affymax Technologies N.V.) y
WO 96/00343 (de Novo Nordisk NS).

Expresion de variantes de alfa-amilasa

Segtn la invencién, una secuencia de ADN que codifica la variante producida mediante métodos anteriormente
descritos, o mediante cualquier método alternativo conocido en la técnica, puede ser expresada, en forma de enzima,
usando un vector de expresion, el cual normalmente incluye secuencias de control que codifican un promotor, operador,
centro de unién de ribosomas, sefial de iniciacién de traduccidn, y, opcionalmente, un gen represor o varios genes
activadores.

El vector de expresidon recombinante portador de la secuencia de ADN que codifica una variante de alfa-amilasa de
la invencién puede ser cualquier vector que pueda ser expuesto convenientemente a procedimientos de ADN recombi-
nantes, y la eleccién del vector dependera frecuentemente de la célula huésped en la que éste se vaya a introducir. Asi,
el vector puede ser un vector de replicacion autébnoma, es decir, un vector que exista como una entidad extracromosé-
mica, la replicacién del cual sea independiente de replicaciones cromosémicas, p. €j., un plasmido, un bacteriéfago o
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un elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. De forma alternativa, el vector puede
ser tal que, al ser introducido en una célula huésped, sea integrado en el genoma de la célula huésped y replicado junto
con el (los) cromosoma(s) en el que ha sido integrado.

En el vector, la secuencia de ADN deberia estar operativamente conectada a una secuencia promotora adecuada.
El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre actividad transcripcional en la célula huésped de
eleccion y que pueda ser derivada de genes que codifiquen proteinas, ya sean homdlogas o heterélogas a la célula
huésped. Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de la secuencia de ADN que codifica una
variante de alfa-amilasa de la invencidn, especialmente en un huésped bacteriano, son el promotor del operén lac
de E. coli, los promotores dagA de los genes de agarasa de Streptomyces coelicolor, los promotores de los genes
de alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), los promotores de los genes de amilasa maltogénica de Bacillus
stearothermophilus (amyM), los promotores de la alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), los promotores
de los genes xylA y xylB de Bacillus subtilis, etc. Para la transcripciéon en un huésped fingico son ejemplos de
promotores ttiles aquellos derivados del gen que codifica la amilasa TAKA de A. oryzae, la proteinasa aspartica de
Rhizomucor miehei, la alfa-amilasa neutra de A. niger, la alfa-amilasa estable en 4cido de A. niger, la glucoamilasa de
A. niger, la lipasa de Rhizomucor miehei, la proteasa alcalina de A. oryzae, la Triosafosfato isomerasa de A. oryzae o
la acetamidasa de A. nidulans.

El vector de expresion de la invencion también puede comprender un terminador de transcripcién adecuado y, en
eucariotas, secuencias de poliadenilacién operativamente conectadas a la secuencia de ADN que codifica la variante de
alfa-amilasa de la invencion. La terminacién y las secuencias de poliadenilacién pueden derivar de manera adecuada
de las mismas fuentes que el promotor.

El vector puede comprender ademds una secuencia de ADN que permita replicar el vector en la célula huésped en
cuestion. Ejemplos de secuencias de este tipo son los origenes de la replicacion de los plasmidos pUC19; pACiC177;
pUB110; pE194; pAMB1 y p0J702.

El vector puede comprender también un marcador seleccionable, p. ej. un gen cuyo producto complemente un
defecto en la célula huésped, tal como el gen dal de B. subtilis o B. licheniformis, o uno que confiera resistencia
antibidtica a p. ej. la ampicilina, la canamicina, el cloranfenicol o la tetraciclina. Ademas, el vector puede comprender
marcadores de seleccién de Aspergillus tales como amdS, argB, niaD y sC o un marcador que origine resistencia a la
higromicina; o se puede realizar la seleccion por cotransformacién, p. €j., como se describe en WO 91/17243.

A pesar de que la expresion intracelular puede ser ventajosa en algunos aspectos, p. €j., cuando se usan bacterias
determinadas como células huéspedes, se prefiere generalmente que la expresion sea extracelular. En general, las alfa-
amilasas de Bacillus mencionadas aqui comprenden una preregion que permite la secrecion en el medio de cultivo de
la proteasa expresada. Si se desea, esta preregion puede sustituirse por una preregion diferente o secuencia de sefial,
convenientemente realizada mediante sustitucion de las secuencias de ADN que codifican las respectivas preregiones.

Los procedimientos usados para enlazar el constructo de ADN de la invencién que codifica una variante de alfa-
amilasa, el promotor, terminador y otros elementos, respectivamente, y para insertarlos en vectores adecuados que
contengan la informacién necesaria para la replicacién son bien conocidos por los expertos en la técnica (cf., por
ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989).

La célula de la invencion, ya comprenda un constructo de ADN o un vector de expresion de la invencién tal
como se ha definido anteriormente, se usa ventajosamente como célula huésped en la produccién recombinante de una
variante de alfa-amilasa de la invencion. La célula puede ser transformada con el constructo de ADN de la invencién
que codifica la variante, integrando convenientemente el constructo de ADN (en una o mds copias) en el cromosoma
huésped. Esta integracion estd considerada generalmente como una ventaja en tanto en cuanto la secuencia de ADN
tiene mds posibilidades de mantenerse estable en la célula. La integracion de los constructos de ADN en el cromosoma
huésped puede realizarse seglin métodos convencionales, p. ej., mediante recombinacién homoéloga o heteréloga. De
forma alternativa, la célula puede ser transformada con un vector de expresién como se ha descrito anteriormente en
relacion con los diferentes tipos de células huéspedes.

La célula de la invencion puede ser una célula de un organismo superior tal como un mamifero o un insecto, pero
preferiblemente es una célula microbiana, p. €j., una célula bacteriana o fiingica (incluyendo la levadura).

Son ejemplos de bacterias adecuadas las bacterias Gram positivas tales como Bacillus subtilis, Bacillus lichenifor-
mis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, o Streptomyces
lividans o Streptomyces murinus, o las bacterias Gram negativas tales como E. coli. La transformacion de las bacterias
puede, por ejemplo, ser efectuada por transformacion de protoplasto o usando células competentes de manera conocida
per se.

El organismo de levadura se puede seleccionar favorablemente de una especie de Saccharomyces o Schizosaccha-
romyces, p. €j., de Saccharomyces cerevisiae. El hongo filamentoso puede pertenecer ventajosamente a una especie de
Aspergillus, p. €j., Aspergillus oryzae o Aspergillus niger. Las células micdticas pueden ser transformadas mediante
un proceso que implica la formacién de protoplastos y la transformacion de los protoplastos seguida de la regenera-
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cion de la pared celular de forma conocida per se. Un procedimiento adecuado para transformar células huéspedes de
Aspergillus esta descrita en EP 238 023.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un método para producir una variante de alfa-amilasa de la
invencion, el cual implica cultivar una célula huésped como se ha descrito anteriormente, bajo condiciones propicias
para la produccién de la variante, y recuperar la misma a partir de las células y/o el medio de cultivo.

El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para que crezca la célula
huésped en cuestidon y para obtener la expresion de la variante de alfa-amilasa de la invencién.

Medios adecuados se pueden conseguir a través de proveedores comerciales, o se pueden preparar segin recetas
publicadas (p. ej., como se describe en los catdlogos de la American Type Culture Collection).

La variante de alfa-amilasa segregada por las células huéspedes puede recuperarse convenientemente a partir del
medio de cultivo mediante procedimientos bien conocidos, que incluyen separar las células del medio por centrifugado
o filtracidn, y precipitar componentes proteinicos del medio utilizando una sal tal como sulfato de amonio, seguido
de procedimientos cromatogréficos tales como la cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de afinidad, o
similar.

Secuencias de dcidos nucleicos

La presente invencion también se refiere a secuencias de 4cidos nucleicos aisladas, las cuales codifican un polipép-
tido de la presente invencién. En una forma de realizacién preferida, la secuencia de acidos nucléicos estd establecida
en la SEC ID No: 1. En otra forma de realizaciéon mas preferida, la secuencia de 4cidos nucléicos es la secuencia
contenida en el plasmido pLIH1300 (AAI 6) o el plasmido LiH1298 (AAI 10), respectivamente, que estd contenida
en la DSM12763 de Escherichia coli y en la DSM 12762 de Escherichia coli, respectivamente. En otra forma de
realizacion preferida, la secuencia de dcidos nucléicos es la regién de codificacion de los polipéptidos maduros de la
SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3. La presente invencion también abarca secuencias de dcidos nucleicos que codifican
un polipéptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4, las cuales difieren de la SEC
ID No: 1 ola SEC ID No: 3 en virtud de la degeneracién del c6digo genético. La presente invencion también se refiere
a subsecuencias de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3 que codifican fragmentos de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No:
4, respectivamente, con actividad a-amilasa.

Las subsecuencias de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3 son secuencias de acidos nucleicos contenidas en la SEC
ID No: 1 ola SEC ID No: 3 excepto que el o los nucleétidos de los extremos 5’ y/o 3’ han sido delecionados.

La presente invencion también se refiere a secuencias de dcidos nucleicos mutantes que comprenden al menos una
mutacién en la secuencia de codificacion del polipéptido maduro de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3, en las cuales
la secuencia de 4cidos nucléicos mutante codifica un polipéptido que consiste en los aminodcidos del 1 al 485 de la
SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4.

Las técnicas usadas para aislar o clonar una secuencia de dcidos nucléicos que codifica un polipéptido son co-
nocidas en la materia e incluyen el aislamiento a partir de ADN gendémico, la preparacién a partir de ADNc, o una
combinacién de los mismos. La clonacién de las secuencias de dcidos nucleicos de la presente invencién a partir de
dicho ADN genémico puede efectuarse, p. €j., usando la bien conocida reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
o el cribado de anticuerpos de librerias de expresion para detectar fragmentos de ADN clonados con caracteristicas
estructurales compartidas. Véase, p. €j., Innis et al., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic
Press, New York. Se pueden usar otros procedimientos de amplificacién de dcidos nucleicos tales como la reaccién
en cadena de la ligasa (LCR), la transcripcion activada ligada (LAT) y la amplificacién basada en una secuencia de
acidos nucleicos (NASBA). La secuencia de acidos nucléicos puede ser clonada a partir de una cepa de Bacillus, u
otro organismo u organismo emparentado y de este modo, por ejemplo, puede ser una variante alélica o de especie del
polipéptido que codifica una regién de la secuencia de 4cidos nucléicos.

El término “secuencia de dcidos nucleicos aislada” como se utiliza en este caso se refiere a una secuencia de
acidos nucleicos que estd esencialmente libre de otras secuencias de dcidos nucleicos, p. ej., que tiene al menos apro-
ximadamente un 20% de pureza, preferiblemente al menos aproximadamente un 40% de pureza, mds preferiblemente
al menos aproximadamente un 60% de pureza, incluso mds preferiblemente al menos aproximadamente un 80% de
pureza, y de la forma mds preferible al menos aproximadamente un 90% de pureza como se ha determinado por
electroforesis de agarosa. Por ejemplo, una secuencia de dcidos nucléicos aislada puede obtenerse mediante procedi-
mientos de clonacién estdndares usados en la ingenieria genética para recolocar la secuencia de dcidos nucleicos desde
su ubicacién natural a un sitio diferente, donde ésta se reproducird. Los procedimientos de clonacién pueden implicar
la escision y el aislamiento de un fragmento de 4cido nucleico deseado que comprenda la secuencia de dcidos nuclei-
cos que codifica el polipéptido, la insercién del fragmento en una molécula de vector, y la incorporacién del vector
recombinante en una célula huésped, donde se replicardn copias multiples o clones de la secuencia de dcidos nuclei-
cos. La secuencia de 4cidos nucleicos puede ser de origen genémico, de ADNc, de ARN, semisintético, sintético, o de
cualquier combinacién de los mismos.
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Constructos de Acidos Nucleicos

La presente invencién también se refiere a constructos de dcidos nucleicos que comprenden una secuencia de
acidos nucleicos de la presente invencion, operativamente enlazada a una o mds secuencias de control, la cual dirige la
expresion de la secuencia codificante en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las secuencias
de control. Se entendera que la expresion incluye cualquier fase implicada en la produccién del polipéptido incluyendo,
pero no limitdndose a la transcripcién, modificacién postranscripcional, traduccién, modificacién postraduccional, y
secrecion.

Un “constructo de acidos nucleicos” se define aqui como una molécula de dcido nucleico, ya sea mono o bi-
catenaria, que es aislada de un gen de origen natural o que ha sido modificada para contener segmentos de acidos
nucleicos, los cuales se combinan y superponen de modo que, de no ser asi, no existirian en la naturaleza. El término
constructo de dcidos nucleicos es sinénimo al término casete de expresion cuando el constructo de dcidos nucléi-
cos contiene todas las secuencias de control requeridas para la expresién de una secuencia codificante de la presente
invencion. El término “secuencia codificante” se define aqui como una parte de una secuencia de 4dcidos nucleicos,
que especifica directamente la secuencia de aminodcidos de su producto proteinico. Los limites de la secuencia co-
dificante estdn generalmente determinados por un centro de unién de ribosoma (procariotas) o por el codén de ini-
ciacién ATG (eucariotas), localizado justo encima del marco de lectura abierta en el extremo 5° del ARNm, y una
secuencia del terminador de la transcripcion localizado justo debajo del marco de lectura abierta en el extremo 3’ del
ARNm. Una secuencia codificante puede incluir, pero no se limita a ADN, ADNCc, y secuencias de dcidos nucleicos
recombinantes.

Una secuencia de dcidos nucleicos aislada que codifica un polipéptido de la presente invencién puede ser mani-
pulada de varias maneras para proporcionar la expresion del polipéptido. La manipulacién de la secuencia de dcidos
nucléicos antes de su insercién en un vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresion. Las
técnicas para modificar secuencias de dcidos nucleicos utilizando técnicas de ADN recombinante son bien conocidas
en la materia.

El término “secuencias de control”, segtin se define aqui, incluye todos los componentes que son necesarios o
ventajosos para la expresion de un polipéptido de la presente invencién. Cada secuencia de control puede ser nativa o
extrafia para la secuencia de 4cidos nucleicos que codifica el polipéptido. Este tipo de secuencias de control incluyen,
pero no se limitan a una secuencia lider, una secuencia de poliadenilacion, una secuencia de propéptidos, un promo-
tor, una secuencia de péptidos sefial, y un terminador de la transcripcién. Como minimo, las secuencias de control
incluyen un promotor, y sefiales de parada transcripcionales y traduccionales. Las secuencias de control pueden es-
tar provistas de enlaces con el propésito de introducir sitios de restriccion especificos que faciliten la ligadura de las
secuencias de control con la regién codificante de la secuencia de acidos nucléicos que codifica un polipéptido. El
término “operativamente enlazado” se define aqui como una configuracién en la cual una secuencia de control estd
colocada apropiadamente en una posicion relativa a la secuencia codificante de la secuencia de ADN de manera que
la secuencia de control dirije la expresion de un polipéptido.

Secuencia promotora

La secuencia de control puede ser una secuencia promotora apropiada, una secuencia de dcidos nucléicos recono-
cida por una célula huésped para la expresion de la secuencia de 4cidos nucleicos. La secuencia promotora contiene
secuencias de control transcripcionales, las cuales median la expresion del polipéptido. El promotor puede ser cual-
quier secuencia de 4cidos nucleicos que muestre actividad transcripcional en la célula huésped de eleccion incluyendo
los promotores mutantes, truncados, e hibridos, y puede obtenerse a partir de genes que codifican polipéptidos extra-
celulares o intracelulares, ya sean homdlogos o heter6logos a la célula huésped.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de dcidos nucleicos de la pre-
sente invencidn, especialmente en una célula huésped bacteriana, son los promotores obtenidos del operén lac de E.
coli, genes de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), genes de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), genes de
alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), genes de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM),
genes de alfa-amilasa de Baccillus amyloliquefaciens (amyQ), genes de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP),
los genes xylA y xylB de Bacillus subtilis, y genes procariotas de beta-lactamasa (Villa-Kamaroff et al., 1978, Procee-
dings of the National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731), al igual que el promotor tac (DeBoer et al., 1983,
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80: 21-25). Se describen otros promotores en ‘“Useful proteins
from recombinant bacteria” en Scientific American, 1980, 242: 74-94; yen Sambrook et al., 1989, supra.

Secuencia del Terminador
La secuencia de control puede ser también una secuencia adecuada del terminador de la transcripcién, una secuen-
cia reconocida por una célula huésped para terminar la transcripcion. La secuencia del terminador estd operativamente

enlazada al término 3’ de la secuencia de 4cidos nucleicos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que sea
funcional en la célula huésped de eleccion puede usarse en la presente invencion.
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Péptido serial

La secuencia de control también puede ser una regién de codificacién de péptido sefial que codifique una secuen-
cia de aminodcidos enlazada al amino-término de un polipéptido y dirija el polipéptido codificado dentro de la via
secretora de la célula. El extremo 5’ de la secuencia codificante de la secuencia de dcidos nucléicos puede contener
de forma intrinseca una regién de codificacion de péptido sefial naturalmente enlazada con el segmento de la regién
de codificacion que codifica el polipéptido segregado en el marco de lectura de la traduccién. De forma alternativa,
el extremo 5’ de la secuencia codificante puede contener una regién de codificacion del péptido sefial extrafa para la
secuencia codificante. La regién de codificacion extrafia del péptido sefial puede ser requerida alli donde la secuencia
codificante no contenga de forma natural una regién de codificacién del péptido sefial. De forma alternativa, la regién
de codificacion extrafa del péptido sefial puede tan s6lo reemplazar la region codificante natural del péptido sefial con
el fin de aumentar la secrecién del polipéptido. No obstante, en la presente invencién puede usarse cualquier regién de
codificacion del péptido sefial que dirija el polipéptido expresado dentro de la via secretora de una célula huésped de
eleccion.

Regiones de codificacion efectivas del péptido sefial para células huéspedes bacterianas son las regiones de codifi-
cacion del péptido sefial obtenidas a partir de los genes para la amilasa maltogénica NCIB 11837 de Bacillus, la alfa-
amilasa de Bacillus stearothermophilus, la subtilisina de Bacillus licheniformis, 1a beta-lactamasa de Bacillus licheni-
formis, las proteasas neutrales Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM), y el prsA de Bacillus subtilis. Otros
péptidos sefial estdn descritos en Simonen and Palva, 1993, Microbiological Reviews 57: 109-137.

Sistema regulador

También puede ser deseable afadir secuencias reguladoras que permitan la regulacién de la expresion del poli-
péptido relativa al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que causan la
expresion del gen para conectarse o desconectarse en respuesta a un estimulo quimico o fisico, incluyendo la presen-
cia de un compuesto regulador. Sistemas reguladores en sistemas procariéticos incluyen los sistemas operadores lac,
tac, y trp. En levadura se pueden usar el sistema ADH?2 o el sistema GAL1. En hongos filamentosos se pueden usar el
promotor de alfa-amilasa TAKA, el promotor de glucoamilasa de Aspergillus Niger, y el promotor de glucoamilasa de
Aspergillus otyzae como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias reguladoras son aquellas que permiten
la amplificacién génica. En sistemas eucariéticos, éstas incluyen el gen de dihidrofolato-reductasa, el cual se amplifica
en presencia de metotrexato, y los genes de metalotioneina, los cuales se amplifican con metales pesados. En estos
casos, la secuencia de 4cidos nucleicos que codifica el polipéptido estaria operativamente enlazada a la secuencia
reguladora.

Vectores de expresion

La presente invencion también se refiere a vectores de expresion recombinantes que comprenden una secuencia de
acidos nucleicos de la presente invencion, un promotor, y sefiales de parada transcripcionales y traduccionales. Las
diferentes secuencias de dcidos nucleicos y de control anteriormente descritas se pueden unir para producir un vector
de expresion recombinante, el cual a su vez puede incluir uno o mds sitios de restriccién convenientes para permitir
la insercién o sustitucién de la secuencia de dcidos nucleicos que codifica el polipéptido en tales sitios. De forma
alternativa, la secuencia de 4cidos nucleicos de la presente invencion se puede expresar insertando la secuencia de
acidos nucleicos o un constructo de 4cidos nucleicos que comprenda la secuencia dentro de un vector apropiado para
la expresion. En la creacion del vector de expresion, la secuencia codificante estd localizada en el vector de tal manera
que la secuencia codificante esté operativamente enlazada a las secuencias de control apropiadas para la expresion.

El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (p. €j., un pladsmido o virus) que se pueda someter
de forma conveniente a procedimientos de ADN recombinantes y pueda provocar la expresion de la secuencia de
acidos nucleicos. La eleccion del vector dependerd normalmente de la compatibilidad del vector con la célula huésped
en la que se vaya a introducir el vector. Los vectores pueden ser pldsmidos circulares lineales o cerrados.

El vector puede ser un vector de replicacién auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracro-
mosémica, la replicacion de la cual es independiente de la replicacién cromosdmica, p. €j., un plasmido, un elemento
extracromosémico, un minicromosoma, o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier clase de me-
dios para asegurar la autorreplicacién. De forma alternativa, el vector puede ser uno que, al introducirse en la célula
huésped, se integre dentro el genoma y se replique junto con el cromosoma(s) en el cual éste se ha integrado. Ademas,
se puede usar un vector inico o plasmido o dos o mds vectores o pldsmidos, los cuales contienen en conjunto el ADN
total que se va a introducir en el genoma de la célula huésped; o un transposon.

Los vectores de la presente invencién contienen preferiblemente uno o mas marcadores seleccionables que per-
miten una facil seleccién de células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto proporciona
resistencia a los biocidas o a los virus, resistencia a los metales pesados, prototrofia para auxdtrofos, y similares.
Ejemplos de marcadores bacterianos seleccionables son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis, o
marcadores, los cuales confieren resistencia antibidtica tal como resistencia a la ampicilina, la canamicina, el cloran-
fenicol o la tetraciclina. Marcadores adecuados para células huéspedes de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LiS2,
MET3, TRPI1, y URA3. Un marcador seleccionable para el uso en una célula huésped filamentosa fungica se pue-
de seleccionar del grupo que incluye, pero no se limita a amdS (acetamidasa), argB (ornitina-carbamoiltransferasa),
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bar (fosfonitricina acetiltransferasa), hygB (higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato-reductasa), pyrG (orotidina-
5’-fosfato-descarboxilasa), sC (sulfato adenil transferasa), trpC (antranilato sintasa), asi como equivalentes de los
mismos. Son preferidos para el uso en una célula de Aspergillus los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o
Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces higroscopicus.

Los vectores de la presente invencion contienen preferiblemente un(os) elemento(s) que permite(n) la integracion
estable del vector en el genoma de la célula huésped o la replicacion auténoma del vector en la célula independiente-
mente del genoma de la célula.

Para su integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede depender de la secuencia de 4cidos nucleicos
que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para la integracion estable del vector en el genoma
mediante recombinacién homéloga o no homéloga. De forma alternativa, el vector puede contener secuencias de
dcidos nucleicos adicionales para dirigir la integracién mediante recombinacién homéloga en el genoma de la célula
huésped. Las secuencias de dcidos nucleicos adicionales permiten que el vector sea integrado en el genoma de la célula
huésped en una(s) ubicacion(es) precisa(s) en el (los) cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integracién
en una ubicacién precisa, los elementos integracionales deberian contener preferiblemente un nimero suficiente de
dcidos nucleicos, tal como uno entre 100 y 1.500 pares de bases, preferiblemente entre 400 y 1.500 pares de bases, y
de la forma mads preferible entre 800 y 1.500 pares de bases, que sean altamente homélogos a la secuencia objetivo
correspondiente para aumentar la probabilidad de recombinacién homdloga. Los elementos integracionales pueden
ser cualquier secuencia que sea homdloga a la secuencia objetivo en el genoma de la célula huésped. Ademas, los
elementos integracionales pueden ser secuencias de dcidos nucleicos no codificantes o codificantes. En cambio, el
vector puede integrarse en el genoma de la célula huésped mediante recombinacién no homologa.

Para la replicacién auténoma, el vector puede comprender ademds un origen de replicacién que permita al vector
replicarse de manera auténoma en la célula huésped en cuestién. Ejemplos de origenes bacterianos de replicacion son
los origenes de replicacion de los plasmidos pBR322; pUC19; pACYC177, y pACYC184 que permiten la replicacién
en E. coli, y pUB110; pE194; pTA1060, y pAM{S1 que permiten la replicacién en Bacillus. Ejemplos de origenes
de replicacion para su uso en una célula huésped de levadura son el origen de replicacion de 2 micras, ARS1, ARS4,
la combinacién de ARS1 y CEN3, y la combinacién de ARS4 y CENE. El origen de replicaciéon puede tener una
mutacién que haga su funcién termosensible en la célula huésped (véase, p. ej., Ehrlich, 1978, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 75: 1433).

Se puede insertar mds de una copia de una secuencia de dcidos nucleicos de la presente invencion en la célula
huésped para aumentar la produccién del producto genético. Se puede obtener un aumento en el nimero de copias de
la secuencia de dcidos nucléicos integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula
huésped o incluyendo un gen marcador seleccionable amplificable junto con la secuencia de 4cidos nucleicos donde
las células que contienen copias amplificadas del gen marcador seleccionable, y de ese modo las copias adicionales
de la secuencia de acidos nucléicos, pueden seleccionarse mediante el cultivo de las células en presencia del agente
seleccionable apropiado.

Los procedimientos utilizados para enlazar los elementos descritos anteriormente con el objetivo de construir los
vectores de expresion recombinantes de la presente invencién son bien conocidos por el experto en la materia (véase,
p. €j., Sambrook et al., 1989, supra).

Células huéspedes

La presente invencion también se refiere a células huéspedes recombinantes que comprenden una secuencia de
dcidos nucléicos de la invencion, las cuales se usan ventajosamente en la produccién recombinante de los polipéptidos.
Un vector que comprende una secuencia de dcidos nucléicos de la presente invencion se introduce en una célula
huésped de tal manera que el vector es mantenido como integrante cromosémico 0 como vector extracromosémico
que se replica a si mismo como se ha descrito anteriormente.

El término “célula huésped” abarca cualquier descendiente de una célula parental que no sea idéntica a la célula
parental debido a mutaciones que ocurren durante la replicacién. La eleccién de una célula huésped dependerd en gran
parte del gen que codifica el polipéptido y su fuente.

La célula huésped puede ser un mocroorganismo unicelular, p. ej., un procariota; 0 un microorganismo no unice-
lular, p. €j., un eucariota.

Son células unicelulares titiles las células bacterianas tales como las bacterias gram positivas incluyendo, pero no
limitdndose a la célula de Bacillus, p. €j., de Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Ba-
cillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, y Bacillus turingiensis; o una célula de Streptomyces, p.
ej., de Streptomyces lividans o Streptomyces murinus, o bacterias gram negativas tales como E. coli 'y Pseudomonas
sp. En una forma de realizacion preferida, la célula huésped bacteriana es una célula de Bacillus lentus, Bacillus liche-
niformis, Bacillus stearothermophilus o Bacillus subtilis. En otra forma de realizacién preferida, la célula de Bacillus
es un Bacillus alcalofilico.
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La introduccién de un vector en una célula huésped bacteriana puede, por ejemplo, efectuarse mediante transforma-
cién de protoplasto (véase, p. €j., Chang and Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115), usando células
competentes (véase, p. €j., Young and Spizizin, 1961, Journal of Bacteriology 81: 823-829; o Dubnau and Davidoff-
Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221), electroporacién (véase, p. €j., Shigekawa and Dower,
1988, Biotechniques 6: 742-751), o conjugacion (véase, p. €j., Koehler and Thorne, 1987, Journal of Bacteriology
169: 5771-5278).

Meétodos de Produccion

La presente invencién también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencién que
comprenden (a) cultivar una cepa que sea capaz en su forma salvaje de producir el polipéptido para producir un
sobrenadante que comprenda el polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido. Preferiblemente, la cepa es del género
Bacillus sp.

La presente invencién también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencion que
comprenden (a) cultivar una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccién del polipéptido; y (b)
recuperar el polipéptido.

La presente invencién también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencién que
comprenden (a) cultivar una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccién del polipéptido, en las
cuales la célula huésped comprende una secuencia de 4cidos nucléicos mutante con al menos una mutacién en la
regién de codificacion del polipéptido maduro de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3, donde la secuencia de dcidos
nucleicos mutante codifica un polipéptido consistente en los aminoécidos del 1 al 485 de la SEC ID No: 2 o la SEC
ID No: 4, y (b) recuperar el polipéptido.

Composiciones

En otro aspecto ulterior, la presente invencion se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido de la
presente invencion. Preferiblemente, las composiciones estdn enriquecidas con un polipéptido de la presente inven-
cion. En el contexto presente, el término “enriquecido” indica que la actividad @-amilasa de la composicién ha sido
aumentada, p. €j., con un factor enriquecedor de 1.1.

La composicién puede comprender un polipéptido de la invencién como componente enzimatico mas importante,
p. €j., una composicién monocomponente. De forma alternativa, la composicién puede comprender actividades en-
zimaticas multiples, tales como una aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, celulasa, qui-
tinasa, cutinasa, ciclodextrina glicosiltransferasa, desoxiribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa,
glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa, oxidasa, en-
zima pectinolitica, peptidoglutaminasa, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima proteolitica, ribonucleasa, trans-
glutaminasa, o xilanasa. La(s) enzima(s) adicional(es) puede(n) ser producible(s) mediante un microorganismo que
pertenezca al género Aspergillus, preferiblemente al Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus niger, o
Aspergillus oryzae, o al Trichoderma, Humicola, preferiblemente al Humicola insolens, o al Fusarium, preferiblemente
al Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum,
Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusa-
rium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sulphureum, Fusarium toruloseum, Fusarium
tnchothecioides, o Fusarium venenatum.

Las composiciones de polipéptidos pueden prepararse conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden
estar en forma liquida o de composicién seca. Por ejemplo, la composicién de polipéptidos puede estar en forma
granulada o microgranulada. El polipéptido que se va a incluir en la composicién puede estabilizarse conforme a
métodos conocidos en la técnica.

A continuacion se dan ejemplos de usos preferidos de las composiciones de polipéptidos de la invencion. La dosi-
ficacién de la composicién de polipéptidos de la invencién y otras condiciones bajo las cuales se usa la composicién
se pueden determinar en base a métodos conocidos en la técnica.

Aplicaciones industriales

Debido a su actividad a valores de pH alcalinos, las a-amilasas de la invencién son adecuadas para su uso en
diversos procesos industriales, en particular la enzima encuentra aplicaciones potenciales como componentes en de-
tergentes, p. €j., composiciones detergentes para lavanderia, lavado de la vajilla y limpieza de superficies duras, pero
también puede ser util para el desencolado de tejidos, telas y prendas, hacer o elaborar cerveza, en la produccién de
pasta y papel, y también en la produccion de edulcorantes y etanol, tales como etanol combustible, industrial y bebible,
a partir de almidén o granos enteros.

Conversion de Almidon
Se describen procesos convencionales de conversion de almidon, tales como los procesos de licuefaccion y sacari-

ficacidn, en, p. €j., la patente US N°. 3.912.590 y las publicaciones de patentes EP Nos. 252.730y 63.909, incorporadas
aqui como referencia.
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Produccion de Pasta y Papel

Las a-amilasas alcalinas de la invencién también pueden utilizarse en la produccién de materiales lignoceluldsicos,
tales como pasta, papel y cartén, a partir de papel residual reforzado con almidén y cartén, especialmente cuando se
produzca la reduccion a pasta a pH superior a 7 y donde las amilasas puedan facilitar la desintegracion del material
de desecho mediante la degradacién del almidén de refuerzo. Las a-amilasas de la invencién son especialmente ttiles
en un proceso para producir una pasta de papel a partir de papel impreso revestido de almidén. El proceso se puede
realizar como se describe en WO 95/14807, comprendiendo las fases siguientes:

a) desintegracion del papel para producir una pasta,
b) tratamiento con una enzima degradante de almidén antes, durante o después de la fase a), y
c) separacion de las particulas de tinta de la pasta después de las fases a) y b).

Las @-amilasas de la invencién también pueden ser muy ttiles a la hora de modificar almidén donde el almidén
modificado enzimdticamente se usa en la fabricacién de papel junto con productos de relleno alcalinos tales como
carbonato célcico, caolin y arcillas. Con las a-amilasas alcalinas de la invencién se hace posible modificar el almidén
en presencia del relleno permitiendo asi un proceso integrado mds simple.

Desencolado de Tejidos, Telas, y Prendas

Las a-amilasas de la invencidon también pueden ser muy utiles en el desencolado textil. En la industria del trata-
miento textil, las @-amilasas son utilizadas generalmente como auxiliares en el proceso de desencolado para facilitar la
eliminacién del encolado con contenido de almidén, el cual ha servido como revestimiento protector en hilos de trama
durante el entretejido. La eliminacién completa de la cola de revestimiento después del entretejido es importante para
asegurar resultados Optimos en los procesos posteriores, en los cuales la tela se lava, blanquea vy tifie. Se prefiere la
descomposicion de almidén enzimadtico porque ésta no implica efecto nocivo alguno en la materia fibrosa. Con el fin
de reducir el coste del tratamiento y aumentar el rendimiento del triturador, el tratamiento de desencolado se combina
a veces con las fases de lavado y blanqueamiento. En estos casos, los auxiliares no enzimaticos tales como agentes
alcalinos u oxidantes se utilizan normalmente para descomponer el almidén, ya que las alfa-amilasas tradicionales no
son muy compatibles con niveles altos de pH y agentes blanqueadores. La descomposicién no enzimatica del encolado
con contenido de almiddén conlleva algtin dafio en la fibra debido a los productos quimicos mds bien agresivos que se
usan. Por consiguiente, seria deseable usar las alfa-amilasas de la invencién por su rendimiento mejorado en solucio-
nes alcalinas. Las alfa-amilasas pueden ser usadas solas o en combinacidén con una celulasa a la hora de desencolar
tela o tejidos con contenido de celulosa.

Los procesos de desencolado y blanqueamiento son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, tales procesos estan
descritos en WO 95/21247, en la patente US 4.643.736, y en EP 119.920 incorporadas aqui como referencia.

Los productos para el desencolado disponibles a nivel comercial incluyen Aquazyme® Ultra de Novo Nordisk NS.
Elaboracion de Cerveza

Las a-amilasas de la invencién también pueden ser muy ttiles en un proceso de elaboracién de cerveza; las a-
amilasas normalmente se afiadirdn durante el proceso de maceracion.

Composiciones detergentes
La enzima de la invencidn puede afiadirse convirtiéndose asi en un componente de una composicion detergente.

La composicién detergente de la invencion puede formularse por ejemplo como una composicidn detergente para
lavar a mano o en una maquina de lavanderia que incluye una composicioén de aditivos para lavanderia adecuada para
el pretratamiento de tejidos manchados y una composicién suavizante afiadida para el lavado de tejidos, o formularse
como una composicién detergente para uso doméstico en operaciones de limpieza de superficies duras, o formularse
para operaciones de lavado de la vajilla, a mano o a maquina.

En un aspecto especifico, la invencién proporciona un aditivo detergente que comprende la enzima de la invencién.
El aditivo detergente, al igual que la composicién detergente, puede comprender otra u otras enzimas tales como
una proteasa, lipasa, cutinasa, amilasa, carbohidrasa, celulasa, pectinasa, mananasa, arabinasa, galactanasa, xilanasa,
oxidasa, p. €j., lacasa, y/o peroxidasa.

En general, las propiedades de la(s) enzima(s) elegida(s) deberian ser compatibles con el detergente seleccionado,
(es decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros ingredientes enzimdticos y no enzimaticos, etc.), y la(s) enzima(s)
deberia(n) presentarse en cantidades eficaces. Proteasas: las proteasas adecuadas incluyen las de origen animal, vegetal
o microbiano. Se prefieren las de origen microbiano. Se incluyen mutantes modificados quimicamente o por ingenieria
proteica. La proteasa puede ser una serina proteasa o una metalo proteasa, preferiblemente una proteasa alcalina
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microbiana o una proteasa de tipo tripsina. Ejemplos de proteasas alcalinas son las subtilisinas, especialmente aquellas
derivadas de Bacillus, p. €j., la subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 y subtilisina 168
(descrita en WO 89/06279). Ejemplos de proteasas de tipo tripsina son la tripsina (p. ej. de origen porcino o bovino) y
la proteasa de Fusarium descrita en WO 89/06270 y WO 94/25583.

Son ejemplos de proteasas ttiles las variantes descritas en WO 92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116, y WO
98/34946, especialmente las variantes con sustituciones en una o mds de las siguientes posiciones: 27, 36, 57, 76, 87,
97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224, 235 y 274.

Entre las enzimas protedsicas preferidas disponibles a nivel comercial se incluyen Alcalase™, Savinase™,
Primase™, Duralase™, Esperase™, y Kannase™ (Novo Nordisk A/S), Maxatase™, Maxacal™, Maxapem™,
Properase™, Purafect™, Purafect OxP™, FN2™ | y FN3™ (Genencor International Inc.).

Lipasas: entre las lipasas adecuadas se incluyen aquellas de origen bacteriano o fingico. Se incluyen mutantes
modificados quimicamente o por ingenierfa protéica. Ejemplos de lipasas titiles incluyen las lipasas de Humicola
(sinénimo de Thermomyces), p. €j. de H. lanuginosa (7. lanuginosus) como se describe en EP 258 068 y EP 305
216 o de H. insolens como se describe en WO 96/13580, una lipasa de Pseudomonas, p. €j., de P. alcaligenes o P.
pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376), P. stutzeri (GB 1.372.034), P. fluorescens, la cepa SD 705
de Pseudomonas sp. (WO 95/06720 y WO 96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012), una lipasa de Bacillus, p.
ej. de B. subtilis (Dartois et al. (1993), Biochemica et Biophyisica Acta, 1131: 253-360), B. stearothermophilus (JP
64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422).

Otros ejemplos son variantes de lipasa tales como las descritas en WO 92/05249, WO 94/01541, EP 407 225, EP
260 105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO 97/04079
y WO 97/07202.

Entre las enzimas lipasa preferidas disponibles a nivel comercial se incluyen Lipolase™ y Lipolase Ultra™ (Novo
Nordisk A/S).

Amilasas: bajo las amilasas adecuadas (a y/o ) se incluyen las de origen bacteriano o fingico. Se incluyen mu-
tantes modificados quimicamente o por ingenieria protéica. Las amilasas incluyen, por ejemplo, a-amilasas obtenidas
a partir de Bacillus, p. €]. una cepa especial de B. licheniformis, descrita con mds detalle en GB 1.296.839.

Son ejemplos de amilasas ttiles las variantes descritas en WO 94/02597, WO 94/18314, WO 96/23873, y WO
97/43424, especialmente las variantes con sustituciones en una o mds de las siguientes posiciones: 15, 23, 105, 106,
124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264, 304, 305, 391, 408, y 444.

Son amilasas disponibles a nivel comercial Duramyl™, Termamyl}, Fungamyl™ y BAN™ (novo Nordisk A/S),
Rapidase™ y Purastar™ (de Genencor International Inc.).

Celulasas: entre las celulasas adecuadas se incluyen las de origen bacteriano o flngico. Se incluyen mutantes
modificados quimicamente o por ingenieria protéica. Entre las celulasas adecuadas se incluyen celulasas de los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, p. €j. las celulasas fungicas producidas a partir
de Humicola insolens, Myceliophthora thermophila y Fusarium oxysporum descritas en US 4.435.307, 5.648.263,
5.691.178, 5.776.757 y WO 89/09259.

Celulasas especialmente adecuadas son celulasas alcalinas o neutras que tienen beneficios en el cuidado del color.
Ejemplos de celulasas de este tipo son las celulasas descritas en EP 0 495 257, EP 0 531 372, WO 96/11262, WO
96/29397, WO 98/08940. Otros ejemplos son variantes de celulasa tal como las descritas en WO 94/07998, EP 0 531
315, 5,457,046, 5,686,593, 5,763,254, WO 95/24471, WO 98/12307 y PCT/DK98/00299.

Entre las celulasas disponibles a nivel comercial se incluyen Celluzime™, y Carezime™ (Novo Nordisk A/S),
Clazinase™, y Puradax HA™ (Genencor International Inc.), y KAC-500(B)™(Kao Corporation).

Peroxidasas/oxidasas: entre las peroxidasas/oxidasas adecuadas se incluyen las que provienen de plantas, bacterias
u hongos. Se incluyen mutantes modificados quimicamente o por ingenieria protéica. Ejemplos de peroxidasas ttiles
incluyen peroxidasas de Coprinus, p. ej. de C. cinereus, y variantes de las mismas como las que se describen en WO
93/24618, WO 95/10602, y WO 98/15257.

Entre las peroxidasas disponibles a nivel comercial se incluye Guardzime™ (Novo Nordisk A/S).

La(s) enzima(s) detergente(s) se puede(n) incluir en una composicion detergente afiadiendo aditivos independientes
que contengan una o mas enzimas, o afiadiendo un aditivo combinado que comprenda todas estas enzimas. Un aditivo
detergente de la invencion, es decir, un aditivo independiente o un aditivo combinado, puede formularse p. €j. como un
granulado, un liquido, una pasta, etc. Formulaciones de aditivos detergentes preferidas son las granuladas, en particular
las granuladas no pulverulentas; las liquidas, en particular liquidas estabilizadas, o las pastas.
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Los granulados no pulverulentos se pueden producir, p. €j., como se describe en US 4.106.991 y 4.661.452 y opcio-
nalmente se pueden revestir mediante métodos conocidos en la técnica. Son ejemplos de materiales de revestimiento
ceroso los productos de 6xido de poli(etileno) (polietilenoglicol, PEG) con pesos molares medios de 1000 a 20000; los
nonilfenoles etoxilados con entre 16 y 50 unidades de 6xido de etileno; los alcoholes etoxilados grasos en los cuales
el alcohol contiene de 12 a 20 4&tomos de carbono y en los cuales hay de 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; los
alcoholes grasos; los dcidos grasos; y los mono-, di- y triglicéridos de dcidos grasos. Se dan ejemplos de materiales de
revestimiento filmégenos adecuados para la aplicaciéon mediante técnicas de lecho fluidificado en GB 1483591. Las
preparaciones enzimadticas liquidas se pueden, por ejemplo, estabilizar afiadiendo un poliol tal como propilenoglicol,
azucar o alcohol de azicar, 4cido lactico o dcido bdrico segiin métodos establecidos. Se pueden preparar enzimas
protegidas segun el método descrito en EP 238.216.

La composicién detergente de la invencion puede tener cualquier forma conveniente, p. €j., de barra, pastilla, polvo,
granulo, pasta o liquido. Un detergente liquido puede ser acuoso, conteniendo normalmente hasta un 70% de agua y
un 0-30% de disolvente organico, o0 no acuoso.

La composicién detergente comprende uno o mds agentes tensioactivos, los cuales pueden ser no iénicos, inclusive
semipolares, y/o anidnicos y/o catidnicos y/o zwitteriénicos. Los agentes tensioactivos estdn presentes normalmente a
un nivel del 0.1% al 60% en peso.

Cuando se incluye en él, el detergente normalmente contendrd aproximadamente de un 1% a aproximadamente
un 40% de un tensioactivo anidénico tal como alquilbencenosulfonato lineal, alfa-olefinsulfonato, sulfato de alquilo
(sulfato de alcohol graso), etoxisulfato de alcohol, alcanosulfonato secundario, alfa-sulfo éster metilico de 4cido graso,
acido alquilo o alquenilsuccinico o jabén.

Cuando se incluye en €l, el detergente normalmente contendrd aproximadamente de un 0.2% a aproximadamente
un 40% de un tensioactivo no idnico tal como alcohol etoxilato, nonilfenol, etoxilato alquilpoliglicésido, 6xido de
alquildimetilamina, monoetanolamida de 4cido graso etoxilado, monoetanolamida de 4cido graso, amida de acido
graso alquilopolihidroxilado, o N-acilo N-alquilo derivados de glucosamina (“glucamidas™).

El detergente puede contener un 0-65% de un constructor de detergente o agente complejante tal como zeolita,
difosfato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, acido nitrilotriacético, acido etilenodiaminatetraacético, acido die-
tilenotriaminopentaacético, dcido alquilo o alquenilsuccinico, silicatos solubles o silicatos estratificados (p. ej. SKS-6
de Hoechst).

El detergente puede comprender uno o mas polimeros. Son ejemplos la carboximetilcelulosa, poli(vinilpirro-
lidona), poli(etilenglicol), (alcohol) poli(vinilico), (N-6xido de poli(vinilpiridina), poli(vinil imidazol), policarbo-
xilatos tales como poliacrilatos, copolimeros de dcido maléico/acrilico y copolimeros de lauril metacrilato/dcido
acrilico.

El detergente puede contener un sistema blanqueante, el cual puede comprender una fuente de H,O, tal como
perborato o percarbonato, la cual se puede combinar con un activador de blanqueamiento de peracido tal como tetraa-
cetiletilenodiamina o nonanoiloxibencenosulfonato. De forma alternativa, el sistema blanqueante puede comprender
peroxidcidos de tipo p. ej. amida, imida, o sulfona.

La enzima(s) de la composicién detergente de la invencién se puede estabilizar usando agentes convencionales
estabilizantes, p. ej., un poliol tal como propilenoglicol o glicerol, un azicar o alcohol de azicar, 4cido lactico, dcido
borico, o un derivado de 4cido bérico, p. €j., un éster de borato aromdtico, o un fenilo derivado de 4cido borénico tal
como 4cido bordnico de 4-formilfenilo, y la composicién puede formularse como se describe en, p. ej., WO 92/19709
y WO 92/19708.

El detergente puede contener también otros ingredientes de detergentes convencionales tales como, p. ej., acondi-
cionadores de tela, incluyendo arcillas, reforzadores de espuma, supresores de espuma, agentes anticorrosivos, agentes
de supension de suciedad, agentes de redisposicion antisuciedad, tintes, bactericidas, blanqueadores 6pticos, hidrotro-
pos, inhibidores de decoloracion, o perfumes.

Actualmente se contempla que en las composiciones detergentes se puede afiadir cualquier enzima, en particular
la enzima de la invencidn, en una cantidad correspondiente a 0.01-100 mg de proteina enzimadtica por litro de licor
de lavado, preferiblemente 0.05-5 mg de proteina enzimética por litro de licor de lavado, en particular 0.1-1 mg de
proteina enzimatica por litro de licor de lavado.

La enzima de la invencién se puede incorporar de forma adicional en las formulaciones de detergente descritas en
WO 97/07202, 1a cual es incorporada aqui como referencia.
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Composiciones Detergentes para el Lavado de la Vajilla

La enzima de la invencién también se puede usar en composiciones detergentes para el lavado de la vajilla, inclu-
yendo lo siguiente:

1) COMPOSICION EN POLVO PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA VAJILLA

Tensioactivo no idnico 04-25%
Metasilicato de sodio 0-20%
Disilicato de sodio 3-20%
Trifosfato de sodio 20 - 40%
Carbonato sodico 0 -20%
Perborato sédico 2-9%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 1-4%
Sulfato de sodio 5-33%

Enzimas

0.0001 - 0.1%

2) COMPOSICION EN POLVO PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA VAJILLA

Tensioactivo no idnico (p. ej. alcohol etoxilato) 1-2%
Disilicato de sodio 2-30%
Carbonato s6dico 10 - 50%
Fosfonato de sodio 0-5%
Dihidrato de citrato de trisodio 9-30%
Acetato de Nitrilotrisodio (NTA) 0-20%
Perborato sddico monohidrato 5-10%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 1-2%
Polimero de poliacrilato (p. ej. copolimero de acido acrilico / acido 6 -25%
maiéico)

Enzimas 0.0001 -0.1%
Perfume 0.1-0.5%
Agua 5-10
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(Continuacion)

3) COMPOSICION EN POLVO PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA VAJILLA

Tensioactivo no iénico 0.5-2.0%
Disilicato de sodio 25-40%
Citrato sédico 30-55%
Carbonato sédico 0-29%
Bicarbonato sédico 0-20%
Sodio perborato'monohidrato 0-15%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 0-6%
Copolimero de acido acrilico/acido maléico 0-5%
Arcilla 1-3%
Acidos poliaminicos 0-20%
Poliacrilato de sodio 0-8%

Enzimas

0.0001 - 0.1%

4) COMPOSICION EN POLVO PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA VAJILLA

Tensioactivo no idnico 1-2%
Zeolita MAP 15-42%
Disilicato de sodio 30-34%
Citrato sédico 0-12%
Carbonato sodico 0-20%
Perborato so6dico monohidrato 7-15%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 0-3%
Polimero 0-4%
Copolimero de acido maiéico/acrilico 0-5%
Fosfonato organico 0-4%
Arcilla 1-2%
Enzimas 0.0001 -0.1%

Sulfato de sodio

Equilibrio
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(Continuacion)

5) COMPOSICION EN POLVO PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA VAJILLA

Tensioactivo no ibnico 1-7%

Disilicato de sodio 18 - 30%
Citrato de trisodio 10 - 24%
Carbonato sodico 12 - 20%
Monopersulfato (2 KHSOg .KHSO4 .K5SO4 ) 156-21%
Estabilizador de blanqueo 0.1-2%
Copolimero de acido maléico/acrilico 0-6%

Pentaacetato de dietilentriamina-sal pentasédica 0-25%

Enzimas

0.0001 -0.1%

Sulfato de sodio, agua

Equilibrio

6) COMPOSICION EN POLVO O LIQUIDA PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA

VAJILLA CON SISTEMA LIMPIADOR TENSIOACTIVO

Tensioactiva no iénico 0-15%
Dihidrado de n-6xido de octadecil dimetilamina 0-5%
mezcla C18/C16 peso 80:20 de dihidrado de n-oxido de octadecil 0-4%
dimetilamina y dihidrato de n-oxido de hexadecildimetil amina

mezcla C18/C16 peso 70:30 de anhidrido de n-6xido de octadecil 0-5%
bis(hidroxietil)Jamina y anhidrido de n-6xido de hexadecil bis
(hidroxietil)amina

Etoxisulfato de alquilo C43 -C45 con un grado medio de etoxilacion de 3 0-10%
Etoxisulfato de alquilo C45 -C45 con un grado medio de etoxilacion de 3 0-5%
Alcohol etoxilado C43 -C5 con un grado medio de etoxilacion de 12 0-5%
Una mezcla de Cq5 -C45 alcoholes etoxilados con un grado medio de 0-65%
etoxilacion de 9

Una mezcla de Cq3 -C45 alcoholes etoxilados con un grado medio de 0-4%
etoxilacion de 30

Disilicato de sodio 0-33%
Tripolifosfato de sodio 0-46%
Citrato sadico 0-28%
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(Continuacion)

Acido citrico 0-29%
Carbonato sodico 0-20%
Perborato sédico monohidrato 0-11.5%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 0-4%
Copolimero de acido maléico/acrilico 0-7.5%
Sulfato de sodio 0-12.5%

Enzimas

0.0001 -0.1%

7) COMPOSICIONES LIQUIDAS NO ACUOSAS PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA

VAJILLA

Liquido tensioactivo no iénico (p. ej. etoxilatos de alcohol) 2.0-10.0%
Silicato de metal alcalino 3.0-15.0%
Fosfato de metal alcalino 20.0-40.0%
Soporte liquido seleccionado de glicoles, poliglicoles, polioxidos, 25.0-45.0%
glicoléteres superiores

Estabilizador (p. ej. un éster parcial de acido fosférico y un Cys-Cis 05-7.0%
alcanol)

Supresor de espuma (p. €j. silicona) 0-1.5%

Enzimas 0.0001 - 0.1%
8) COMPOSICIONES LIQUIDAS NO ACUOSAS PARA EL LAVADO DE LA VAJILLA

Liquido tensioactivo no iénico (p. ej. etoxilatos de alcohol) 2.0-10.0%
Silicato sédico 3.0-15.0%
Carbonato de metal alcalino 7.0-20.0%
Citrato sédico 0.0-1.5%
Sistema estabilizante (p. ej. mezclas de silicona finamente dividida y 0.5-7.0%
éteres de dialquilpoliglicol de bajo peso moiecular )

Polimero de poliacrilato de peso molecular bajo 5.0-15.0%
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(Continuacion)

Gel de arcilla espesante (p. €. bentonita)

0.0-10.0%

Polimero de hidroxipropilcelulosa

0.0-06%

Enzimas

0.0001-0.1%

Soporte liquido seleccionado de glicoles, poliglicoles, poliéxidos,

glicoléteres superiores

Equilibrio

9) COMPOSICION TIXOTROPICA LIQUIDA PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA

VAJILLA

acidos grasos Cq2-Cq4 0-0.5%
Tensioactivo de copolimero de bloque 1.5-15.0%
Citrato sédico 0-12%
Tripolifosfato de sodio 0-15%
Carbonato sédico 0-8%
Tristearato de aluminio 0-0.1%
Sodio cumeno sulfonato 0-1.7%
Poliacrilato espesante 132-25%
Poliacrilato de sodio 24-6.0%
Acido bérico 0-4.0%
Formiato sédico 0-0.45%
Formato de calcio 0-02%
Oxido disulfonato de sodio N-decidifenil 0-4.0%
Monoetanol amina (MEA) 0-1.86%
Hidréxido de sodio (50%) 1.9-9.3%
1,2-Propanodiol 0-94%

Enzimas

0.0001 - 0.1%

Supresor de espuma, colorante, perfumes, agua

Equilibrio
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(Continuacion)

10) COMPOSICION LIQUIDA PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA VAJILLA

Alcohol etoxilato 0-20%
Ester de 4cido graso sulfonato 0-30%
Sodio dodecil sulfato 0-20%
Alquilo poliglucosido 0-21%
Acido oleico 0-10%
Monohidrato de disilicato de sodio 18 - 33%
Dihidrato de citrato de sodio 18 - 33%
Estearato de sodio 0-25%
Monohidrato de perborato de sodio 0-13%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 0-8%

Copolimero de acido maléico/acrilico 4-8%

Enzimas

0.0001-0.1%

PARTICULAS BLANQUEADORAS PROTEGIDAS

11) COMPOSICION LIQUIDA PARA EL LAVADO AUTOMATICO DE LA VAJILLA CON

Silicato sédico 5-10%
Pirofosfato de tetrapotasio 16 -25%
Trifosfato de sodio 0-2%
Carbonato potasico 4-8%
Particulas blanqueadoras protegidas, p. €j. cloro 5-10%
Espesante Polimérico 0.7-1.5%
Hidréxido de potasio 0-2%

Enzimas

0.0001-0.1%

Agua

Equilibrio

11) Composiciones para el lavado automatico de la vajilla como se describe en 1), 2),

3), 4), 6) y 10), donde el perborato es sustituido por percarbonato.

12) Composiciones para el lavado automatico de la vajilla como se describe en 1) - 6),

los cuales contienen adicionalmente un catalizador de manganeso. El catalizador de

manganeso puede, p. ej., ser uno de los compuestos descritos en "Efficient

manganese catalysts for low-temperature bleaching" Nature 369, 1994, pags. 637-639.
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Usos

La presente invencidn va dirigida también a métodos para usar los polipéptidos que tengan actividad a-amilasa en
composiciones detergentes; en particular en composiciones detergentes para lavanderia y composiciones detergentes
para el lavado de la vajilla, composiciones para la limpieza de superficies duras, y en la composicién para el desen-
colado de tejidos, telas, o prendas, para la produccién de pasta y papel, la elaboracion de cerveza, y los procesos de
conversion de almidén como se han descrito anteriormente.

La presente invencion se describe con mds detalle mds adelante a través de los siguientes ejemplos, los cuales no
deberian ser interpretados de forma que limiten el &mbito de la invencion.
Materiales y métodos

Los productos quimicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos grado reac-
tivo.
Materiales

Enzimas

SP690: a-amilasa descrita en la SEC ID No: 1 de la US N°. 5.856.164.

SP722: a-amilasa descrita en la SEC ID No: 2 de la US N°. 5.856.164.

Termamyl®: a-amilasa de Bacillus licheniformis descrita en la SEC ID No: 1 de 1a US N°. 5.830.837.

AAI-10: a-amilasa de la invencion mostrada en la SEC ID No: 2.

AAI-6: a-amilasa de la invencion mostrada en la SEC ID No: 4.

Modelo de detergente

El detergente modelo A/P (Asia/Pacific) tiene la composicion siguiente: 20% de tripolifosfato sédico (tripolifos-
fato de sodio), 25% de Na,SO,, 15% de Na,COs, 20% de LAS (sulfonato de alquilbenceno lineal, Nansa 80S),
5% de alcohol etoxilato C,-C,5s (Dobanol 25-7), 5% de Na,Si,0s, 0.3% de NaCl.

Omo Multi Acao (Brasil),

Omo polvo concentrado (EU) (Unilever)

Ariel Futur liquido (EU) (Procter and Gamble)

Depdsito de Material Biologico

El material biolégico siguiente ha sido depositado segin las condiciones del tratado de Budapest con la Deutshe

Sammmlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig
DE, y se ha dado el nimero de registro siguiente:

Depésito Numero de Registro Fecha de Depésito
NN17562 DSM 12650 25 de enero de 1999;
NN17563 DSM 12651 25 de enero de 1999;
NN049469 DSM12763 7 de abril de 1999;
NN049468 DSM12762 7 de abril de 1999;

Las cepas se han depositado bajo condiciones que aseguran que el acceso al cultivo estard disponible durante el
estado de pendiente de esta solicitud de patente a quien sea autorizado por el Comisionado de Patentes y Marcas
Registradas segin 37 C.FR. §1.14 y 35 U.S.C. §122. El depdsito representa un cultivo substancialmente puro de la
cepa depositada. El depdsito estd disponible seglin se requiere por leyes para patentes extranjeras en paises donde se
soliciten duplicados del contenido de la solicitud, o sus sucesoras. No obstante, se debe entender que la disponibilidad
de un depdsito no constituye una licencia para la practica del contenido de la invencion en derogacion de los derechos
para las patentes garantizados por la accién gubernamental.
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Organismo huésped
Cepa SHa273 descrita en WO 95/10603

Cepa SJ2 de E. coli (Diderichsen et al. (1990)), J. Bacteriol., vol. 172, pags. 4315-4321.

Pldasmidos

El vector de genoteca fue el pSJ1678, el cual se describe con mds detalle en WO 94/19454, la cual es incorporada
aqui como referencia.
Métodos

Meétodos de biologia molecular general

A menos que se mencione lo contrario las manipulaciones de ADN y las transformaciones fueron realizadas usando
métodos estdndares de biologia molecular (Sambrook et al. (1989); Ausubel et al. (1995); Harwood and Cutting
(1990).

Fermentacion de alfa-amilasas y variantes

La fermentacion puede ser realizada por métodos bien conocidos en la técnica o como sigue.

Una cepa de B. subtilis que contiene el plasmido de expresion pertinente es avetado en una placa de LB agar con 10
micro g/ml de canamicina de un caldo a -80°C, y hecho crecer durante la noche a 37°C. Las colonias son transferidas

a 100 ml de medios BPX complementados con 10 micro g/ml de canamicina en un matraz de agitacién de 500 ml.
Composicion del medio BPX:

Almidén de patata 100 g/l
Harina de cebada 50 g/
BAN 5000 SKB 0.1 ¢/
Caseinato sédico 10 g/l
Harina de soja 20 g/l
Na,HPO,, 12 H,O 9gl/l
Pluronic™ 0.14g/

El cultivo se agita a 37°C a 270 r.p.m. durante 5 dfas.

Las células y los detritos de células se eliminan del caldo de fermentacién por centrifugado a 4500 r.p.m. durante
20-25 minutos. Después, el sobrenadante se filtra para obtener una soluciéon completamente clara. El filtrado se con-
centra y lava en un filtro de ultrafiltracién (membrana de 10000 cortes) y el tamp6n se cambia a 20 mM de acetato a
pH 5.5. El filtrado por ultrafiltracién se aplica en una S-sefarosa F.F. y la elucién se realiza por elucién en fases con
0.2M de NaCl en el mismo tamp6n.

El eluato se dializa contra 10 mM de Tris, a pH 9.0 y se aplica a una Q-sefarosa F.F. y se eluye con un gradiente
lineal de 0-0.3M de NaCl sobre 6 volimenes de columna. Las fracciones, las cuales contienen la actividad (medida
mediante el ensayo de Phadebas) se agrupan, el pH se ajust6 a pH 7.5 y el color restante se eliminé mediante un
tratamiento con 0.5% peso/vol. de carbon activo durante 5 minutos.

Ensayos para la Actividad a-amilasa

1. Ensayo de Phadebas

La actividad a-amilasa se determina mediante un método que utiliza comprimidos de Phadebas® como sustrato.
Los comprimidos de Phadebas (Prueba de la amilasa de Phadebas®, suministrado por Pharmacia Diagnostic) contienen

un polimero de almidén reticulado insoluble coloreado de azul, el cual ha sido mezclado con albimina de suero bovino
y una sustancia tampén y dispuesto en comprimidos.
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Para cada medicidn se suspende un comprimido en un tubo con un contenido de 5 ml del tampén Britton-Robinson
50 mM (50 mM de 4cido acético, 50 mM de acido fosférico, 50 mM de 4cido bérico, 0.1 mM de CaCl,, a pH ajustado
al valor de interés con NaOH). El test se realiza en un bafio de agua a la temperatura de interés. La a-amilasa que se va
a evaluar se diluye en x ml del tamp6n Britton-Robinson 50 mM. Se afiade 1 ml de esta solucién de a-amilasa a los 5
ml del tampdn Britton-Robinson 50 mM. El almidén es hidrolizado por la @-amilasa obteniéndose fragmentos azules
solubles. La absorbencia de la solucién azul resultante, medida espectrofotométricamente a 620 nm, es una funcién de
la actividad a@-amilasa.

Es importante que los 620 nm de absorbencia medidos después de 10 o 15 minutos de incubacién (tiempo de
prueba) estén en el rango de 0.2 a 2.0 unidades de absorbencia a 620 nm. En este rango de absorbencia hay linealidad
entre actividad y absorbencia (ley de Lambert-Beer). En consecuencia, la dilucién de la enzima se debe ajustar para
adaptarse a este criterio. Bajo un conjunto de condiciones especificas (temp., pH, tiempo de reaccién, condiciones
de tampdn), 1 mg de una e-amilasa dada hidrolizard una cantidad determinada de sustrato y se producird un color
azul. La intensidad del color se mide a 620 nm. La absorbencia medida es directamente proporcional a la actividad
especifica (actividad/mg de proteina de a-amilasa pura) de la @-amilasa en cuestién segtin el conjunto de condiciones
dadas.

Medicion de la estabilidad en funcion del calcio y el pH

Normalmente, los procesos de licuefaccién industriales se realizan usando pH 6.0-6.2 como pH de licuefaccion y
una adicién de 40 ppm de calcio libre con el fin de mejorar la estabilidad a 95°C-105°C. Algunas de las sustituciones
propuestas aqui se han hecho con el propésito de mejorar la estabilidad a

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

Pueden utilizarse dos métodos diferentes para medir las alteraciones en la estabilidad obtenida por las diferentes
sustituciones en las alfa-amilasas en cuestion:

Método 1. Un ensayo que mide la estabilidad a pH reducido, pH 5.0, en presencia de 5 ppm de calcio libre. Se
incuban 10 micro g de la variante segin las condiciones siguientes: Una solucién de 0,1 M de acetato, pH ajustado
a pH 5.0, conteniendo 5 ppm de calcio y un 5% p/p de almidén de maiz comiin (libre de calcio). La incubacién se
realiza en un bafio de agua a 95°C durante 30 minutos.

Método 2. Un ensayo que mide la estabilidad en ausencia de calcio libre, en el cual el pH se mantiene a pH 6.0. Este
ensayo mide la reduccion en la sensibilidad del calcio: 10 micro g de la variante se incubaron segin las condiciones
siguientes: Una solucién de 0.1 M de acetato, pH ajustado a pH 6.0, conteniendo un 5% p/p de almidén de maiz comin
(libre de calcio). La incubacién se realiz6 en un bafio de agua a 95°C durante 30 minutos.

Determinacion de la Estabilidad

Todos los procesos de estabilidad se realizan usando la misma configuracién. El método es:

La enzima se incuba segtin las condiciones pertinentes (1-4). Las muestras se toman a los 0, 5, 10, 15 y 30 minutos
y se diluyen 25 veces (la misma dilucién para todas las muestras tomadas) en tampoén de ensayo (0.1M de tampdén
Britton 50 mM a pH 7.3) y la actividad se mide usando el ensayo de Phadebas (Pharmacia) bajo condiciones

estandares a pH 7.3 y 37°C.

La actividad medida antes de la incubacién (0 minutos) se usa como referencia (100%). El descenso en porcentaje
se calcula como funcién del periodo de incubacion.

Determinacion de la actividad especifica

La actividad especifica se determina usando el ensayo de Phadebas (Pharmacia) como actividad/mg de enzima.

Cocinado por chorro y licuefaccion con alfa-amilasa y variantes

Los experimentos de licuefaccion se realizan en el sistema mini-jet, el cual utiliza una dosificacién de 50 NU/g de
DS apH 5.5 con 5 ppm de Ca*™* afiadido, para comparar el rendimiento de la variante de alfa-amilasa formulada con
el de de la alfa- amilasa parental. La reaccion se controla midiendo el aumento de DE (método de la Neocuproina) en
funcién del tiempo.

Las mezclas de almidén de maiz se preparan suspendiendo aproximadamente 11.8 kg de Cerestar C¥*Pharm GL

03406 (89% de almidén) en agua desionizada y completando hasta 30 kg. El pH se ajusta a pH 5.5 a una temperatura
ambiente, después de afiadir 0.55 g de CaCl,. 2H,O0.
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Se afiade una cantidad de enzima correspondiente a 50 NU/g de DS, y la conductividad se ajusta a 300mS usando
NaCl. Las condiciones estdndares son las siguientes:

Concentracion de sustrato 35 % p/p (inicial)
31.6-31.9 % p/p (final)
Temperatura 105°C, 5 minutos (licuefaccién primaria)
95°C, 90 minutos (licuefaccion secundaria)
pH (inicial) 55

Después del eyectado, el almidén licuado se recoge y transporta en termos sellados desde la instalacién de ensayo
hasta el laboratorio, donde se continda la licuefaccion secundaria a 95°C.

Se toman muestras de 10 ml a intervalos de 15 minutos durante 15-90 minutos. Se afiaden 2 gotas de 1 N HCl
para inactivar la enzima. De estas muestras, se pesan 0.3-0.1 g (segtin el DE previsto) y se diluyen hasta los 100 ml.
Los aztcares de reduccién se determinan entonces segtin el método de la Neocuproina (Determination of reducing
sugar with improved precision. Dygert, Li, Florida and Thomas (1965). Anal. Biochem 13: 368) y los valores de DE

determinados. Se compara el desarrollo de DE en funcién del tiempo.

Materiales del desencolado

Tejidos estandares: TS526, sarga, 100% algodén.

Impregnacion: 55°C, 60 ppm CaCl,, pH 6.5

Soluciones enzimaticas: AAI-10 o AAI-6 progenitor (1 g/l)

Dosificaciones: 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 y 2.0 g/l de las soluciones enzimaticas

en la solucién de impregnacién.

Incubacién: 2 horas a 55 0 65°C, 22 horas a 30°C

Lavado: 10 minutos en agua

Secado: temperatura ambiente

Procedimientos: Evaluacién de resultados de desencolado - escala violeta
(TEGEWA).

Ensayos de cribado de filtro

El ensayo puede utilizarse para cribar variantes de alfa-amilasa con una estabilidad mejorada a pH alto en compa-
racion con la enzima parental, y de variantes de alfa-amilasa con una estabilidad mejorada a pH alto y a temperaturas
medias en comparacién con la enzima parental que depende del ajuste de seleccion de temperatura.

Ensayo de filtro a pH alto

Se colocan las bibliotecas de Bacillus en una placa a modo de sindwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher
& Schuell, Dassel, Germany) - y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) en
placas de agar TY con 10 micro g/ml de canamicina a 37°C durante al menos 21 horas. El estrato de acetato de celulosa
se encuentra en la placa de agar TY.

Cada sandwich de filtro se marca de forma especifica con una aguja después de la colocacién en placas pero antes
de la incubacién, con el fin de que sea capaz de localizar variantes positivas en el filtro, y el filtro de nitrocelulosa que
contiene variantes enlazadas se transfiere a un recipiente con tamp6n de glicina-NaOH, a pH 8.6-10.6 y se incuba a
temperatura ambiente (puede ser alterado entre 10°-60°C) durante 15 minutos. Los filtros de acetato de celulosa con
colonias se almacenan en las placas TY a temperatura ambiente hasta su uso. Tras la incubacion, se detecta la actividad
residual en placas conteniendo un 1% de agarosa, un 0.2% de almidén en un tampoén de glicina-NaOH, a pH 8.6-10.6.
Las placas de ensayo con filtros de nitrocelulosa se marcan del mismo modo que el sandwich de filtro y se incuban
durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la eliminacién de los filtros las placas de ensayo se manchan con
una solucién con un 10% de Lugol. Se detectan las variantes que degradan con almidén en forma de manchas blancas
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sobre un fondo azul oscuro y posteriormente se identifica en las placas de almacenamiento. Las variantes positivas se
recriban dos veces bajo las mismas condiciones del primer cribado.

Ensayo de filtro con un nivel bajo de calcio

Se colocan las bibliotecas de Bacillus en una placa a modo sandwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher
& Schuell, Dassel, Germany) - y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) en
placas de agar TY con un antibidtico pertinente, p. €j., canamicina o cloranfenicol, a 37°C durante al menos 21 horas.
El estrato de acetato de celulosa se encuentra en la placa de agar TY.

Cada sandwich de filtro se marca especificamente con una aguja después de la colocacion en placas y antes de la
incubacién con el objetivo de que sea capaz de localizar variantes positivas en el filtro, y el filtro de nitrocelulosa con
variantes enlazadas se transfiere a un recipiente con tampén de carbonato/bicarbonato a pH 8.5-10 y con concentra-
ciones de EDTA diferentes (0.001 mM-100 mM). Los filtros se incuban a temperatura ambiente durante 1 hora. Los
filtros de acetato de celulosa que contienen colonias se almacenan en las placas TY a temperatura ambiente hasta su
uso. Tras la incubacién, se detecta la actividad residual en placas conteniendo un 1% de agarosa y un 0.2% de almidén
en tampon de carbonato/bicarbonato a pH 8.5-10. Las placas de ensayo con filtros de nitrocelulosa se marcan de la
misma forma que el sindwich de filtro y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la elimina-
cién de los filtros se manchan las placas de ensayo con una solucién de Lugol al 10%. Se detectan las variantes que
degradan con almid6n en forma de manchas blancas sobre un fondo azul oscuro y después se identifica en las placas
de almacenamiento. Las variantes positivas se recriban dos veces bajo las mismas condiciones del primer cribado.

Ejemplos
Ejemplo 1
Aislamiento de ADN genomico de las cepas DSM 12560 y DSM 12651

Las cepas DSM 12650 de Bacillus sp. (la @-amilasa AAI-6) y DSM 12651 de Bacillus sp. (la @-amilasa AAI-
10) se propagaron en un medio de TY liquido (segun se describe en Ausubel ef al.(1995)). Después de 16 horas de
incubacién a 37°C y 300 r.p.m. se cosecharon las células y se aislé el ADN gendmico por el método descrito por
Pitcher et al. (1989).

Construccion de una genoteca genomica

El ADN gendmico de las cepas anteriormente mencionadas se digeri6 parcialmente con la enzima de restriccion
Sau3A y se fraccion6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.7%. Los fragmentos de entre 2 y 10 kb de
tamaifio se aislaron mediante electroforesis sobre papel de celulosa DEAE (Dretzen et al. (1981).

Los fragmentos de ADN aislados se ligaron al ADN del plasmido digerido pSJ1678 de BamHI, y la mezcla de
ligadura se usé para transformar las SJ2 de E. coli.

Transformacion

Las células huéspedes SJ2 de E. coli se prepararon y transformaron mediante electroporacién usando un gen
PULSER electroporador de Bio-Rad, como describe el proveedor.

Identificacion de transformantes positivos

Las bibliotecas de ADN en la SJ2 de E. coli, construidas como se ha descrito anteriormente, se cribaron en placas de
agar LB (descritas en Ausbel ef al.(1995)) con un 5% de amilosa AZCL (Megazyme) y 10 micro g/ml de cloranfenicol
y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Los clones que expresan actividad amilasa de expresion aparecieron con
halos de difusién azules. Un clon de este tipo que expresaba amilasa AAI-6 fue denominado como LiH1300. Otro clon
que expresaba amilasa AAI-10 fue denominado como LiH1298. El ADN se caracteriz6 ulteriormente por secuenciar
parte de los fragmentos de ADN clonados Sau3A.

Ejemplo 2
Determinacion de la secuencia de ADN del gen que codifica alfa-amilasa de la cepa DSM 12650 (AAI-6)

El clon que constituye un fragmento cromosémico amplio, el cual contiene el gen que codifica la actividad amiloli-
tica insertada en los plasmidos pSJ1678 y pLiH1300, se us6 como molde en un intento de amplificar, especificamente

mediante PCR, fragmentos de ADN internos de la amilasa que codifica el gen usando cebadores degenerados dirigidos
hacia las regiones conservadas en las @-amilasas conocidas de Bacillus.
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Los cebadores degenerados fueron dirigidos hacia las siguientes regiones/secuencias de aminodcidos:
For36: GITA(L/V/H)W(/L) (SEC ID NO: 5)
For97: VY(G/A)D(V/F/L)VIM/L/I/F)NH  (SEC ID NO: 6)
For227:  DG(F/DR(F/L/1/V)DA(A/V)KH (SECID NO: 7)
Rev235: DG(F/DR(F/L/I/V)DA(A/V)KKH  (SEC ID NO: 8)
Rev328: VTFV(D/E)NHD (SECID NO:9)

Rev410: GWTREG (SEC ID NO: 10)

Las diferentes combinaciones de cebadores directos (For) e inversos (Rev) se usaron en la PCR y los fragmentos de
ADN internos se pudieron amplificar. Los fragmentos de ADN se purificaron por columnas QIAquick spin (QUIGEN)
y se ordenaron utilizando los mismos cebadores degenerados.

De esta secuencia inicial se determind la secuencia de ADN de la regién de codificacién completa de la @-amilasa
AAI-6 de la SEC ID No: 2 mediante un proceso estandar de desplazamiento de los cebadores.

Ejemplo 3
Determinacion de la secuencia de ADN del gen que codifica la alfa-amilasa de la cepa DSM 12651 (AAI-10)

El clon que constituye un fragmento cromosémico amplio, el cual contiene el gen que codifica la actividad amiloli-
tica insertada en los plasmidos pSJ1678 y pLiH1298, se usé como molde en un intento de amplificar, especificamente
mediante PCR, fragmentos de ADN internos de la amilasa que codifica el gen usando cebadores degenerados dirigidos

hacia las regiones conservadas en las alfa-amilasas conocidas de Bacillus.

Los cebadores degenerados fueron dirigidos hacia las siguientes regiones/secuencias de aminoacidos:
For36: GITA(L/V/H)W(/L) (SECID NO: 5)
For97: VY(G/A)D(V/F/L)VIM/L/I/F)NH  (SEC ID NO: 6)
For227:  DG(F/M)R(F/L/1/V)DA(A/V)KH (SECID NO: 7)
Rev235:  DG(F/DR(F/L/1/V)DA(A/V)KH (SECID NO: 8)
Rev328: VTFV(D/E)NHD (SEC ID NO: 9)

Rev410: GWTREG (SECID NO: 10)

Las diferentes combinaciones de cebadores directos (For) e inversos (Rev) se usaron en la PCR y se pudieron
amplificar los fragmentos de ADN internos.

Los fragmentos de ADN se purificaron por columnas QIAquick spin (QUIGEN) y se ordenaron utilizando los
mismos cebadores degenerados.

A partir de esta secuencia inicial fue determinada la secuencia de ADN (SEC ID No: 1) de la regién de codificacién
completa de la @-amilasa AAI-10 (SEC ID NO: 4) mediante un acercamiento estandar de los cebadores.
Ejemplo 4
Subclonacion de la a-amilasa DSM 12650(AAI-6) en la pTVBI110

La pTVBI110 es una replicacién del pldsmido en el Bacillus subtilis debido al uso del origen de la replicacién a
partir de pUB110 (Gryczan, T.J. (1978) J. Bact 134:318-329). El plasmido también codifica el gen cat, confiriendo
resistencia frente al clorampenicol, obtenido del pldsmido pC194 (Horinouchi, S. and Weisblum, B. (1982), J. Bact.

150: 815-825). El plasmido alberga una versién truncada de los genes de alfa-amilasa de Bacillus licheniformis, amyL,
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de manera que el promotor amyL, la secuencia sefial y el terminador de transcripcién estdn presentes, pero el pldsmido
no proporciona un fenotipo amy-plus (formacién de un halo en almidén con contenido de agar).

Con el objetivo de expresar una cantidad alta de la amilasa AAI-6 el gen maduro fue fusionado de forma precisa
con la secuencia sefial de amyL de manera que la transcripcion es iniciada por el promotor de amyL y la translocacién
es dirigida por la secuencia sefial amyL.

Los cebadores 197 clonador de N y 197 clonador de C se usaron para amplificar un fragmento de aproxima-
damente 1480 pares de bases mediante PCR en el plasmido pLiH1300 usando la polimerasa Pwo bajo condiciones
recomendadas por el fabricante (Boehringer Mannheim).

El fragmento resultante de aproximadamente 1480 pares de bases fue digerido con las endonucleasas de restriccion
Pstl y Sfil y ligado a el plasmido digerido con las mismas enzimas.

La proteasa y amilasa de la cepa delecionada SHa273 de Bacillus subtilis (descrita en W095/10603) se transformé
con la mezcla de ligadura y se verific6 la secuencia de ADN de un amy-plus transformante. Este pldsmido se denomina
pTVB230.

Oligonucledtidos
197 clonador de C:
5" CCG AGC TCG GCC GGC TGG GCC GTC GACTTA TCG TTT CAC CCATACGG (SECID No: 11)

197 clonador de N:
5’ CAT TCT GCA GCA GCG GCG CAT CAC GAT GGG ACG AAC GG (SECID NO: 12)

Ejemplo 5
Subclonacion de la alfa-amilasa AAI-10 en pTVB110

La secuenciacion del ADN revel6 una identidad mds bien alta entre las alfa-amilasas de las cepas AAI-6 y AAI-
10. Por consiguiente se utilizaron los mismos oligonucledtidos y la misma estrategia para clonar la alfa-amilasa AAI-
10 en el vector de expresion pTVB110 dando como resultado el pldsmido pTVB229, que entonces fue fermentado
mediante técnicas estdndares.

Ejemplo 6
Purificacion de la a-amilasa AAI-6

El caldo de cultivo se floculé anadiendo 0.01 ml de CaCl, al 50% (p/p), 2H,O, 0. ml de sodio aluminato al 12%
(p/p), 0.025 ml de C521 al 10% y 0.075 ml de A130 al 0.1% por ml de caldo de cultivo. Se obtuvo una solucién clara
después del centrifugado. A la solucién enzimatica se le afiadié sulfato de amonio hasta conseguir una concentracién
final de 1.2 M y ésta se aplic6 en una columna de Butilo Toyo Pearl (100 ml) previamente equilibrada en 1.2 M de
sulfato de amonio, 10 mM de Tris-HCI, a pH 7.0. La amilasa fue eluida usando 5 mM de Tris-HCI, a pH 7.0, y la
agrupacion eluida fue dializada contra 5 mM de Tris-HCI durante la noche. La fraccién fue sometida entonces a una
cromatograffa de intercambio i6nico usando una columna de Q-Sepharose (200 ml) previamente equilibrada en 20
mM de Tris-HCI, a pH 9.0. El material no enlazado fue lavado con el tamp6n de equilibrado, y la amilasa fue eluida
usando un gradiente lineal de 0-1 M de NaCl, 20 mM de Tris-HCI, a pH 9.0. La pureza de la preparacion de amilasa
fue juzgada en mas de un 95% por SDS-PAGE.

Ejemplo 7
Purificacion de la a-amilasa AAI-10

El caldo de cultivo fue floculado como se ha descrito anteriormente. A la solucién enzimdtica se le afiadié sulfato
de amonio hasta obtener una concentracion final de 1.2 M y ésta fue aplicada en una columna de Butyl Toyo Pearl
(100 ml) previamente equilibrada en 1.2 M de sulfato de amonio, 10 mM de Tris-HCI, a pH 7.0. El1 20% de la actividad
fue eluida con 5 mM de Tris-HCl, a pH 7.0, y el resto con isopropanol. La agrupaciéon combinada fue fraccionada en
una columna de Q-Sepharose (100 ml), a pH 9.7. El material no enlazado fue lavado con el tampén de equilibrado,
y la amilasa fue eluida usando un gradiente lineal de 0-1 M de NaCl, 20 mM de Tris-HCI, a pH 9.4. La amilasa que
contenia la agrupacién fue finalmente fraccionada en un columna de S Sefarosa, a pH 5.5. La pureza de la preparacion
de amilasa fue juzgada en mas de un 95% por SDS-PAGE.
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Ejemplo 8
Caracterizacion de las a-amilasas AAI-6 y AAI-10

La actividad @-amilasa se midié usando el ensayo de Phadebas (37°C, pH 7.3) y el Ensayo Alternativo pNPG7
(25°C, pH 7.1) anteriormente descrito. Los perfiles de pH y temperatura se hicieron con valores de pH y temperatura

seleccionados. El perfil de pH se midi6é a 37°C y el perfil de temperatura se midié a pH 9.0

El Punto Isoeléctrico se determiné mediante isoelectroenfoque (Pharmacia, Ampholine, pH 3.5-9.3).

TABLA 1
Actividad especifica y pl

Enzima mg/m! | NU/mg Phadebas NU (T) /mg pNPG7, PI
37°C, pH7.3 25°C, pH7.1

AAI-10 (SEC NO: 4) 04 17,500 12,000 7-8

AAI-6 (SEC ID NO:2) 0.6 25,000 13,500 7-7.3

SP690 (SEC IDNO: 1dela| 8.2 35,000 6,000 7-9

patente US No. 5,856,164 )

SP722 (SEC ID NO: 2 dela| 2. 35,000 7,000 5-6
patente US No. 5,856,164 )

Termamyl® 124 7,000 7,000

E = 3.0cm™1 *(g/l)"1 para AAI-6 y AAI-10

El resultado de la determinacién de pH 6ptimo y la determinacion de temperatura ptima se muestra en la figura 2
y figura 3, respectivamente.

Ejemplo 9

Prueba de lavado

El rendimiento de lavado se evalué mediante el lavado de muestras de prueba sucias durante 15 y 30 minutos a 25
y 40°C respectivamente en soluciones detergentes con las a-amilasas AAI-6 y MI-10 de la invencion.

Los detergentes usados estdn descritos a continuacién en la Tabla 3. El Detergente Modelo A/P estd descrito en
la seccién anterior de Materiales. Los otros detergentes son detergentes disponibles comercialmente. Los detergentes
comerciales que contienen amilasa fueron inactivados antes del lavado mediante microondas.

Las a-amilasas recombinantes purificadas AAI-6 y AAI-10 de los ejemplos 6 y 7 se afiadieron a las soluciones
detergentes con la concentracidon que se indica a continuacién. Las muestras de prueba se ensuciaron con almidén de
arroz naranja (las muestras CS-28 disponibles del CFT, Center for Test Material, Holland).

Después del lavado, las muestras se evaluaron midiendo la remisién a 460 nm, usando un Espectrofémetro de

Remisién Elrepho. Los resultados se expresan como AR = remisién de la muestra lavada con la alfa amilasa menos la
remision de una muestra lavada en las mismas condiciones sin la alfa-amilasa.
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TABLA 3

Detergentes y condiciones de lavado

Area Detergente  Dosis de Inacti- Dosis Temp. Tiempo pH Dureza Ca: Mg
det. ¢/l vacion enzima- °C min agua
tica mg/l °dH
AP Detergente 3 - 1 25 15 10.5 6 2:1
modelo 97
Latino- Omo Multi 3 - 1 25 15 10.6 6 2:1

américa Acao

Europa Omo conc. 4 + 0.2 40 30 10.2 15 4:1
en polvo

Europa Ariel Futur 5 + 0.2 40 30 9.0 15 4:1
liquido

Los resultados se muestran en las Figuras 4-7. Los resultados demuestran que la a-amilasa de la invencién es eficaz
en ambos detergentes a pH alcalino alto.
Ejemplo 10
Prueba de desencolado con la AAI-10

La alfa-amilasa parental AAI-10 se usa para desencolar telas usando el método de TEGEWA (Método y escalas
estandar obtenibles de Verband TEGEWA, Karlstrasse 21, Frankfurt a.M., Alemania). Las condiciones estdn descritas
en la seccién “Materiales y Métodos”.

La alfa-amilasa AAI-10 se usa en pruebas de desencolado realizadas a 30 y 55°C. La enzima se dosifica de 0.05 a
2 g/l en la solucién de impregnacion. El procedimiento post-lavado se realiza lavando las telas en agua en vez de en

soda caliente, como normalmente se hace.

El efecto de esto se mide usando la Escala Violeta (TEGEWA), escala de TEGEWA: 1-9.

Referencias
Ausubel, F. M. et al. (eds.); Current protocols in Molecular Biology; 1995; John Wiley and Sons.

Sambrook e7 al.; Molecular Cloning: A Laboratory Manual; 1989; Cold Spring Harbor Lab.; Cold Spring Harbor;
NY.

Harwood C. R., and Cutting S. M. (eds.); Molecular Biological Methods for Bacillus; 1990; John Wiley and Sons.

Diderichsen B., Wedsted U., Hedegaard L., Jensen B. R., Sjgsholm C.; Cloning of aldB, which encodes alpha-
acetolactate decarboxylase, an exoenzyme from Bacillus brevis; J. Bacteriol., 1990, vol. 172, pp. 4315-4321.

Pitcher D. G., Saunders N. A., Owen R. J.; Rapid extraction of bacterial genomic DNA with guanidium thiocya-
nate; Lett. Appl. Microbiol.; 1989; vol. 8; pp. 151-156.

Dretzen G., Bellard M., Sassone-Corsi P., Chambon P.; A reliable method for the recovery of DNA fragments
from agarose and acrylamide gels; Anal. Biochem.; 1981; vol. 112; pp. 295-298.
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado con actividad @-amilasa y con una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminodcidos
del 1 al 485 de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4.

2. Polipéptido segtn la reivindicacién 1, el cual estd codificado por la secuencia de 4cidos nucleicos contenida en
los plasmidos ppLiH1300 o pLiH1298 contenidos en la DSM12769 de E. coli o la DSM 12768 de E. coli, respectiva-
mente.

3. Secuencia de 4cidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de dcidos nucleicos, la cual a su vez codifica
el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

4. Secuencia de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de acidos nucleicos con al menos una
mutacién en la secuencia codificante del polipéptido maduro de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3, donde la
secuencia de 4cidos nucleicos mutante codifica un polipéptido que consiste en los aminoacidos del 1 al 485 de la SEC
ID No: 2 o la SEC ID No: 4.

5. Secuencia de 4cidos nucleicos aislada segin la reivindicacion 4, producida mediante (a) la hibridacién de un
ADN bajo condiciones de astringencia medias con (i) la secuencia de acidos nucleicos de la SEC ID No: 1, (ii) la
secuencia de ADNc de la SEC ID No: 1, (iii) una subsecuencia de (i) o (ii) de al menos 100 nucleétidos, o (iv) una
cadena complementaria de (i), (ii), o (iii); y (b) el aislamiento de la secuencia de dcidos nucleicos.

6. Vector de expresion recombinante que comprende la secuencia de 4cidos nucleicos de cualquiera de las reivin-
dicaciones 3-5.

7. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de 4cidos nucleicos segtn la reivindicacién 6.

8. Método para producir de una secuencia de acidos nucleicos mutante, la cual comprende (a) la introduccién de
al menos una mutacioén en la secuencia codificante del polipéptido maduro de la SEC ID No: 1 o la SEC ID No: 3,
donde la secuencia de 4cidos nucleicos mutante codifica un polipéptido que consiste en los aminoécidos del 1 al 485
de la SEC ID No: 2 o la SEC ID No: 4; y (b) la recuperacién de la secuencia de 4cidos nucleicos mutante.

9. Secuencia de 4cidos nucleicos mutante producida segin el método de la reivindicacién 8.
10. Método para producir un polipéptido, el cual comprende (a) el cultivo de una cepa que a su vez comprende
la secuencia de 4cidos nucleicos mutante segun la reivindicacién 9, la cual codifica el polipéptido para producir un

sobrenadante que comprenda el polipéptido; y (b) la recuperacién del polipéptido.

11. Método para producir el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que comprende (a) el cultivo de
una cepa para producir un sobrenadante que comprenda el polipéptido; y (b) la recuperacién del polipéptido.

12. Composicion, en particular una composicion detergente, que comprende un polipéptido de cualquiera de las
reivindicaciones 1-2.

13. Uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en una composicion detergente, en particular una

composicion detergente para lavanderia y una composicién detergente para el lavado de la vajilla y composiciones
para la limpieza de superficies duras, o en una composicién de desencolado.
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80

HHNGTNGTMMQYFEWYLPNDGNHWNRLNSDASNLKSKGITAVWI PPAWKGASQNDVGYGA YDLYDLGEFNQKGTVRTKYG
HHDGTNGTIMQYFEWNVENDGOHWNRLHNNAQNLKNAGITAIWI PPAWKGTSQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYG
HHDGTNGTIMQYFEWNVENDGOHWNRLHNNAQNLKNAGI TATIWI PPAWKGTSQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYG

+ .+ . VNGTLMQYFEWYT PNDGQHWKRLONDABHLSDIGITAVWI PPAYKGLSQSDNGYG PYDLYDLGEPOQKGTVRTKYG
A.APFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANRANNLS SLGITALWLPPAYKGTSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYG
HHENGTNGTMMQY FPEWHLPNDGNHWNRLRPDAANLKSKGITAVWI PPAWKGTSQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYG
HHNGTNGTMMQY FEWYLPNDGNHWNRLRODAANLKSXG ITAVWI PPAWKGTSQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYG
HHNGTNGTMMQYFEWHLPNDGNHWNRLRDDASNLRNRG ITAIWI PPAWKGTSQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYG
AN. . LNGTLMQYFEWYMPNDGQHWRRLONDSAYLAEHGITAVWI PPAYKGTSQADVGYGAYDLYDLGEFHQKGTVRTKYG

81 160

TRSQLQAAVTSLKNNGIQVYGDVVMNHKGGADATEMVRAVEVNPNNRNQEVTGEYT I EAWTRFDFPGRGNTES SFKWRWY
TKAELERAIRSLKANGIQVYGDVVMNHKGGADFTERVQAVEVNPQNRNQEVSGTYQI EAWTGPNFPGRGNQHSSFKWRWY
TKAELERAIRSLKANGIQVYGDVVMNHKGGADFPTERVQAVEVNPQNRNQEVSGTYEI EAWTGFNF PGRGNQHSS FXWRWY
TKSELQDAIGSLHSRNVQVYGDVVLNHKAGADAT EDVTAVEVNPANRNQET SEEYQI KAWTDFRF PGRGNTYSDFKWHWY
TKAQYLOAIQAAHAAGMQVYADVVFDHKGGADGT EWVDAVEVNPSDRNQET SCTYQIQAWTKFDF PGRGNTYSSFKWRWY
TRSQLQGAVTSLKNNGIQVYGDVVMNHKGGADGTEMVNAVEVNRSNRNQEI SGEYTI BAWTKFDF PGRGNTHSNFKWRWY
TRNQLQAAVTSLKNNG IQVYGDVVMNHKGGADGT EIVNAVEVNR SNRNQETSGEYALEAWTKFDF PGRGNNHSSFXWRWY
TRSQLESAIHALKNNGVQVYGDVVMNHKGGADAT ENVLAVEVNPNNRNQEI SGDYTI EAWTKFDF PGRGNTYSDFKWRWY
TKGELQSAIKSLHSRDINVYGDVVINHKGGADATEDVTAVEVOPADRNRVI SGEHLIKAWTHFHF PGRGSTYSDF KWHWY

161 240
HFDGVDWDQSRRLNNRY YKPRGHGKAWDWEVDTENGNYDYLMYAD IOMDHPEVVNELRNWGVWYTNTLGLDGFRIDAVKH
HFDGTDWDQSRQLANRI YKFRGDGKAWDWEVD TENGNYDYLMYADVDMDHPEVINELNRWG VWY ANTLNLOGFRLDAVKH
RFDGTDWDQSRQLSNR I YKFRGDGKAWDWEVDTENGNYDYLMYADVDMNHPEVINELNRWGVIWYANTLNLDGFRLDAVKH
HFDGADWDESRKIS . RIFKFRGEGKAWDWEVSSENGNYDYLMYADVD YDHPDVVAETKKWG IWYANELSLOGFRIDAAKH
HPDGVDWDESRKLS . RIYKFRGIGKAWNDWEVDTENGNYDY LMYAD LOMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKH
HFDGTDWDQSRQIAQNKI YKFRG TGKAWDWEVDI ENGNYDYLMYADIDMDHPEVINELRNWG VWYTNTLNLDGFRIDAVKH
HFDGTDWDQSRQLANKY YRFRGTGKAWDWEVD TENGNYDYLMYADVDMDHPEVIHELRNWGVWYTNTLNLDGFRIDAVKH
HFDGVDWDQSRQFQNRI YKFRGDGKAWDWEVDSENGHYDYLMYADVDMDHPEVVNELRRWGEWY TNTLNLOGFRIDAVKH
HFDGTDWDESRKIN . RIVKF . . QGKAWDWEVSNENGNYDYLMYADIDYDHPDVAAEI KRWGTWYANELQLDGFRLDAVKH

241 320
IKYSFTRDWINHVRSATGKNMFAVAEFWKNDLGA T ENYLQKTNWNHSVFDVPLHYNLYNASKSGGNYDMRNIFNGTVVQR
IKFSFMRDWLGHVRGQTGKNLFAVAEYWKNDLGALENYLSKTNWTMSAFDVPLEYNLYQASNS SGNYDMRNLLNGTLVQR
IQF SFMRNWLGHVRGQTGKNLFAVAEYWKNDLGALEN/LSKTNWTMSAFDVPLHYNLYQASNSGGNYDMRNLINGTLVQR
IKFSFLRDWVQAVRQATGKEMFTVAEYWONNAGKLENYLNKTSFNQSVFDVPLHFNLQAAS SQGGGYDMRRLLDGTVVSR
IKFSFFPDWLSYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHN 7 ITKTOGTMS LFDAPLHNKFYTASKSGGAFUMRTLMTNT LMKD
IKYSYTROWLTHVRNTTGKPMFAVAEFWKNDLAAL EITY LNKTSWNHS VFDVPLHYNLYNASNSGG Y FDMRNI LNGSVVQXK
IKYSFTRDWLTHVRNTTGKPMFAVAEFWKNDLGA L ENYLNKTSWNHSVPDVPLHYNLYNASNSGG YYDMRNILNGSVVOK
IKYSFTROWLTHVRNATGKEMFAVAEFWKNDLGALEN (LNKTNWNHS VFDVPLHYNLYNASNSGGNYDMAKLLNGTVVQK
IKFSFLROWVNHVREKTGKEMPTVAEYWONDLGALENYLNKTNFNES VFDVPLHYQFHAAS TQGGG YDMRKLLNGTVVSK

Fig. 1
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321 400
HPSHAVTPVDNHDSQPEEALESFVEEWFKPLAYALTLTREQGYPSVFYGDYYGY . . . PTHGVPAMRSKIDPILEARQKYA
HPSEAVTFVDNHDTQPGEALESFVQGWFKPLAYATILTREQGYPQVFYGDYYGI . . . PSDGVPSYRQQIDPLLKARQQYA
HPSHAVTFVDNHDTQPGEALESFVQGWFKPLAYATILTREQGYPQVFYGDYYGI . . . PSDGVPSYRQQIDPLLKARQQYA
HPEKAVTFVENHDTQPGQSLESTVQTWFK PLAYAFILTRESGYPQVFYGDNYGTKGTSPKEIPSLKDNIEPILKARKEYA
QPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKPLAYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGI . . . PQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYA
HPIHAVTFVDNHDSQPGEALESFVQSWFKPLAYALILTREQGYPSVFYGDYYGI . . . PTHGVPSMKSKIDPLLQARQTYA
HPTHAVTFVDNHDSQPGEALESFVQQWFXPLAYALVLTREQGYPSVFYGDYYGY . . . PTHGVPAMKSKIDPLLQARQTFA
HPMHAVTFVDNHDSQPGESLESFVQEWFKPLAYALILTREQGYPSVFYGDYYGI . . . PTHSVPAMKAKIDPILEARQNFA
HPLKSVTFVDNHDTQPGQSLESTVQTWFKPLAYAFILTRESGY PQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPTI LKARKQYA

402 480
YGXQNDYLDHHNI IGWTREGNTAHPN SGLATIMSDGAGGSKWMFVGRNKAGQVWSDITGNRTGT VT INADGWGN FSVNGG
YGRQHDYFDHWDVIGWTREGNASHPNSGLAT IMSDGPGGSKWMYVGRQKAGEVWHDMIGNRSGTVT INQDGWGHFFVNGG
YGRQHDYFDHWDVIGWTREGNASHPNSGLAT IMSDGPGGSKWMYVGRQKAGEVWHDITGNRSGT VT INQDGHGQFFVNGG
YGPQHDYIDHPDVIGWTREGDSSAAKSGLAALI TDGPGGSKRMYAGLKNAGETWYDITGNRSDTVKIGSDGWGEFHVNDG
YGTQHDYLOHSDI IGWTREGGTEKPGSGLAALI TDGPGGS KWMYVGKQHAGXVFYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGG
YGTQHDYPDHHDI IGWTREGDS SHPNSGLAT IMSDG PGGNKWMYVGKHKAGQVWRDI TGNRSGTVTINADGWGNFTVNGG
YGTQHDYFDHHDI IGWTREGNSSHPNSGLAT IMSDGPGGNKWMY VGKNKAGQVWRDI TGNRTGTVTINADGHWGNFSVNGG
YGTQHDYFDHHNI IGWTREGNTTHPNSGLATIMSDGPGGEKWMYVGONKAGQVWHDI TGNKPGTVT INADGWANFSVNGG
YGAQHDYFDHHD I VGWTREGDSSVANSGLAALL TDG PGGAKRMYVGRQNAGETWHD I TGNRSEPVVINSEGWCEPHVNGG

481 s20
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<110> Novo Nordisk A/S

<120> POLIPEPTIDOS CON ACTIVIDAD ALCALINA DE ALFA-AMILASA Y ACIDOS NUCLEICOS QUE

CODIFICAN LAS MISMAS

<160> 12

<170> FastSEQ para Windows Version 3.0

<210>1

<211> 1458
<212> ADN
<213> Bacillus sp.

<220>

<221> CDS
<222> (1)...(1458)

<221> mat_peptido
<222> (1)...(1458)

<400> 1
oat
Ria
1
gttt
val

a3t

ada
Lye

gac
Asp

&3
aca
Thx

att
Ile

1 44

caa
nis

933
Gly
50

att
ey

282
Lys

caa
- }§

ace

gat ggg acg
Asp Oly Thr
5

aat
Ast

aas
Lys
38

gte
val

gat
Asp
20

aat
Asn

age
Jex

gaa
[ >37)

gaa
Glu

tac
yx
106

gos
Gly

gat
Als

caa
dln

(111
Phe

cea
Lou
t 1 ]

ggt
any

gtk

9ga
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Asp @1y Tar

8in

gga
Qly

sakt
Asn
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gaa
Glu

gat

aat
Kio

ate
Ile

get
t 2]

ssa
Gln

gte
val

b

act
40

gta
Val

aas
Lys

gco
Ala

gte
val

gtt

ast
Ile

aad
Asn
23

g
Ala

gge
Gly

gge
Gly

[ 135
Ile

atg
Net
108

gas

aty
Nat
10

egc
ATQ

att
Ile

Lat

sae
Thrx

cgc
ArS
20

ges

7Y}
@n

tta

tos
T

ot
sy

gte
val
78

tey
fer

cat
Nis

aat

tat
Tyr

can
Rie

atce
Il

Ala
60

ogt
Axg

tta

maa
Lys

ceg

(211"
Phe

cec
43

Tak

Lys

g8t
Sy

gaa ©gg aas
€lu Trp Asn

aat
30
eck

rre

gns
Asp

Lys

g9
Als

Gly
110

aat
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get
Ala
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Ala
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Lew

tat

asc
Azn
"

gct
Ala
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din

i
Trp
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gat

48

1¢4

132

40

334

Jo4



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Fhe

cas
@1ln

tte
Phe
145

aat

ate
Ile

act
Thr

aae
Asn

gaa
Ala
238

att
1le

ace
Thy

gt
2% 4

tee
Fne

sga
Oly
368

cac

Mis

sga

Tar

gaa
Glu
130

cek
pPro

et
Phe

tat

gaa
Glw

cat

) (TN

210
aat
Asn

cua
Gln

gg¢
Gy

gce
Ala

gat
Asp
290

aat
Asn

set
rro

gaa

Glu
113

gtg
val

Gly

gat
Asp

aac
Asn
193

ect

ade
Thr

tee
Phe

ang

£-14 1
Leu
27s

val

got

.Arg

tet
ger

egt

gya
@ly

ttt
Phe
is0

gge
%y

gaa
Glu

ettt

ago
Ser

apo
Asn
260

gaa
Glu

sat
Pzo

gae
Asp

cat
Ris

31

Val

ggs
uy

ggc
Gly

163

Arg

| T3
Azn

gte
Val

aat
tto
245
ste

Lag

aat

Asn

(314
Leu

atyg
Net

gss
Ala
328

yag

Gin

aot
™r

aat
Asn
130
gac
Asp

gee
Gly

tag

ata
Ile

tta
Leu
azo

atg
Mat

(31
Phe

tat

aad
Nis

aga

113

Val

teg

Ala

tat

Tz
133

ana
Gln

g
=3

gac
Asp

get
Asp

aac
213

gac
cge

goa
Alm

tea

tae
205

aat
Asn

tte
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val
120

gaa
Glu

cac
nie

gat

Qly

tee
200
g3a
aiu

99
Qly

gtt
val

aaa
Asn

ttg

tta
Phe

gte

Glu Val Azn Pro Gln Asn Arg Asn

ate
lie

tct
Rar

Qaa
Qln

Lya
1as

tea
Leu

tta

111

tgg

gea
Als
265

alka
Lya

agt
Lau

tta
Leu

gto
val

can

gas
My

tég
Sar

e
ger
17¢

gce
Ala

atg
Mat

aag
Asn

age
Arg

cte
Leu
350

gsu
N

kao
Tyr

' 114
Ash

gat
Asp
30

gcs
Ala

Tt
b3 1]
158

agt
Ary

too
*rp

tat

Tyz

cga

ettt
238

a3
Gly

tat

aas
Asn

283
aly
31s

asc
Asn

tog

a3s

tgyg act
Trp Thr
140

aan tgg
Lys T2

can cte
8ln Leu

gac tg9
Asp Trp

gaa gac
Ala Asp
208

teg g9e
e Gly
210

gat geg

cat gtt
Ris Val

tgy saa
Trp Lys

tgg acg
Trp Thr
X85

gcg toa
Ala Serx

300

agg cte
T™hr Leu

eat Qac
fis Asp

ttt aaa

gga
qily

cgt
Axg

tch
ser

934
Clu
130

gtk
val

gta
Val

K- 1]

val

apa

aae
Aso
a0

atg
¥at

Aan

gt
val

aca
Thr

ccy

ttt
e

b d ]
TP

aat
ABD
178

sta
val

gac
Asp

£Qeg
TP

aag
Lys

gga
aly
ass

gae
Asp

3ar

age
faz

cay
Gln

eag
Gln
338

ote

aat
Asn

tas

160

ot
Azg

gac

atg
Mat

tae

eat
His
2490
caa
aln

tea

gea
Ala

9gc
Gly
agt
320
oot

»ro

432

¢80

538

876

sis

§72

720

760
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s12
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aly

Sat

goc
Gly

caa
Gla
Jes

Gln

988
Ny

oot
Aly

gas
- DRTY

Asn
46§

gts
Val

<210>2

8lu

ges
Ala
gat
370

atg
Ile

ceac
Ria

cas
rre

gts
Val
430

c3g
@in

oy
ey

<211> 485
<212> PRT
<213> Bacillus sp

<400> 2

Als

asg
ass

Tat
Trx

gat
AP

gat

gayg
Als

Gly
433

tgw

gac
Aap

gtg
val

Leu
340

ats
Ile

tat
Tyr

[Z-F3
Pro

Sas

112
Ssx
43¢0

gea
Qly

cat
Ris

Yo
Gly

aaa
Lys

dlu

ottt
Levu

gt
Gly

att

tke
Paa
L 1]

cas
i

teg
fer

gae
Asp

tyg
Trp

cge
Azg
445

Hie His Asp Gly
1

Val Pro Asn Asp

20
Asn Leu Lyz Asn
k3]
Lys Gly Thr Jex
5¢

Asp Leu Gly Glu
65

ser

att
Ile

tts
Leu
390
gat
Asp

[1-- 4
Pro

Lys

ata
Ile

ggs
Gly
470

Can

Tar
aly
Ala
Gla

Pha

Phe

aga
Axg

ocg
17§

aas
Lys

sat
¥is

aat

act
Ihr
453

Asn
Gin
Gly
Asn

Asn
70
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Val Gln Gly Txp Phe Lys Pre Leu Ala
345 aso
P8 Caa 990 LaC CCA ¢ma gtg ttt tac 1104
Slu Gla Gly Tyr Pro Gin Val Pha Tyx
k11 b ].11
agt gat gge gtt cca ags tat agt sas 1182
Sex Asp Gly Val Pro Ser Tyr Arg Gin
k] { ]
gee cgt cag cad tat gob tat gga age 1200
Ala Axrg 4la Gln TYr Ala Tyr Oly Asg
395 400
tgg Bat ¢ta att ggc tgy aeg gt gaa 12498
Trp Asp Val Ile Gly Trp Thr Arg Blu
410 413
tet gog att goag ace atea atg tec gat 129¢
Sear QUy Luu Ala Thr Tle Mat Ser asp
423 430
atg tat gtt ggt vgt csa san gct ot 1344
Mat Tyr Val Gly Arg Oin Lys Ala Gly
440 445
gga aac cgc age ggec act grg aca att 1392
Gly Asn Axg Ser Gly ThRr Val Thr Ils
460
€et ttt gio aas gt gyt tBee gte teo 1440
Phe Pha Val Asn Gly Gly Sexr Val fer
475 480
14359
Gly Thr Ile Xet Gla Tyr Phs Glu Trp Asn
a0 15
Ris Trp Asn Avg Leu H{s Aan Asn Ala Gin
b 3] k1]
Ile Tht Ala Ile Trp 1l¢ Pro Pxo Ala Txp
49 48
Asp Val Gly Tyx Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr
53 &0
aln Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly

75

%0



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Thr
Ils
Phe
aln
Phe
3145
Ris

Ile

Ala
323
Ile
Ths
aly
Phe
Gly
308
His
aly
Tyr
aly
Gin
338
ain
Gly
Qly
@lu

Asn
465

Lys
Gin
The
Giu
13¢
yro
?ha
Tyr
Glu
His
210
asn
Gin
Gly
Ala
Asp
r§ 14
aABn
Pro
Glw
Ala
Asp
370
ITle
Ris
ASTn
Pro
Val

430
Gln

Ala
Vval
- DETY
118
Val

cly

lys
Asa

=% 1
Pxro

Phe
Lys
Leu

278
Val

fer
Ala
The

355
Tyz

Aap
Asp
Ala
Gly
43%
Trp

Asp

Val Trp Val

<210>3
<211> 1458
<212> ADN

<213> Bacillus sp.

<220>
<221> CDS

ain

Qly
180
aly

Glu

Serx
Asn
260
Glu
Pro
Aap
Bis
Lsy

340
Ile

flaxr
4210
Gly
¥is
o1y

Lys

Leu
1 ]

aly
val
aly
Gly
Ty
1868
Arg
Ann
val
Asn
?he
245

Ash

MNet
Ala
325
Giv
Leu

aly

Phe
408
His
Seor
ASp

irp

448
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Glu Arg Ala

Asp
Gln
The

ABR
is80

Asp
Gly
Tyr
Ile
Leu
230
Met

Phe

Xia
Axg
310
Val
Ser
The
Ile
aso
ASp
Pro
Lys
lle

Gly
478

val
Ala

Tyr
b & 1

Gla
Txp
Asp
Asp
Agn
215
Asp

Arg

Ala

Tyr
2358

Me

Pro
37

Lys
Bis

455
Gln

Val
Vel

130
Qix

Asp
aly
Tyx
300
0lu

aly

val
Rer

280
aAsn

Phe
val
dlu
360
Ser

Ala

Sez
Nat
440
Gly

Jhe

Ile
Met
105
Qlu
Tle
Sax

8in

Lys
ias
Lew
e

Phe

Ala
b1 1]
Liys

Leu

Val
Sin
345
Gln
Asp
Arg
Asp
Gly
429
Asn

Phs

Arg
29

Asn
val

@lu

17¢
Alas

Mot

Asn

Asp
330
aly
Gly
aly
Gla
Vval
410
Val
Azg

val

Ssz
His

Aan

Phe
188

335

val
aln
3935
Ile
Ala
Gly

fer

Asn
475

Leu

Lys

1490

dla

Asp

Ala

330
Asp

j§3ctk

Lys Ala Asn Gly

Gly Gly ala Asp

110

Glu Asn Axg Asn

135

Thr Gly Phe Asn

Trp Axg Trp Tyr

Lau

xp
hop
308
Gly
Ala
val
Lys

Thr
385

Als Sex

Thr
His
Phs
Preo
Pre
90
Gly

Thr

Gly
460
Gly

Leu

Lys
Gln
iss
Ser
Alm
Irp
Ile
ain
443
The

aly

flar
dlo
i9¢
val
Yal
Val
Axg
Asn

270
Mat

val
The
Pzo

180
val

Tyr

Mat
430

Lys
Yal

Sex

Asn
178
val
ASP
Trp

Lys

Ay
a35
ASp
Ser
ser
Sln
aln
338
Leu
Phe
Arg
Gly
ATQ
415
Ser
Ala
Tar

val

160
Avy

Asp

Mat

Tyz

xis
249
Gln
Lau
Alas
Qly
Ja0

Pro

Ala

Gin

400
Glu

Gly
Ile

Ser
480
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<2225 (1)...(1458)

<221> mat_peptido
<222> (1)...(1458)

<400> 3

cat
Bis
3

gtt
Val

ast
Ast

aas

Lys

gae
Asp
&5

ace
The

1.4 4
2le

tee
Pha

¢na
QLln

cet
fhe
148

sat
His

att
Ile

oaa
His

-1
Pre

tta
Ly

gge
aly
50

et
Lau

aan
Lys

caa
Gin

e
Thy

Gae
Glu
330

111
Fro

tte
Phe

tat

gat
Asp

aat
Asn

ys
35

scg
Thr

gt
aly

gca
Ala

gtq
val

gng
Glu
135

gtg
val

gwa
ey

gat
Asp

aag
ys

-1
GLy

gat

Asp
20

aat

age

Ber

gaa
Glu

gaa
Glu

ege

qa9e
Gly

sttt
Phe

acg
™he

gga
Gly

gee
Ala

chaa
€ln

1 111
Phe

cta
Leu
g8

gac
oly

gte
val

gge
1y

g9c
Gly

acg
Tax
165

aga
AXQ

saa
Gla

Gly

aut
Asn

aaa
Asn

gaa
Glu

gat
Asp

(2 2
Gln

act

aat
Asn
150

gag
Asp

gga
Gly
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gga acg
Gly Thr

cat tgy
Hid Txp

att aca
Ile The

gat gta
Aap Val
5%

eaa aaa
Gln Lys

cga geg

gtt gttt
val val

geg gtt
Ala val
130

tat caa
Tyr Gln
138

cas cwt
Gln His

tgg gee
Trp ASp

gac ggs
Asp Gly

att
Ile

aac
Asn

gea
Ala

ggae
Gly

gga
aly

ates
Ile
atg
108
gas

Glu

atec
Ile

tot
Sax

cay
Gln

aaa
Lys

atg
Nat
10

ege

ato
Ils

tac

asy

cge
Azxg
80

aac
Asn

gtg
Val

gas
Glw

teg
sar

tat
8er
379

gea
Als

cag tat ttt
Gin TYyr Phe

tta
Leu

tag
Tep

ggt
Gly

gte.

Val
75

teg
Sax

cat
Hia

aic
Asn

goea
Ala

stk
Phe
148

cge
Arg

sog
Trp

cas
His

ase
Ile

geg
Ala

14

ege

tta
heu

ceyg
Pzo

TXp
140

aaa

Lys

caa
éln

gac
Asp

1= )
48

cat

aag
Lys

Gly

cRi
Gln
135

ach
™

tgs

cta
Lan

ey
TP

2%
E9 w98

geg
Ala

gaa
Gely
alo

ags
Asn

a9
Gy

cge
Arg

gea
Alm

Glu

oy

stk
Leu

tat
Tyzr

ase
aAsn
44

got
Ala

cga
Arg

1.1
rhe

TP

age
Asn
178

gttt
Val

tat

gga
Gly

"0
pag
aly

gat

ane
Aan

aat
ASn
tat
160
ege

Axg

gaa
ASp

48

144

192

40

208

i3s

384

433

480
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act

gat
Asp

gog
Ma
22§
ate
Ile

acq

999
aly

£ 314
Phs

aly
308

eat
His

1L
Gly

tat

Gly

cag
308

cag
Gln

[-{ V3
alu

cat
His
10
aat
A

Lys

aly

get
Als
gar
290
aat

Asn

gaa
Glu

gce
Ala
gad
370
ate
Ile

cae
Hia

At
198
aca

pro

ase
hr

tee

tta
Leu
a7y

gee
val

taa
Tyr

age
Sar

goe
aAla

g
Thzg
3ss

tat
Ty

gac
Adp

gat
Asp

18

ase
Gly

gaa
Glu

123

age
feax

st

260

fgaa
Glu

gaa
Asp

cat
Hig

cte
340
ate

Ils

tak

-T-1Y
ro

tae
Tyr

aac
Aan

val

aat

tte
Phe
aes

sttt

aak

ctt
Lo

atg
Met

ate

gyge
GQly

ctt

sttt
) 1.1

tat
YT

att
Ile

cea
Leau
230

atg
et

31
Phe

tat

cat
Hig

age
310
gte

Val

teg
Sarx

acg
Thy

ate
Tls

tca
Leu
3920

get
Asp

gat
Asp

asc
Asn
15
gaa
Asp

(114
Arg

gac
Ma

tta
eu
tac
398
aac

Asn

acgy
Thr

tte
Phe

caa
¥
378

288

lys

eat
Rig
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yr
200

-1 1Y
aiu

gge
a1y

gac
Asp

gtt
val

age
Sar
s

teg

111
Phe

gtt
Val

geg
8lu

380

a9t
b {14

get
Ala

185
tta
Lsu

ata
Leu

tte
Pha

1)

gca
A;a
268
[ Y )
Lys

13 4

tta

gte
Val

[T ¥ 3
aln
348

caa
Gin

aoge
Azg

gat
Asp

atg tat gea
Xat Tyzr Ala

tta
230

geg
Glu

aeca
Thr

tat

aat
Asn

gat
Asp
330

Gly

990
Gly

ggt
Gly

caa
Qln

gta
val

cgt
Arg
ctg
233

Gly

tat

aat
Asn

caa
@ia

gas
aly
315

Asn

s
Tzp

Taa

gtt
val

ain
398

ate
Ila

teg

Trp
120

gat
Asp

oat
His

xR

Ala
300

133
Thz

eas
¥is

111

-1-1 %
Pro

cce
rxo
380

tak

gac
Asp
a8

gge
Gly

”l
Als

gt
Val

Lya

acy
295
tea
Sex

cte
Leu

A3&

SaR
aln
3¢8

gct

i%0

gtt gac

atg

Vel Asp Mat

gte cgg
Yal Tzp

gtg aaa
Val Lys

sat gac
Asn Asp
a0

atg age
Mot Bex

aat age
Asn Ser

gtt can
val Gin

aca cag
T Gln
Kk}

ks ata

Pro Leu
ko

geg ttt
val Phe

tae cgt
1ys Azg

Eat ggt

Tys Als Tyr Oly

guc tgg aca age
Gly Trp Thr Arg

tac

cat
Xia
49

aas
Gl

cta
Ten

gee
Ala

egt
320
cet
Pro

got
Ala

tac

Saa
aln

aga
ot d
400

sas
Glu
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1068
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gsa
Gly

gyt
Gly

gan
Glu

aat
Asn
465

gts
Val

<210> 4

ase
Aan

czR
Pro

gty
Val
430

fan
Gin

toe
T

<211> 485
<212> PRT
<213> Bacillus sp.

<400> 4

Ris

Val

Lys
Asp
&5

Thr
Ile
Phe
Gin
Phe
345
Ris

Ile

Asp

ges
Ala

ggt
Gly
438

tog
=P

gac
ABp

gtg
val

Ris
ro
Lav

@y
50
Leu

s
aln
Thy
Glu
i30
Pro
Phe
YY
@ln

s

e
Ser
420

aga
Gly

cAt
His

gg¢
aly

s

Asyp
ASn
Lys
38

Thr
aly
Ala
val
Blu
118
val

Gly

Lys

Amn
183
Bro

408

cae ceg
Biz ¥Fro

teca auna
8sx Lys

gac atg
ASp Met

tgy gga
TP Gly
470

cga tea
Arg ¢
483

An¢
ASD

tgg
Trp
ack
455

cae
His

dly Tbr han

Asp Gly
Asn Ala
Sexr Gln
Qlu Phe

%1u Lew
1]

Tyr Gly

100

Arg Val

Gexr Qly

Arg Gly

Oly Thr
158

Phe Azg

is¢

Gly Aen

Olu val

aly
Asn
Aan
70

Giu
Aap
Gln
Thr
150
Asp
Gly
TVY

lie
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tcs gga

410

ettt

ger Gly Leu

425

atg tat

¥at Tyv
440

ggs anc
Gly Asn

BEt &ttt
Phe Phe

gly Thy
Ris T»p

Ils Thy
40

Asp Val

3]

41in Lys

Arg Als
val val

Ala Val
130

Tyr Qin

135

aln Kis

Tep ASpP
Asp Gly
Asp Tyx

290
Asn Glu

gkt
Yal

ege
Azg

gee
val

Iie
ASH
a5

Ala
Gly
iy
Ile
Met
105
Glu
Ile

Gln

Lys
185
Leu

Lau

geca
Ala

gg¢
Gly

agt
Sex

aeg
Agn
475

et
10
Arg

Il

Thy
90

Asn
Vval

Glu

Berx
1748
Ala
Net

AST

age

cgt

gge
Gly
460

gge
Gly

Gle

Lew

TP
aly

val
75

Kis
Aan
Ala
#he

155
Arg

ate
lle

cayg
Gla
445

ack

ggo
@ly

His
Iie

Ala
{4

Avg

140
Lys

Glin

aty
Met
430
448
Lys

gre
val

tet
flexr

Phe

Asn

Trp Asp Trp
Tye Ala Asp

205

415

tot
Saxr

Als

Val

alu
AR
=1

4 2-]
Asp
Lya
Ala
adly
310
Aan
Gly
Axg
Ala
-5%]

380
val

gat
Asp

Gly

att
Ils

tec
Sex
488

Trp Asun
15
Ala Gln

Ala Trp
Leu Ty»

Tyr Gly
1]

Asn 4ly

L ]

Ala Asp

Arg hsn

e Asn

Tzp Tyx
160

Asn Axg
175

Val aep
Aap Met

Arg Tzp Gly Val Trp Tyr

12%¢6

1344

1392

1440

1458
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Ala
-} 1
Ilie
Thr
Gly
Fhe
Gly
308
Rig

8ly

8ly
Gin
e
Gln
Gly
Gly
Glu
A3n

465
val

<210> 5
<211>17
<212> PRT

20
Asn

Lys
aly
Ala
ABp
23%0
AsEn
3 - ]
alu
Ala
Asp
37’
Ile
Ria
Asn
Pro
Yal

450
Gln

Txp

<213> desconocido

<220>

Thr
#he
Lys

375
val

Len
Ser
p Y11
260
Glu

Prro

TYr Asp

Ber
Ala
The
1.3
Tvr
Asp
Asp
Ala
Gly
415
Txp
ASp

val

<223> Xaa=Leu, Val, Ile

<223> Xaa=lle, Leu

Bis
Leu

340
Ile

Pro

Ser
440
Gly

Sly

Lys

Phe
s45
Leu
Asn
Leau
Met
Ala
328
@lu
teu
aiy
Lau
e
4038
Ria
Ber

Asp

435

<223> Regién de cebador degenerado

<400> 5

Leu
230
Met

Phe

Mia
Arg
310
Val
Ber

hx

Xle

3%
Asp

Bro
Lys
Het

aly
470

ES 2322426 T3

218
Asp

Axyg
Ala
Lau

295
Asn

Trp

Thy
458
Bis

Gly Ile Thr Ala Xaa Trp Xas

1

<210> 6
<211>9

o1y
Asp
val
ger

280
Asn

val
&lu
360
Seyx
Als
TR
Sexr
Hetr
440
aly

Phe

rhe

T5p
Ala
285
Lysz
Leu
Ley
Val
din

348
Qln

Azg

@ly
428
Tyx

Phe

nen
250
Glu

Thr

Asp
330
aly
aly
aly
Gln
val
410
Leu
val
Azg
val

335
aly

yre
Asn
Gln
Gly
315

Aon

Tre

vald
Gin
395
Ile
Ala
§ly
Besr

Asn
475

i)
Asp

Kis

Ala
308
Thr
His
Phe
Pro

¥xo
k{ |

Tys
aly
Thr

Avg

Gly Thy Val

4860

Ala

val

Lya

215
Ser

Asp

Lys
Gln

365
1 o

Ala
Trp
Ils

ain
445

Val
Arg
Asn
a70
Met
AED
Val
Thr
Pre

k1 1.1
val

Tyr
Tyr
Thr
Hat

430
Lys

1ys
1y

ass
Asp

338

Phe
Axg
dly
Arg
415

Ser

Ala

™y

Gly Gly Ser Val

Him
240
Gin
Leu
Ala
[ {1 o
330
dro
Ala
yr
a@lin
09
olu
Asp
Gly
e

Sar
490
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ES 2322426 T3

<212> PRT

<213> desconocido

<220>
<223> regién de cebador degenerado

<223> Xaa=Gly, Ala
<223> Xaa=Val, Phe, Leu
<223> Xaa=Met, Leu, Ile, Phe

<400> 6

Val Tyr Xas Asp Xaa Val Xaa Asn His
1 5

<210> 7
<211> 10
<212> PRT

<213> desconocido

<220>
<223> Xaa=Phe, Ile

<223> Xaa=Phe, Leu, Ile, Val
<223> Xaa=Ala, Val
<223> Regién de Cebador Degenerado

<400> 7

Asp Gly Xaa Arg Xad Asp Ala Xaa Lys His

1 §

<210> 8
<211> 10
<212> PRT

<213> desconocido

<220>
<223> Regién de Cebador Degenerado

<223> Xaa=Phe, Ile
<223> Xaa=Phe, Leu, Ile, Val

<223> Xaa=Ala, Val
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ES 2322426 T3

<400> 8

Aep Sly Xaa Axg Xaa Asp Ala Xaa Lyas His
i 5 i

<210>9

<211> 8

<212> PRT

<213> desconocido

<220>
<223> Regién de Cebador Degenerado

<223> Xaa=Asp, Glu

<400> 9

val Thr Phe Val Xaz Asn His Asp
1 |

<210> 10

<211>6

<212> PRT

<213> desconocido

<220>
<223> Regién de Cebador Degenerado

<400> 10

@ly Trp Thr Arg &lu Gly
1 5

<210> 11

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 197 clonador de C

<400> 11
ccgagctcgg ccggetgggce cgtegactta tegtttcace catacgg

<210> 12
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

10

47
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ES 2322426 T3

<220>
<223> 197 clonador de N

<400> 12

cattctgcag cagcggegea tcacgatggg acgaacgg

11

38
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