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DESCRIPCION
Uso de esterasas para separar materiales plasticos.

La presente invenciéon se refiere a detergentes o productos de limpieza que contienen para-nitrobencilesterasas
(pPNB-esterasas) y a su uso en el acabado de fibras, sobre todo de tipo sintético, a los correspondientes procesos de
limpieza y purificacién, asi como a otras posibles aplicaciones técnicas. Especialmente se refiere al uso de pNB-
esterasas como proteccion contra el “pilling” (formacion de bolitas) o para disminuir o evitar su aparicidn, sobre todo
en tejidos, en particular de fibras sintéticas, concretamente de fibras de poliéster, asi como al uso de pNB-esterasas
para separar materiales plasticos, en particular compuestos de poliéster.

Las esterasas constituyen en general un grupo de enzimas hidroliticos con una gran variedad natural de substratos y
tipos de reaccion. La especificidad del substrato y la activacion enzimatica difiere respecto a las lipasas. De éstas es
sabido que se activan mediante la interfase lipido/agua antes de hidrolizar substratos insolubles en agua con acidos
grasos de cadena larga. Segun Arpigny (Arpigny, Jager, 1999 Biochem. J. 343, p. 177-183) hay que distinguir tres
clases de esterasas (EC 3.1.1): las auténticas lipasas (EC 3.1.1.3), las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) y varios tipos
de fosfolipasas. De todos modos las funciones fisiolégicas de muchas esterasas, como p.ej. las para-nitrobencil-
esterasas (pNB-esterasas), no se han aclarado hasta la fecha. Los enzimas esteroliticos se caracterizan usualmente
por poseer regiones conservadas que comprenden la triada catalitica y también por su capacidad de catalizar un
amplio espectro de reacciones. En unas condiciones de reaccion definidas cada hidrolasa tiene para un determinado
substrato una preferencia estérica especifica que puede designarse como su huella dactilar caracteristica. Las este-
rasas pueden usarse para hidrolizar enzimaticamente ésteres de acidos carboxilicos a sus correspondientes acidos
carboxilicos y alcoholes. También pueden emplearse para transesterificaciones y sintesis de ésteres. Su capacidad
de actuacién en sistemas tanto acuosos como no acuosos hace que las esterasas sean herramientas valiosas para
la sintesis organica. En este caso las esterasas tienen especial interés en la sintesis de productos enantiomérica-
mente puros.

Como condicién previa para el uso comercial de las esterasas es deseable disponer de mas informacién acerca de
las propiedades biocataliticas de las esterasas que catalizan la conversidn de compuestos organicos.

Como “pilling” se entiende la extraccion por friccion de fibrillas delgadas de tejidos o géneros de punto, las cuales se
enrollan formando bolitas (borra, nddulos) y luego solo quedan unidas a la superficie del tejido o malla mediante
unas pocas fibras sueltas. Cuando son de fibras sintéticas, estas pequefias bolitas estan firmemente adheridas a la
superficie del tejido. Por lo tanto se buscan soluciones que por una parte reduzcan los nédulos ya desarrollados
(desaglomeracion) y por otra protejan las fibras contra su formacién, a fin de evitar que aparezcan las antiestéticas
bolitas.

Es conocido el uso de celulasas para el acabado “anti-pilling” del algodén y de otras fibras o tejidos naturales. Sin
embargo las celulasas son poco adecuadas para tratar la formacion de nddulos o bolitas de fibras sintéticas, como
por ejemplo las de poliéster o las acrilicas.

Por consiguiente la presente invencion tenia por objeto encontrar nuevas vias que fueran apropiadas para contra-
rrestar el “pilling”, especialmente de fibras de poliéster o acrilicas, y/o para cortar o descomponer las estructuras de
tipo nodular en formacion. Otro objetivo era proporcionar nuevas esterasas, sobre todo para su uso en detergentes
y/o productos de limpieza.

Estos objetivos se logran mediante el uso de pNB-esterasas para el acabado de fibras, sobre todo de tipo sintético,
particularmente para el acabado “anti-pilling” en detergentes y productos de limpieza, asi como en agentes de aca-
bado de tejidos, sobre todo en productos para su tratamiento previo y/o posterior que contengan pNB-esterasas, en
procesos adecuados de acabado, limpieza y purificacion, y mediante el uso de pNB-esterasas en detergentes y
productos de limpieza, asi como en otras posibles aplicaciones técnicas. La presente invencion se refiere especial-
mente al uso de pNB-esterasas como proteccién contra el “pilling” (formacion de bolitas) o para disminuir o evitar su
aparicion, sobre todo en tejidos, en particular los de fibras sintéticas, concretamente de fibras de poliéster, asi como
al uso de pNB-esterasas para separar materiales plasticos, en particular compuestos de poliéster.

Cuando se evita el “pilling” o se reducen las bolitas formadas sobre las fibras, especialmente en los tejidos, la prenda
se hace mas confortable, debido ante todo a una mayor suavidad, y conserva por mas tiempo su buen aspecto.

Ademas se ofrecen detergentes y productos de limpieza apropiados y procesos idoneos de limpieza y purificacion,
asi como posibilidades de empleo para este tipo de esterasas.

La solucion estriba en el uso de para-nitrobencilesterasas (pNB-esterasas), sobre todo de aquellas que se pueden
obtener a partir de microorganismos, en concreto de bacterias, preferentemente de bacterias del género Bacillus.

Para usar en los productos de la presente invencion y en otras aplicaciones de la misma mencionadas mas adelante
son especialmente adecuadas las esterasas que, segun los métodos citados bajo 2.4 en el apartado de ejemplos,
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muestran una actividad especifica frente al substrato bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol de 0,1 hasta 30, preferi-
blemente de 0,6 hasta 20, especialmente de 0,7 hasta 15, con mayor preferencia de 0,9 hasta 10, sobre todo de 1
hasta 5, particularmente de 1,1 hasta 4, con mucha mayor preferencia de 1,5 hasta 3 (umoles de acido liberado)/
(min‘mg de enzima). Estas esterasas han resultado especialmente ventajosas al usarlas en los productos o aplica-
ciones y métodos de la presente invencion.

Son especialmente idéneas las esterasas con secuencias de aminoacidos idénticas a las indicadas en el protocolo
de secuencias como SEQ ID NO. 1, 2, 4, 6, 11-14, 20-26, al menos en un 50%, preferiblemente en un 60%, espe-
cialmente en un 70%, preferentemente en al menos un 80%, con especial preferencia en al menos un 90%, preferi-
blemente en un 95% y sobre todo en un 100%, u homodlogas de las mismas en al menos un 80%, preferiblemente en
al menos un 85%, con especial preferencia en al menos un 90%, preferentemente en al menos un 95% y sobre todo
en un 100%.

Se facilitan detergentes y productos de limpieza apropiados y procesos idéneos de limpieza y purificacion, asi como
posibilidades de empleo para este tipo de esterasas. Por ultimo se definen posibles aplicaciones técnicas para las
esterasas encontradas.

Para usar en los productos de la presente invencién y también en otras aplicaciones de la misma mencionadas mas
adelante son especialmente adecuadas las esterasas homologas de la secuencia proteica indicada como SEQ ID
NO. 12 en al menos un 50%, al menos un 55%, especialmente en al menos un 60%, preferiblemente en al menos un
65%, con especial preferencia en al menos un 70%, preferentemente en al menos un 75%, muy preferentemente en
al menos un 80%, con especial preferencia en al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un
99%, sobre todo un 100%.

Homologar es comparar una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos con la de genes o proteinas conocidos.
Se hace, por ejemplo, por alineamiento. El grado de homologia es un porcentaje de identidad como el que puede
determinarse, por ejemplo, siguiendo el método indicado por D. J. Lipman y W. R. Pearson en Science 227 (1985),
p. 1435-1441. Este dato puede referirse a toda la proteina o a la regién correspondientemente relacionada. Un con-
cepto de homologia mas amplio, la analogia, se refiere también a las variaciones conservadas, es decir aminoacidos
con una actividad quimica similar a la observada, pues dentro de la proteina suelen desarrollar actividades quimicas
parecidas. En el caso de los acidos nucleicos solo se conoce el porcentaje de identidad.

Por homologacién pueden deducirse de la secuencia de acido nucleico o de nucledtidos las funciones de regiones
individuales de la misma, asi como la actividad enzimatica de todo el enzima en cuestion. Las regiones homoélogas
de proteinas distintas son aquellas que tienen funciones comparables y pueden reconocerse por identidad o por
sustituciones conservadas en la secuencia principal de aminoacidos. Incluyen aminoacidos individuales, regiones
muy pequefas, llamadas cajas, formadas por pocos aminoacidos, hasta regiones de mayor longitud en la secuencia
de aminoacidos. Por tanto las funciones de las regiones homélogas también incluyen las funciones parciales mas
pequenas entre las ejercidas por la proteina integra, como por ejemplo la creacion de enlaces individuales de puente
de hidrégeno para complejar un substrato o formar un complejo de transicion. Otras regiones de la proteina que no
intervienen propiamente en la reaccion enzimatica pueden modificarse de manera cualitativa o cuantitativa. Ello se
refiere por ejemplo a la estabilidad del enzima, a la actividad, a las condiciones de reaccion o a la especificidad del
substrato.

El término esterasa se refiere a un enzima con actividad de esterasa o a una esterasa. Por lo tanto, ademas de las
funciones de los pocos restos de aminoacido que forman parte del centro cataliticamente activo también entran en
consideracion todas las funciones resultantes del efecto de toda la proteina restante, o de una o mas de sus partes,
en las regiones con auténtica actividad catalitica. En la presente invencién también se consideran como actividad
esterolitica aquellas funciones modificadoras o actividades parciales coadyuvantes de una reaccion de esterasa. A
dichas funciones auxiliares o actividades parciales pertenece por ejemplo la fijacién de un substrato, un producto
intermedio o final, la activacion o inhibicidn o intervencion reguladora de la actividad hidrolitica. También puede tra-
tarse, por ejemplo, de la formacién de un elemento estructural alejado del centro activo. La segunda condicién para
ser una proteina con actividad de esterasa, segun la presente invencién, es naturalmente que la accién quimica de
los restos propiamente activos, bien sola o por efecto adicional de las partes modificadoras, produzca una hidrélisis
de los enlaces éster. Asimismo es posible modificar cualitativa o cuantitativamente las actividades de otras esterasas
mediante una o mas partes de la proteina segun la presente invencion, por ejemplo. Esta influencia en otros factores
también se considera como actividad de esterasa. También son enzimas activos aquellas esterasas cuya actividad
es bloqueada en un momento determinado, por ejemplo mediante un inhibidor. Lo importante es su aptitud esencial
para la correspondiente reaccion de esterasa.

En el sentido de la presente invencidn las para-nitrobencil-esterasas son aquellos enzimas capaces de catalizar la
hidrolisis del para-nitrofenilacetato. Igualmente se prefieren todos los enzimas designados como para-nitrobencil-
esterasas en el banco de datos y se incluyen en las para-nitrobencil-esterasas de la presente invencion.

Se prefieren especialmente aquellas esterasas que, segun los métodos citados bajo 2.4 en el apartado de ejemplos,
muestran una actividad especifica frente al substrato bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol de 0,1 hasta 30, preferi-
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blemente de 0,6 hasta 20, especialmente de 0,7 hasta 15, con mayor preferencia de 0,9 hasta 10, sobre todo de 1
hasta 5, particularmente de 1,1 hasta 4, con mucha mayor preferencia de 1,5 hasta 3 ymoles de acido liberado/
min-mg de enzima. Estas esterasas han resultado especialmente Utiles al usarlas en los productos o aplicaciones y
métodos de la presente invencion.

Se prefieren especialmente las esterasas homodlogas de la secuencia proteica indicada como SEQ ID NO. 12 en al
menos un 50%, al menos un 55%, especialmente en al menos un 60%, preferiblemente en al menos un 65%, con
especial preferencia en al menos un 70%, preferentemente en al menos un 75%, muy preferentemente en al menos
un 80%, con especial preferencia en al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 99%. Se
prefiere sobre todo la esterasa segun la Seq ID n® 12 o fragmentos de esta esterasa, especialmente aquellos que
poseen actividad de esterasa. Estas esterasas presentan en particular una estabilidad sorprendentemente buena a
temperaturas y valores de pH elevados. Se encontré que estas esterasas eran estables o activas durante mucho
tiempo a valores de pH alcalinos, incluso a una temperatura igual o superior a 60°C.

Por lo tanto las esterasas de la presente invencion son especialmente idéneas para usar a pH alcalino y a tempera-
turas altas, particularmente en detergentes para lavado en caliente, que suelen dar un pH alcalino, y sobre todo en
detergentes de ropa blanca (temperatura de lavado 95°C).

En el sentido de la presente invencion todos los enzimas, proteinas, fragmentos, proteinas de fusién y derivados se
incluyen en el término general proteinas, a no ser que deban citarse explicitamente como tales.

Como rendimiento de un enzima se entiende su eficacia en el ambito técnico considerado, preferiblemente en el
marco de un agente expresamente desarrollado. Se basa en la propia actividad enzimatica, pero ademas depende
de otros factores relevantes para el correspondiente proceso, como por ejemplo la estabilidad, la unién al substrato,
la interaccion con el material soporte del substrato o con otros ingredientes, y sobre todo de las sinergias.

En el sentido de la presente solicitud de patente, poder de lavado o poder detergente de un producto de limpieza se
refiere al efecto que el producto en cuestidon produce en los articulos sucios, por ejemplo en tejidos u objetos con
superficies duras. Se evalua la contribucidon de cada componente de dicho producto, por ejemplo de cada enzima, al
poder de lavado o poder detergente de todo el detergente o producto de limpieza, pues de las caracteristicas en-
zimaticas de un enzima no puede deducirse sin mas su contribucion al poder detergente de un producto. Aqui jue-
gan otros factores como por ejemplo la estabilidad, la union al substrato, la union al objeto lavado o las interacciones
con otros ingredientes del detergente o del producto de limpieza, sobre todo las sinergias, durante la eliminaciéon de
la suciedad.

La presente invencion se basa en el conocimiento de que las p-nitrobencilesterasas, en particular aquellos enzimas
que se hallan de forma natural en bacterias, sobre todo del género Bacillus, particularmente de las especies Bacillus
licheniformis y subtilis, son adecuadas para disminuir o evitar la formacién de nédulos (“pilling”) sobre fibras textiles o
tejidos.

Los poliésteres son polimeros cuyos eslabones estan unidos mediante enlaces éster. Los homopoliésteres pueden
dividirse en dos grupos segun su estructura quimica, los tipos de acido hidroxicarboxilico (poliéster AB) y los tipos de
acido dihidroxidicarboxilico (poliéster AA-BB). Los primeros se obtienen a partir de un solo mondmero p.ej. por poli-
condensacion de un acido w-hidroxicarboxilico o polimerizacién de un éster ciclico (lactona) por apertura del anillo.
En cambio los ultimos se forman por policondensacion de dos mondémeros complementarios, p.ej. un diol y un acido
dicarboxilico. Se obtienen poliésteres ramificados y reticulados mediante la policondensacion de alcoholes tri- o
polifuncionales con acidos carboxilicos polifuncionales. A los poliésteres también pertenecen genéricamente los
policarbonatos (poliésteres del acido carbdnico). Los poliésteres del tipo AB (I) son, entre otros, acidos poliglicolicos
(poliglicolidos, R = CHy), acidos polilacticos (polilactidas, R = CH-CH3), poli(acidof -hidroxibutirico) [poli(acido 3-
hidroxibutirico, R = CH(CHj3)-CH_], poli-e-caprolactonas [R = (CHy)s] y acidos polihidroxibenzoicos (R = CgHa4).

Los poliésteres del tipo AA-BB (Il) puramente alifaticos son policondensados de dioles y acidos dicarboxilicos alifati-
COs que, entre otras aplicaciones, se usan como productos con grupos h|dr0X|Io terminales (como polidioles) para
preparar poliésteres poliuretanicos [p.ej. politetrametilenadipato, R'=R? = (CHy)4]. Cuantitativamente tienen gran
importancia industrial los poliésteres del tlpo AA-BB formados por dioles alifaticos y amdos dicarboxilicos aromaticos,
sobre todo los pollalqwlentereftalatos [R = CgHg4, siendo el polletllentereftalato (PET) R'= = (CHy)2, el polibutilenteref-
talato (PBT) R'= = (CH2)s y el poli(1,4-ciclohexandimetilen-tereftalato (PCDT) R' = CH2-CeH1o- -CHy] los mas represen-
tativos. Las propiedades de estos tipos de poliéster se pueden modificar y adaptar ampliamente a distintos campos
de aplicacion, usando en la policondensacion otros acidos dicarboxilicos aromaticos (p.ej. acido isoftalico) o mezclas
de dioles.

Son poliésteres aromaticos puros los poliarilatos, a los cuales pertenecen Ios poli(acido 4- h|dr0X|ben20|co) (férmula |,
R = CgHs), los policondensados de bisfenol A y &cidos ftalicos (formula I, R' = CgHsC(CHs)2CeHa, R? = CHa) 0 tam-
bién los de bisfenoles y fosgeno).

Ademas de los poliésteres saturados ya citados también se pueden preparar poliésteres insaturados partiendo de
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acidos dicarboxilicos insaturados, los cuales, como resinas de poliéster, concretamente de poliéster insaturado (UP),
han adquirido gran importancia técnica.

En la naturaleza también se encuentran poliésteres, como los formados por acidos hidroxicarboxilicos (por ejemplo:
dépsidos y depsipéptidos). El acido poli3 -hidroxibutirico) sirve como sustancia de reserva en muchas bacterias. Las
abejas minadoras producen poliésteres a partir de los acidos 18-hidroxioctadecanoico y 20-hidroxieicosanoico para
revestir sus nidos.

Las pNB-esterasas se caracterizan por proporcionar una proteccion especialmente buena de las fibras textiles contra
la formacién de bolitas.

Son para-nitrobencilesterasas (p-nitrobencilesterasas, pNB-esterasas, EST-B) especialmente apropiadas en el sen-
tido de la presente invenciéon enzimas como los descritos en las solicitudes de patente US 5,468,632, US 5,906,930,
US 5,945,325, EP 0549264.

También se prefiere especialmente el uso de para-nitrobencilesterasas con una secuencia de aminoacidos que sea
idéntica de la indicada en SEQ ID NO. 1, 2, 4, 6, 11-14 o0 20-25 al menos en un 50%, preferiblemente en al menos
un 60%, especialmente en al menos un 70%, al menos en un 80%, al menos en un 85%, al menos en un 86%, al
menos en un 87%, al menos en un 88%, al menos en un 89%, al menos en un 90%, al menos en un 91%, al menos
en un 92%, al menos en un 93%, al menos en un 94%, al menos en un 95%, al menos en un 96%, al menos en un
97%, al menos en un 98%, al menos en un 99%, al menos en un 95% o en un 100% y/u homdloga de la misma %, al
menos en un 80%, al menos en un 85%, al menos en un 86%, al menos en un 87%, al menos en un 88%, al menos
en un 89%, al menos en un 90%, al menos en un 91%, al menos en un 92%, al menos en un 93%, al menos en un
94%, al menos en un 95%, al menos en un 96%, al menos en un 97%, al menos en un 98%, al menos en un 99%, al
menos en un 95% o en un 100%.

Se prefieren especialmente aquellas p-nitrobencilesterasas que son idénticas en un 95%, con especial preferencia
en un 98%, sobre todo en un 100%, a las secuencias de aminoacidos indicadas (1, 2, 4, 6, 11-14, 20-25).

En este caso se prefieren aquellas esterasas que segun los métodos citados bajo 2.4 en el apartado de ejemplos,
muestran una actividad especifica frente al substrato bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol de 0,1 hasta 30, preferi-
blemente de 0,6 hasta 20, especialmente de 0,7 hasta 15, con mayor preferencia de 0,9 hasta 10, sobre todo de 1
hasta 5, particularmente de 1,1 hasta 4, con mucha mayor preferencia de 1,5 hasta 3 (umoles de acido liberado)/
(min-mg de enzima). Estas esterasas han resultado especialmente ventajosas al usarlas en los productos o aplica-
ciones y métodos de la presente invencion.

Se prefieren especialmente aquellas esterasas que son homdlogas de la secuencia proteica indicada como Seq. ID
n® 12 en al menos un 50%, %, al menos en un 55%, especialmente en al menos un 60%, preferentemente en al
menos un 65%, con especial preferencia en al menos un 70%, preferiblemente en al menos un 75%, sobre todo en
un 80%, con especial preferencia en al menos un 85%, al menos en un 90%, al menos en un 95%, al menos en un
99%, sobre todo en un 100%.

Otro objeto de la presente invencién es el uso de p-nitrobencilesterasas para separar polialquilentereftalatos, en
concreto polietilentereftalatos (abreviados PET o PETE).

Las esterasas también pueden emplearse para separar o descomponer plasticos, sobre todo poliésteres y/o plastifi-
cantes contenidos en los plasticos. En los plasticos se utilizan frecuentemente ftalatos como plastificantes, a fin de
mejorar sus propiedades para la transformacion y el uso.

La presente invencion se refiere a la separacion parcial o total de piezas de moldeo, materiales textiles, revestimien-
tos, uniones adhesivas o espumas de polimeros biolégicamente degradables con enzimas. Sobre todo se refiere a la
degradacion enzimatica de poliésteres. EI método para descomponer polimeros se puede llevar a cabo de varias
maneras:

El polimero se afiade a la solucidon acuosa enzimética. El polimero biolégicamente degradable puede afadirse en
forma de film, lamina o granulado. Las piezas moldeadas pueden afiadirse tal cual o trituradas. Los materiales reves-
tidos o adheridos o los materiales recubiertos o pegados con polimeros biolégicamente degradables, como, por
ejemplo, papel o cartén y papel o carton revestido, pueden incorporarse enteros o triturados a la solucion enzimatica.

Asimismo, la solucién acuosa enzimatica puede aplicarse o proyectarse por pulverizacién sobre el revestimiento o
pieza moldeada que debe descomponerse.

Segun la presente invencion el método descrito de descomposicion enzimatica de polimeros bioldgica y enzimatica-
mente degradables y las mezclas elaboradas con los mismos se puede emplear, por ejemplo, para la inclusion de
sustancias quimicas, principios activos, hormonas, agentes auxiliares, enzimas, microorganismos, semillas vegetales
(p-ej. en capsulas y microcapsulas) y su liberacion controlada mediante el uso de enzimas.
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Asi pues, aplicando el método de la presente invencidn, p.ej. en plantas procesadoras de basura, el medioambiente
se puede librar rapidamente de polimeros biolégicamente degradables o de sus mezclas.

Para ello se prefieren especialmente aquellas esterasas que segun los métodos citados bajo 2.4 en el apartado de
ejemplos, muestran una actividad especifica frente al substrato bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol de 0,1 hasta 30,
preferiblemente de 0,6 hasta 20, especialmente de 0,7 hasta 15, con mayor preferencia de 0,9 hasta 10, sobre todo
de 1 hasta 5, en particular de 1,1 hasta 4, con mucha mayor preferencia de 1,5 hasta 3 (umoles de acido liberado)/
(min-mg de enzima). Estas esterasas han resultado especialmente ventajosas al usarlas en los productos o aplica-
ciones y métodos de la presente invencion.

Se prefieren especialmente aquellas esterasas que son homdlogas de la secuencia proteica indicada como Seq. ID
n® 12 en al menos un 50%, %, al menos en un 55%, especialmente en al menos un 60%, preferentemente en al
menos un 65%, con especial preferencia en al menos un 70%, preferiblemente en al menos un 75%, sobre todo en
un 80%, con especial preferencia en al menos un 85%, al menos en un 90%, al menos en un 95%, al menos en un
99%, sobre todo en un 100%. También se prefieren especialmente aquellas mutaciones del enzima indicado como
SEQ ID NO. 12 que mejoran aun mas el efecto segun la presente invencion.

La secuencia nucleétida de una esterasa de Bacillus subtilis (17A1) utilizable segun la presente invencién esta indi-
cada en el protocolo de secuencias de la presente solicitud como SEQ ID NO. 3. Comprende 1470 pb. La secuencia
aminoacida derivada de ésta se indica en SEQ ID NO. 1. Comprende 489 aminoacidos, seguidos de un codon de
parada.

La secuencia nucledtida de una esterasa de Bacillus licheniformis (19C5) utilizable segun la presente invencién esta
indicada en el protocolo de secuencias de la presente solicitud como SEQ ID NO. 4. Comprende respectivamente
1470 pb. La secuencia aminoacida derivada de la misma se indica en SEQ ID NO. 2. Comprende 489 aminoacidos,
seguidos de un codon de parada.

Por sus reconocibles coincidencias y su relacion con las otras esterasas sefaladas dichas esterasas pueden consi-
derarse como p-nitrobencilesterasas.

Por lo tanto un objeto especial de la presente invencion es el uso conforme a la misma de una esterasa con una
secuencia aminoacida idéntica a las indicadas en SEQ ID NO. 1, 2, 5 0 6, al menos en un 70%.

Es mas preferible el uso de aquellas esterasas cuya secuencia aminoacida es idéntica a las indicadas en SEQ ID
NO. 1, 2, 5 0 6, sobre todo 1 0 2, respectivamente en un 72%, 74%, 76%, 78%, 80%, 82%, 84%, 85%, 86%, 88%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% y 100%. Es de esperar que sus propiedades sean crecien-
temente analogas a las de las esterasas encontradas.

La forma de ejecucion mas preferida de este objeto de la presente invencion es el empleo de una esterasa cuya
secuencia aminoacida sea totalmente idéntica a las indicadas en SEQ ID NO. 1, 2, 5 0 6.

En este caso se trata de la nueva esterasa de Bacillus subtilis o licheniformis hallada y disponible por la presente
invencion.

Estas esterasas no se conocen en el estado técnico actual. Tal como se indica en los ejemplos se pueden aislar,
producir y utilizar. Ademas se caracterizan porque, cuando se usan en un medio adecuado, su rendimiento se
aproxima o incluso aventaja al de los enzimas arraigados para tal fin.

Como punto de partida para el desarrollo de esterasas de uso industrial en detergentes puede servir un enzima
natural de origen microbiano, que luego puede optimizarse mediante métodos mutagénicos conocidos, como por
ejemplo mutagénesis puntual, fragmentacion, delecién, insercidn o fusiéon con otras proteinas o partes de proteinas u
otras modificaciones segun la aplicacién deseada. Estas optimizaciones pueden ser, por ejemplo, adaptaciones a la
influencia de la temperatura, a oscilaciones del pH, a condiciones redox y/o a otros factores relevantes para el sector
técnico de aplicacion. Es deseable, por ejemplo, una mejora de la estabilidad a la oxidacion, de la resistencia a los
agentes desnaturalizantes o a la descomposicion proteolitica, a las temperaturas altas, a medios acidos o fuerte-
mente alcalinos, una disminucién de la actividad inmunogénica o del efecto alérgeno.

Los métodos mutagénicos se basan en una de las correspondientes secuencias nucledtidas, indicadas en SEQ ID
NO. 3, 4, 7 u 8, o en secuencias nucleétidas suficientemente similares a ellas. Los correspondientes métodos de
biologia molecular estan descritos en el estado técnico, por ejemplo en manuales como el de Fritsch, Sambrook y
Maniatis “Molecular cloning: a laboratory manual”, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Nueva York, 1989. Una
forma de ejecucion preferida consiste en usar todas las proteinas enumeradas hasta ahora, las cuales se caracteri-
zan por haberse obtenido mediante derivacion adicional.

Como derivados se entienden las proteinas resultantes de modificar adicionalmente las mencionadas proteinas.
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Estas modificaciones pueden influir por ejemplo en la estabilidad, en la especificidad del substrato o en la fuerza de
union al mismo, o en la actividad enzimatica. También pueden servir para disminuir la capacidad inmunogénica o
alérgena de la proteina, aumentando asi, por ejemplo, su compatibilidad con la piel.

Estos procesos de derivacion pueden ser por ejemplo bioldgicos, tal vez relacionados con la sintesis proteica del
organismo huésped productor. En tal caso cabe destacar los acoplamientos de compuestos de bajo peso molecular,
como lipidos u oligosacaridos.

No obstante los procesos de derivacion también pueden ser quimicos, como es el caso de la transformacién quimica
de una cadena lateral o la unién covalente de otro compuesto, por ejemplo macromolecular, a la proteina. Asi, por
ejemplo, es posible acoplar aminas a grupos carboxilo de un enzima, para variar su punto isoeléctrico. Se pueden
fijar, por ejemplo, macromoléculas de tipo proteico a proteinas de la presente invencién, mediante compuestos qui-
micos mas o menos bifuncionales. Por ejemplo, una proteina de la presente invencion se puede dotar de un dominio
de fijacion mediante un conector. Estos derivados son especialmente adecuados para los detergentes o productos
de limpieza. De modo anélogo a la patente WO 00/01831 también pueden unirse inhibidores de esterasas mediante
conectores, en concreto aminoacidos conectores, a las proteinas de la presente invencion. Los acoplamientos con
otros compuestos macromoleculares, como por ejemplo polietilenglicol, mejoran otras propiedades de la molécula
como la estabilidad o la compatibilidad con la piel.

En un sentido mas amplio, también pueden considerarse derivados de las proteinas de la presente invencién los
preparados de estos enzimas. Segun su proceso de obtencidn, elaboracidn o preparacién una proteina va asociada
con diversas sustancias, procedentes por ejemplo del cultivo de los microorganismos productores. Una proteina
también puede estar mezclada selectivamente con ciertas sustancias, por ejemplo, para aumentar su estabilidad.
Por tanto cualquier preparado de una proteina de la presente invencién se incluye en ésta, independientemente del
hecho de que en un determinado preparado despliegue o no esta actividad enzimatica, pues puede ser conveniente
que tenga poca o ninguna actividad durante el almacenamiento y solo ejerza su funcién estereolitica en el momento
del uso, lo cual puede regularse, por ejemplo, mediante sustancias auxiliares adecuadas.

Una forma de ejecucion preferida consiste en utilizar todas las proteinas mencionadas hasta ahora, con la carac-
teristica adicional de estar estabilizadas.

Asi se aumenta su estabilidad durante su almacenamiento y/o uso, por ejemplo durante el proceso de lavado, con lo
cual se prolonga y refuerza su accion. La estabilidad de las esterasas de la presente invencion se puede aumentar,
por ejemplo, acoplandolas a polimeros. Para ello es necesario unir las proteinas a tales polimeros, mediante una
etapa de acoplamiento quimico, antes de utilizarlas en los medios correspondientes.

Se prefieren las estabilizaciones por mutagénesis puntual de la propia molécula, porque no requieren ninguna ope-
racion adicional tras la obtencién de la proteina. En el estado técnico se conocen algunas mutaciones puntuales
adecuadas para ello.

Otras posibilidades son por ejemplo:
- la sustitucion de determinados restos de aminoacido por prolina,
- la introduccién de grupos polares o cargados en la superficie de la molécula.

Otra posibilidad de estabilizacién frente a temperaturas altas y a la accién de los tensioactivos consiste en sustituir
los aminoacidos situados del extremo N-terminal por aquellos que entran en contacto con el resto de la molécula
mediante interacciones no covalentes, contribuyendo asi a mantener la estructura globular.

Las formas de ejecucion preferidas son aquellas en que la molécula esté estabilizada de varias maneras. Se puede
partir del hecho de que varias mutaciones estabilizadoras tienen un efecto aditivo.

En una forma de ejecucion preferida se usan aquellas proteinas mencionadas hasta ahora que se caracterizan por la
posibilidad de ser obtenidas de una fuente natural, sobre todo de un microorganismo.

Se puede tratar, por ejemplo, de hongos o bacterias unicelulares, pues en la mayoria de los casos son mas faciles
de conseguir y manipular que los organismos pluricelulares o que los cultivos celulares de metazoos, aunque éstos
pueden ser una buena opcién para formas de ejecucion especiales y por tanto no deben excluirse por principio del
objeto de la presente invencion.

Es posible que los productores naturales generen un enzima segun la presente invencion, pero en las condiciones
antes citadas solo lo expresaran y/o cederan en pequefa medida al medio circundante. Pero esto no excluye que se
puedan determinar experimentalmente unas condiciones ambientales apropiadas u otros factores, cuyo efecto favo-
rezca una produccién econdmicamente rentable de la proteina de la presente invencion. Un mecanismo regulador
de este tipo se puede usar selectivamente para la produccién biotecnoldgica. Si ello tampoco es factible, siempre
pueden servir para aislar el gen correspondiente.
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Entre ellas se prefieren especialmente las procedentes de bacterias gram-positivas, ya que éstas no poseen ninguna
membrana externa y por tanto ceden inmediatamente las proteinas secretadas al medio circundante.

Se prefieren sobre todo las procedentes de bacterias gram-positivas del género Bacillus.

Las esterasas de Bacillus presentan a priori buenas propiedades para diversas aplicaciones técnicas, entre ellas
cierta estabilidad a temperatura elevada y a los agentes oxidantes o desnaturalizantes. Ademas las mayores expe-
riencias en cuanto a produccion biotecnolégica se han realizado con enzimas microbianos, en lo que respecta por
ejemplo a la construccion de vectores de clonacion ventajosos, a la seleccion de células huésped y condiciones de
crecimiento o a la evaluacion de riesgos, como por ejemplo el poder alergénico. Asimismo, como microorganismos
productores de rendimiento especialmente elevado, los bacilos estan implantados en los procesos industriales. La
experiencia acumulada de que se dispone para la preparacion y el uso de estos enzimas también favorece su poste-
rior desarrollo segun la presente invencion, sobre todo, por ejemplo, en lo referente a su compatibilidad con otros
compuestos quimicos, como por ejemplo los ingredientes de los detergentes o productos de limpieza.

Entre las especies de Bacillus se prefieren a su vez el Bacillus subtilis o el licheniformis.

De ambas se obtuvieron originalmente las formas de ejecucion de los enzimas de la presente invencién. Las corres-
pondientes secuencias estan indicadas en el protocolo de secuencias. De estas o parecidas cepas se pueden obte-
ner las variantes arriba descritas, sobre todo empleando métodos estandar de biologia molecular como por ejemplo
PCR y/o métodos de mutagénesis puntual ya conocidos.

Como células huésped para la expresion proteica de esterasas utilizables segun la presente invencion sirven en
principio todos los organismos no humanos, es decir procariotas, eucariotas o ciandfitos. Se prefieren las células
huésped faciles de manipular genéticamente por lo que se refiere, por ejemplo, a la transformacién con el vector de
expresion, a su implantacion estable y a la regulacion de la expresion, por ejemplo hongos o bacterias unicelulares.
Ademas las células huésped preferidas se caracterizan por su facilidad de manipulaciéon microbiolégica y biotecnolo-
gica, es decir, por ejemplo, facilidad de cultivo, elevados indices de crecimiento, pequefias exigencias en cuanto a
medios de fermentacion y buenos niveles de produccion y secrecion de proteinas extrafias. Preferentemente se
eligen cepas de laboratorio orientadas a la expresion, que pueden adquirirse en el comercio o a través de bancos de
cepas que son accesibles. Asi, tedéricamente, cada proteina de la presente invencion puede obtenerse a partir de un
gran numero de organismos huésped. Dada la gran cantidad de distintos sistemas disponibles segun el estado
técnico, los sistemas Optimos de expresion deben averiguarse experimentalmente para cada caso. Las bacterias
preferidas como células huésped son las de tipo gram-positivo, particularmente las pertenecientes al género Baci-
llus, muy especialmente de las especies Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis o Bacillus alcalophilus.

Son ejemplos de eucariotas adecuados los hongos actinomicetos o levaduras de los géneros Saccharomyces o
Kluyveromyces, asi como sistemas de expresién a base de hongos termdfilos. Estos son especialmente apropiados
para la expresion de variantes resistentes a la temperatura. Entre las modificaciones producidas por los sistemas
eucarioticos, sobre todo en relacién con la sintesis proteica, cabe citar por ejemplo la fijacion de compuestos de bajo
peso molecular como anclajes de membrana u oligosacaridos. Estas modificaciones con oligosacaridos pueden ser
convenientes para disminuir el potencial alérgeno, por ejemplo. También puede ser ventajosa una coexpresion con
los enzimas generados de manera natural por dichas células.

Los métodos de preparacion de una proteina segun la presente invencion son objeto independiente de la misma.

Por tanto se reivindica cualquier método de preparacion de una proteina arriba descrita de la presente invencion, o
de un fragmento proteico, proteina de fusién o derivado de la misma, mediante el uso de un acido nucleico arriba
descrito segun la presente invencion y/o de un vector arriba descrito segun la presente invencion y/o de una de las
células arriba descritas segun la presente invencion.

Como ejemplo pueden citarse aquellos procedimientos quimicos de sintesis que desde el punto de vista econémico
son especialmente ventajosos para fragmentos mas cortos.

En cambio, por otra parte, se prefieren todos los métodos preparativos de biologia molecular, microbiolégicos o
biotecnoldgicos, establecidos en el estado técnico y ya mencionados arriba en algunos aspectos. De acuerdo con
ello, usando métodos de biologia molecular de por si conocidos pueden sintetizarse oligonucleétidos y oligopéptidos
- hasta completar genes y proteinas - correspondientes a las secuencias de ADN y aminoacidos arriba sefialadas,
las cuales pueden tomarse, por ejemplo, del protocolo de secuencias, preferentemente de las correspondientes a
SEQ ID NO. 1, 2, 5 e incluso 6.

Los detergentes o productos de limpieza caracterizados por contener una proteina de la presente invencion como la
descrita arriba son objeto independiente de la presente invencion.

Todos los tipos de detergentes o productos de limpieza, especialmente mezclas, recetas, soluciones, etc., cuyas
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posibilidades de aplicacion mejoren con la adicién de una de las proteinas de la presente invencion arriba descritas
se incluyen en el alcance de la proteccion de la presente invencion. Segun el sector de aplicaciéon puede tratarse por
ejemplo de mezclas solidas, por ejemplo polvos con proteinas liofilizadas o encapsuladas, o de productos liquidos o
en forma de gel. Las recetas preferidas contienen por ejemplo sustancias tampon, estabilizantes y/o complementos
reactivos con las esterasas y/u otros ingredientes sinérgicos con las esterasas.

Este objeto de la presente invencién comprende todos los tipos imaginables de detergentes, tanto los concentrados
como los productos que se usan sin diluir, a escala comercial, en lavadoras o en el lavado y limpieza manual. Como
ejemplo cabe mencionar los productos de limpieza para tejidos, moquetas o fibras naturales, que segun la presente
invencion reciben el nombre de detergentes. También, por ejemplo, los productos lavavajillas o los detergentes o
limpiadores manuales para superficies duras como metal, vidrio, porcelana, ceramica, baldosas, piedra, superficies
pintadas, plasticos, madera o cuero, los cuales segun la presente invencion reciben el nombre de detergentes. Cual-
quier detergente o producto de limpieza constituye una forma de ejecucion de la presente invencion, siempre que
esté enriquecido con una proteina de la presente invencion o un fragmento proteico, proteina de fusion o derivado
segun la presente invencion.

Las formas de ejecucion de la presente invencidn comprenden todas las formas de suministro de los detergentes o
productos de limpieza convenientes o establecidas en el estado técnico, entre ellas, por ejemplo, productos sélidos,
en polvo, liquidos, geles o pastas, dado el caso también en varias fases, comprimidos o no; incluyendo asimismo,
por ejemplo, exudados, granulados, tabletas o saquitos, envasados en recipientes grandes o en porciones.

En una forma de ejecucion preferida los detergentes o productos de limpieza de la presente invencién contienen las
proteinas de la presente invencion arriba descritas o utilizables segun la presente invencion en una cantidad com-
prendida entre 0,0001 ug y 480 mg, preferiblemente entre 0,005 pg y 420 mg, con especial preferencia entre 0,02 ug
y 360 mg, sobre todo entre 0,05 ug y 240 mg por gramo de producto.

Ademas de una proteina de la presente invencién un detergente o producto de limpieza segun la presente invencion
contiene, si es preciso, otros ingredientes como estabilizadores enzimaticos, tensioactivos, p.ej. no idnicos, anidnicos
y/o anféteros, y/o blanqueadores y/o potenciadores, asi como otros componentes usuales que se detallan a conti-
nuacion.

Entre los ingredientes habituales de los detergentes o productos de limpieza también se cuentan en general los
enzimas de accion detergente o limpiadora.

Por lo tanto los detergentes o productos de limpieza que ademas de una proteina de la presente invencién arriba
descrita se caracterizan por un contenido adicional de enzimas son formas de ejecucion preferida de la presente
invencion. Entre estas enzimas adicionales cabe citar otras esterasas, proteasas amilasas, celulasas, hemicelulasas
como por ejemplo B-glucanasas, 6xidorreductasas como por ejemplo lacasas, cutinasas y/o lipasas, pero también
esterasas y todos los demas enzimas descritos en el estado técnico para este sector de aplicacion.

Los enzimas como proteasas, amilasas, lipasas o celulasas se emplean desde hace décadas como componentes
activos en detergentes o productos de limpieza. Su respectiva contribucion al rendimiento del detergente o producto
de limpieza en cuestion es, en el caso de las proteasas, la capacidad de descomponer impurezas que contengan
proteinas; en el caso de las amilasas la descomposicidon de impurezas que contengan almidones y en el caso de las
lipasas la disociacion de las grasas. Ademas de por su capacidad de eliminar la suciedad, es decir por su poder
detergente o limpiador primario, las celulasas se utilizan preferiblemente en detergentes, sobre todo por su aporte al
poder limpiador secundario de un detergente y por su accién sobre las fibras textiles. Los respectivos productos de
hidrélisis son atacados, disueltos, emulsionados o suspendidos por los demas componentes del detergente o pro-
ducto limpiador o debido a su mayor solubilidad son arrastrados por el agua de lavado, con cual se producen venta-
josamente efectos sinérgicos entre los enzimas y los demas ingredientes.

Las proteasas pueden tener sobre las fibras naturales, especialmente sobre lana o seda, tener un efecto comparable
al de la contribucién de las celulasas al poder limpiador secundario de un detergente. Por su accién sobre la estruc-
tura superficial de dichos tejidos pueden ejercer un efecto alisador sobre el material y, por lo tanto, contrarrestar el
afieltrado.

Otros enzimas multiplican el poder detergente de los respectivos productos por su correspondiente rendimiento
enzimatico especifico. Entre éstos se cuentan por ejemplo hemicelulasas como laf -glucanasas, 6xidorreductasas
como las lacasas o enzimas que disuelven la pectina, los cuales se usan concretamente en detergentes especiales.

Para usar en los detergentes o productos de limpieza de la presente invencion entran primero en consideracion los
enzimas obtenidos a partir de microorganismos como bacterias u hongos. Se producen del modo conocido mediante
procesos de fermentacion con microorganismos adecuados.

Una proteina de la presente invencion y/u otras proteinas incluidas se pueden proteger con estabilizadores, por
ejemplo contra la desnaturalizacion, la descomposicion o la inactivacion causada por factores fisicos, por oxidacion o
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por disociacion proteolitica, sobre todo durante el almacenamiento. Esto es valido para todos los productos de la
presente invencion, sobre todo para detergentes o productos de limpieza.

Un grupo de estabilizadores lo constituyen los inhibidores de proteasa reversibles, los cuales se disocian al diluir el
producto en el agua de lavado. El hidrocloruro de benzamidina y la leupeptina se han introducido para este uso. A
menudo se usa bérax, acidos boricos, acidos bordnicos o sus sales o ésteres y entre ellos, sobre todo, derivados
con grupos aromaticos, acidos fenilborénicos orto-, meta- y para-sustituidos, asi como sus sales o ésteres. Los pep-
tidoaldehidos, es decir oligopéptidos con el extremo C reducido y en concreto de 2 - 50 mondmeros, se utilizan para
la inhibicion reversible de la proteasas en los detergentes y productos de limpieza. A los inhibidores peptidicos de
proteasa reversibles pertenece entre otros el ovomucoide. Por ejemplo, se pueden usar inhibidores peptidicos rever-
sibles especificos de la proteasa subtilisina en medios que contengan proteasas y proteinas de fusion de proteasa e
inhibidor adecuadas.

Otros estabilizadores enzimaticos son aminoalcoholes como mono-, di-, trietanol- y —propanolamina y sus mezclas,
acidos carboxilicos alifaticos de hasta C42, como el acido succinico, otros acidos dicarboxilicos o sales de dichos
acidos. En el estado técnico se revelan para esta finalidad amidoalcoxilatos de acidos grasos con grupos terminales
cerrados. Algunos acidos organicos empleados como potenciadores también tienen la capacidad de estabilizar un
enzima contenido en el producto.

Otros estabilizadores enzimaticos usados con frecuencia son alcoholes alifaticos inferiores, pero sobre todo polioles
como, por ejemplo, glicerina, etilenglicol, propilenglicol o sorbita. También se usan sales de calcio, como por ejemplo
el acetato o el formiato calcico, y sales de magnesio.

Los oligémeros de poliamida o compuestos poliméricos como la lignina, copolimeros vinilicos hidrosolubles o éteres
de celulosa, polimeros acrilicos y/o poliamidas estabilizan el preparado enzimatico contra factores fisicos u oscila-
ciones de pH, entre otros. Los polimeros que contienen poliamina-N-Oxido actuan a la vez como estabilizadores
enzimaticos e inhibidores del destefido. Otros estabilizadores poliméricos son los polioxialquilenos Cg-C+s lineales.
Los alquilpoliglicosidos podrian estabilizar los componentes enzimaticos del producto de la presente invencién e
incluso incrementar su rendimiento. Los compuestos nitrogenados reticulados cumplen una doble funcién como
agentes de liberacidon de suciedad y como estabilizadores enzimaticos. En una mezcla con otros estabilizadores un
polimero no idnico hidréfobo estabiliza una celulasa y por tanto estos u otros componentes analogos también serian
adecuados para el enzima principal de la presente invencion.

Los reductores y los antioxidantes aumentan la estabilidad de los enzimas frente a la degradacion oxidativa. Son
conocidos los reductores que contienen azufre. Otros ejemplos son el sulfito sddico y los azucares reductores.

En muchos casos también se utilizan combinaciones de estabilizadores, por ejemplo de polioles, acido bérico y/o
bdrax, la combinacion de acido bérico o borato, sales reductoras y acido succinico u otros acidos dicarboxilicos o la
combinacién de acido boérico o borato con polioles o compuestos poliaminicos y con sales reductoras. El efecto de
los estabilizadores péptido-aldehidicos se incrementa mediante la combinacién con acido bérico y/o derivados del
mismo y aun mas con el uso de iones calcio.

Los productos con las actividades enzimaticas estabilizadas son formas de ejecucién preferidas de la presente in-
vencion. Se prefieren especialmente los que llevan enzimas estabilizados segun varias de las maneras descritas.

Como los productos de la presente invenciéon pueden suministrarse en cualquier forma imaginable, todas las formu-
laciones de enzimas o proteinas de la presente invencion que sirvan de aditivo para los correspondientes productos
también son respectivamente formas de ejecucion preferidas de la misma. Como ejemplo cabe citar formulaciones
liquidas, granulados sdlidos o cépsulas.

La forma encapsulada se ofrece para proteger los enzimas u otros ingredientes frente a otros componentes, como
por ejemplo los blanqueadores, o para permitir una liberaciéon controlada. Segun su tamafio se distingue entre mili-,
micro- y nanocapsulas. Para los enzimas se prefieren especialmente las microcapsulas. Un método de encapsula-
cion posible consiste en encapsular las proteinas, partiendo de una mezcla de la solucion proteica con una solucion
0 suspensiéon de almidon o de un derivado de almidén, en esta sustancia.

En caso de productos sdlidos las proteinas se pueden usar, por ejemplo, en forma seca, granulada y/o encapsulada.
Se pueden afadir por separado, es decir como fase Unica, o junto con otros componentes en la misma fase, con o
sin compactacion. Si hay que elaborar enzimas microencapsulados en forma sdlida, el agua de las soluciones acuo-
sas resultantes del proceso se puede eliminar por métodos conocidos del estado técnico como secado por pulveri-
zacion, centrifugacion o resolubilizacion en otro disolvente. Las particulas obtenidas de este modo suelen tener un
tamafo comprendido entre 50 y 200 pm.

Los enzimas y también la proteina de la presente invencién pueden afadirse a los productos liquidos, geles o pastas

de la presente invencion en solucidon concentrada, suspension o emulsion, acuosa o no, partiendo de un procedi-
miento de obtencion y preparacion de proteinas realizado segun el estado técnico, pero también en forma de gel o
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encapsuladas o en forma de polvo desecado. Estos detergentes o productos de limpieza de la presente invencion se
preparan en general mezclando simplemente los ingredientes, que pueden introducirse tal cual o en disolucién en un
mezclador automatico.

Aparte del poder detergente primario, las esterasas contenidas en los productos de limpieza también cumplen la
funcién de activar otros componentes por division esterolitica o inactivarlos tras un determinado tiempo de accion. La
proteina de la presente invencion también puede ejercer funciones reguladoras similares. Otra forma de ejecucion
de la presente invencion son los productos con capsulas de material sensible a las esterasas, que al cabo de un
tiempo prefijado son hidrolizadas por las proteinas de la presente invencion, por ejemplo, liberando su contenido.
También se puede conseguir un efecto parecido en otros productos de varias fases.

Otra forma de ejecucion son los detergentes o productos de limpieza para el tratamiento de materias primas textiles
o el cuidado de los tejidos, los cuales se caracterizan por contener una de las proteinas de la presente invencién
arriba descritas, sola o junto con otros ingredientes activos, especialmente para fibras o tejidos con componentes de
fibra sintética y sobre todo de poliéster.

Las fibras sintéticas, como por ejemplo las de poliéster, también tienen una estructura superficial caracteristica, la
cual después de muchos procesos de lavado puede presentar efectos no deseados, como por ejemplo la tendencia
al afieltrado, el llamado “pilling”. Para evitarlo, las materias primas o el tejido terminado, es decir el material textil o
las fibras, se tratan con productos de la presente invencion, los cuales contribuyen por ejemplo a alisar la estructura
superficial y a contrarrestar el afieltrado.

Los productos de la presente invencion se usan preferentemente para mejorar el aspecto y/o la estructura superficial
de fibras afieltradas, sobre todo de poliéster. Los enzimas de la presente invencion tienen la capacidad de partir los
enlaces éster de las fibras sintéticas afieltradas y por tanto revertir el afieltrado del tejido o de las fibras (“depilling”),
evitarlo de antemano, mantenerlo, ralentizarlo claramente y/o pararlo del todo.

En una forma de ejecucion preferida el producto esta concebido con una esterasa de la presente invencién para
poder emplearlo regularmente como agente de conservacioén, por ejemplo afadiéndolo al proceso de lavado, tras el
lavado o aplicandolo independientemente del lavado. El efecto deseado consiste en lograr que el tejido mantenga
una estructura superficial lisa durante largo tiempo y/o en prevenir y/o reducir su deterioro.

Un objeto propio de la presente invencion son los procesos automaticos de limpieza de tejidos o de superficies duras
caracterizados porque al menos en una de sus etapas se activa una proteina, arriba descrita, de la presente inven-
cion, un fragmento de proteina, una proteina de fusion o un derivado de la misma, concretamente en una cantidad
de 0,01 ug hasta 96 g, preferiblemente de 0,05 ug hasta 72 g, con especial preferencia de 0,1 ug hasta 48 g y sobre
todo de 0,5 pg hasta 24 g por aplicacion.

Aqui se incluyen tanto procesos manuales como automaticos, prefiriéndose los automaticos por ser mas precisos a
la hora de regular, por ejemplo, las cantidades empleadas y los tiempos de actuacion.

En general los procesos de limpieza de tejidos se caracterizan por aplicar al objeto del lavado, en varias etapas,
diversas sustancias detergentes que luego se enjuagan tras un tiempo de accién o por tratar el objeto del lavado de
otro modo con un detergente o una disolucion de este producto. Lo mismo vale para la limpieza de todos los demas
materiales que no son tejidos, agrupados bajo el término de superficies duras. Todos los procesos imaginables de
lavado o de limpieza se pueden enriquecer con proteinas de la presente invencién en al menos una de sus etapas y
por tanto constituyen formas de ejecucion de la presente invencion.

Una etapa individual de un proceso de este tipo para la limpieza automatica de tejidos puede consistir, si se desea,
en aplicar un enzima de la presente invenciéon como unico ingrediente activo junto a los compuestos estabilizantes,
sales o sustancias tampon. Esta es una forma de ejecucion especialmente preferida de la presente invencion.

En otra forma de ejecucién preferida de dichos procesos, los respectivos enzimas de la presente invencion se prepa-
ran en el marco de una de las recetas arriba indicadas para los detergentes o productos de limpieza de la presente
invencion.

Las formas de ejecucion preferidas de este objeto de la presente invencion son procesos para el tratamiento o el
cuidado de materiales textiles, que se caracterizan porque al menos en una de sus etapas se activa una proteina de
la presente invencion, arriba descrita, sobre todo para materiales textiles, fibras o tejidos con componentes sintéticos
y especialmente para aquellos que llevan fibras sintéticas, en concreto de poliéster.

Puede tratarse por ejemplo de procesos de preparacion de materiales destinados a la elaboracién de tejidos, como
acabado antiafieltrado, o por ejemplo de procesos en que la limpieza de tejidos usados se enriquece con un compo-
nente de mantenimiento. En las formas de ejecucion preferidas son preferentemente procesos de tratamiento de
materiales textiles, fibras o tejidos que llevan componentes sintéticos, sobre todo fibras sintéticas, en concreto de
poliéster.
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Un objeto propio de la presente invencion es el uso de una proteina arriba descrita, de la presente invencion, para
limpiar tejidos o superficies duras.

Para dicho uso son validos, preferiblemente, los margenes de concentracién arriba indicados.

Por tanto las proteinas de la presente invencion, sobre todo aquellas que poseen las propiedades arriba descritas y
las que corresponden a los procesos arriba descritos, se pueden usar para eliminar nédulos o afieltrados molestos
(“depilling”). Las formas de ejecucion son, por ejemplo, el lavado manual o la eliminacion manual de manchas de
tejidos o de superficies duras o el uso en un proceso automatico.

En una forma de ejecucion preferida de dicha aplicacion los correspondientes enzimas de la presente invencién se
preparan en el marco de una de las recetas arriba indicadas para los productos de la presente invencién, preferible-
mente detergentes o productos de limpieza.

El uso de las proteinas de la presente invencién en detergentes y productos de limpieza también puede rebajar el
brillo satinado que puede observarse en las fibras de poliéster y que los clientes consideran mas bien de mala cali-
dad. Asimismo se puede reducir la aparicidon de zonas brillantes en las fibras sintéticas durante el lavado o incluso
evitarlas sustancialmente. Estas zonas brillantes en las fibras, producidas p.ej. por roce o friccién, se reducen con el
uso de detergentes y productos de limpieza que contienen los enzimas de la presente invencion.

Ademas los enzimas de la presente invencion se pueden usar para evitar y/o impedir totalmente la redeposicion, es
decir la adhesion, de la suciedad del agua de lavado durante el proceso de limpieza.

Ademas el uso de los enzimas de la presente invencion en detergentes y productos de limpieza permite mejorar
globalmente el rendimiento del lavado.

Las para-nitrobencilesterasas se pueden usar asimismo en sintesis quimica o en métodos de purificacion de una
sintesis quimica. Como los enzimas poseen en general centros cataliticos estéreoselectivos es posible utilizarlos
para separar racematos o para sintesis estéreoselectivas.

Otra forma de ejecucioén del objeto de la presente invencién es el uso de una proteina de la presente invencion como
la descrita arriba para el tratamiento de materias primas naturales o sintéticas, particularmente para el tratamiento de
la superficie.

Esta aplicacion tiene lugar preferiblemente en el marco de productos o procesos adecuados. Es necesaria, por
ejemplo, cuando hay que liberar materias primas de ciertas impurezas. En este caso cabe citar en primer lugar la
obtencién de materias primas sintéticas, pero también sustancias preparadas biotecnolégicamente mediante fermen-
taciones, como por ejemplo los antibiéticos.

El uso de para-nitrobencilesterasas, obtenibles preferentemente de bacterias del género Bacillus, en procesos de
preparacion y/o purificacion de poliésteres, sobre todo de polialquilentereftalatos, es otro objeto preferido de la pre-
sente invencion. En la preparacion de polialquilentereftalatos, sobre todo de polietilentereftalatos (PET), el rendi-
miento de polimero se ve influido por una reaccién secundaria que produce la formaciéon de oligémeros ciclicos. El
uso de la presente invencion permite contrarrestar la formacion de oligémeros ciclicos y disponer de los monémeros
para proseguir la reaccidn. Asi se limitan los productos de la reaccion secundaria y se alcanza un mayor rendimiento
del polimero deseado.

Otra forma de ejecucion de este objeto de la presente invencion es el uso de una proteina de la presente invencion
como la descrita arriba para obtener o tratar materias primas o productos intermedios de la produccion textil, sobre
todo para eliminar capas protectoras de los tejidos.

Esta aplicacion tiene lugar preferiblemente en el marco de productos o procesos adecuados. Un ejemplo de obten-
cion o de tratamiento de materias primas o de productos intermedios para la produccién textil es el acabado de fibras
sintéticas. Los procesos o aplicaciones enzimaticas superan a los procedimientos quimicos comparables, especial-
mente en los que respecta a su compatibilidad medioambiental.

En una forma de ejecucion preferida se usan proteinas de la presente invencién para eliminar capas protectoras de
los tejidos, sobre todo de productos intermedios o materias primas, o alisar su superficie, antes de seguir elaboran-
dolos en una etapa subsiguiente.

Otra forma de ejecucion de este objeto de la presente invencién es el uso de una proteina de la presente invencion
como la descrita arriba para tratar materias primas textiles o cuidar tejidos, sobre todo para tratar fibras sintéticas, en
particular de poliéster, o tejidos mixtos que llevan fibras sintéticas.

Esta aplicacion tiene lugar preferiblemente en el marco de productos o procesos adecuados. Segun lo antedicho las
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respectivas materias primas textiles se liberan de impurezas gracias a las esterasas; ademas un material que consta
al menos parcialmente de proteina se beneficia de la capacidad alisadora de la superficie y de las propiedades pro-
tectoras del enzima esterolitico. Por este motivo también se incluye como aplicacién el cuidado de los materiales en
cuestion. Por tanto se reivindica el tratamiento superficial de fibras sintéticas, sobre todo de poliéster, o de tejidos
mixtos que llevan fibras sintéticas, lo cual es valido tanto para la fabricacion de dichos tejidos como para el cuidado

durante su uso, por ejemplo en relacién con su limpieza (véase arriba).

Ejemplos:

1. Secuencias de las esterasas de la presente invencién

Tabla 1: asignacién de los numeros ID de secuencia

SEQ-ID No.|Organismo Proteina/ADN/ARN [N° de registro en el Esterasallipasa
banco de datos NCBI
1 Bacillus subtilis Proteina - PNBE
2 Bacillus licheniformis Proteina - PNBE
3 Bacillus subtilis ADN/ARN - PNBE
4 Bacillus licheniformis ADN/ARN - PNBE
5 Bacillus subtilis Preproteina - PNBE
6 Bacillus licheniformis Preproteina - PNBE
7 Bacillus subtilis ADN/ARN - PNBE
8 Bacillus subtilis ADN/ARN - PNBE
9 Artificial Péptido sefalizador|- PNBE
10 Avrtificial ADN/ARN - PNBE
11 Bacillus subtilis Proteina gi|1762126 PNBE
12 Bacillus licheniformis DSM 13 Proteina gil52346943 PNBE
13 Bacillus subitilis Proteina gi|7546321 PNBE
14 Bacillus subtilis Proteina gi|468046 PNBE
15 Bacillus subtilis Proteina gil1762126 PNBE
16 Bacillus subtilis Proteina gi|1495277 PNBE
17 Bacillus subtilis Proteina gi|1945688 PNBE
18 Bacillus subtilis Proteina gi|2635952 PNBE
19 Bacillus licheniformis ATCC 14580 Proteina gi|52002286 PNBE
20 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 |Proteina 0i|27316488 PNBE
21 Staphylococcus aureus Proteina gi|57286454 PNBE
22 Streptomyces avermitilis MA-4680 Proteina gi|29611030 PNBE
23 Caulobacterium crescentus CB15 Proteina gi|13422044 PNBE
24 Clostridium acetobutylicum ATCC824 Proteina gi|14994366 PNBE
25 Avrtificial Proteina gi|7546320 PNBE
26 Burkholderia cepacia Proteina gi|67464317 Lipasa
27 Bacillus licheniformis DSM 13 ADN - PNBE

2. Determinacion de las actividades enzimaticas
2.1 Determinacion de la actividad de la esterasa con para-nitrofenilésteres

La actividad de la esterasa se determiné de forma estandar con para-nitrofenil-acetato (pNPA). Para ello se preparo
una solucién estandar 400 mM en DMSO. Se mezclaron 980 ul de una solucion 50 mM de tampén Tris-HCI (pH 8,0)
con 10 yl de para-nitrofenil-acetato disuelto en DMSO. Si no se describe lo contrario, la reaccién se realizé a tempe-
ratura ambiente y se inici6 mediante la adicién de 10 ul de solucién enzimatica. A continuacién se midié el aumento
de la absorciéon a 410 nm (UV MCZ, de SAFAS, Mdénaco). La actividad enzimatica se alcanzé con un coeficiente de
extincion de 17100 [M'1-cm"1], definiéndose como 1 unidad la cantidad de enzima que liberaba 1 umol de p-nitrofenol
por minuto.

2.2 Determinacion de la actividad de la esterasa con rojo fenol

Para el lavado bioquimico con dialquilftalato-hidrolasa se determiné la actividad esterolitica frente a dietilftalato (DE-
T) como substrato, empleando un método de medicion fotométrico que sefiala la acidificacion del sistema de ensayo
mediante un indicador de pH. Este sistema de ensayo se basa en la misma afinidad protonica del tampén empleado
(tampon EPPS; pKa = 8,0) y del indicador de pH utilizado (rojo fenol; pKa = 8,0), que da un recorrido lineal del des-
censo de absorcion a 560 nm. Para el célculo de actividad se usaron las siguientes féormulas 2.1 y 2.2, donde Q =
“factor tampon”; Crampsn = concentracion final de tampon; Cindicador = concentracion final de indicador; Aesgonm: diferen-
cia entre la forma desprotonada y la forma protonada del rojo fenol; A: actividad de la esterasa; dE/dt: descenso de
la extincion frente a un intervalo de tiempo; Vreaccisn: Volumen de reaccion:
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Se encontré una actividad enzimatica correspondiente a un coeficiente de extincion molar determinado empirica-
mente de 58000 [M'1-cm'1] para la forma desprotonada y de 100 [M'1-cm'1] para la forma protonada, definiéndose
como 1 unidad la cantidad de enzima que liberaba 1 umol de acido por minuto.

2.3 Determinacion de la actividad de la esterasa por valoracion

Se determinaron las actividades de las esterasas frente a varios substratos de la familia de los ftalatos (fig. 4) utili-
zando el aparato de valoracion 702 STAT (de Metronm LDT., Suiza). Los ftalatos se disolvieron en dietiléter con 0,5 g
de Triton X100. A continuacion se elimino el dietiléter con corriente de nitrogeno. Se afiadieron 50 ml de tampon
(Tris/HCI 2 mM, pH 9), se homogeneiz6 con ultrasonidos y se emplearon a distintas concentraciones finales (0,3 mM
hasta 100 mM) en un volumen total de reaccién de 2 ml (incluyendo el enzima). El tampdn de reaccién se incubd
previamente a 30°C durante al menos 10 minutos. Después de afadir el enzima se anoté el consumo de NaOH
(determinacion de la concentracion valorando tres veces con acido oxalico) a una temperatura de reaccion de 30°C.
Se definié una unidad como la actividad enzimatica correspondiente a la liberacion de 1 pmol de &cido por minuto.

2.4 Determinacion de la actividad de la esterasa por hidrélisis del bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol
2.4.1 Sintesis del bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol

El bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol se sintetizd por esterificacion de cloruro de 4-metilbenzoilo con etilenglicol
(véase fig. 1). Se introduce etilenglicol y piridina en un matraz redondo con condensador de reflujo y se afiade gota a
gota cloruro de 4-metilbenzoilo, enfriando con hielo. Después de dejar la mezcla 16 horas en reposo, el éster sélido
resultante se separo por filtracion y se recristalizé en 70% de etanol-30% de agua. A continuacion se lavo el sélido
con etanol al 70% vy se liofilizé durante 24 horas.

2.4.2 Determinacion de la actividad enzimatica

La disociacion del bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol catalizada por los enzimas de la presente invencion da 2
equivalentes de acido 4-metilbenzoico y etilenglicol (véase fig. 2).

Para la preparacion del ensayo enzimatico se mezcla la cantidad deseada de substrato con 0,5 g de Triton X100 y
se disuelve en 50 ml de etanol (al 99%, desnaturalizado), calentando. Una vez disuelto todo el substrato se afiade la
solucion a 50 ml de tampon (Tris/HCI 2 mM, pH 9), agitando fuertemente con un Ultra-Turrax. A continuacion esta
solucion se agitdé al menos durante 12 horas a temperatura ambiente para eliminar gran parte del etanol empleado.
La solucién de substrato asi preparada se valord directamente. El tampdn de reaccién se preincubé a 30°C durante
al menos 10 minutos.

Se usaron distintas concentraciones finales (0,67 mM hasta 50 mM) en un volumen total de reaccién de 2 ml, inclu-
yendo el enzima. Después de afadir el enzima se anot6 el consumo de NaOH (determinacién de la concentracién
valorando tres veces con acido oxalico mediante el aparato de valoracion 702 STAT (de Mgtronm LDT., Suiza)) a una
temperatura de reaccion de 30°C. Se definié una unidad como la actividad enzimatica correspondiente a la liberacién
de 1 uymol de acido por minuto.

En éste y en los demas ejemplos, para las esterasas empleadas se usan las siguientes abreviaturas: enzima segun
SeqID No. 12 (pNB-Est13), enzima segun SeqID No, 2 (pNB-Est19), enzima segun SeqlD No. 1 (pNB-Est17). Los
datos de la tabla 2 obtenidos para dichas esterasas se determinaron por valoracién y son los valores medios de tres
mediciones efectuadas independientemente entre si, con una desviacion estandar relativa inferior al 5%.

Tabla 2: datos cinéticos de la hidrdlisis del bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol por las para-nitrobencil-esterasas
PNB-Est17, pNB-Est19 y pNB-Est13

bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol Vmax km [MM]  keat (1/s]  keat/ km  Actividad especifica
[umol/min] [1/mM*s] [umol/min*mg]

Enzima segun SeqlD No. 1 (pbNB-Est17) 0,642 9,83 5177 527 1,60

Enzima segun SeqlD No, 2 (pbNB-Est19) 0,385 3,59 3838 1070 1,19

Enzima segun SeqlD No. 12 (pNB-Est13) 1,801 11,21 9358 835 2,87
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3. Andlisis de la especificidad del substrato frente a para-nitrofenilésteres y triglicéridos de distinta longitud
de cadena

Para determinar las especificidades de las esterasas estudiadas respecto a las longitudes de cadena se emplearon
p-nitrofenilésteres de distinta longitud de cadena como substrato de las mediciones espectroscépicas de actividad.
Para ello los p-nitrofenilésteres se disolvieron en 10 ml de isopropanol y se mezclaron con 90 ml de tampén fosfato
(pH 8, hidrégenofosfato disddico y dihidrogenofosfato potasico). La concentracion final del substrato fue de 0,8 mM.
Se mezclaron respectivamente 990 ul de la mezcla tampodn-substrato con 10 pl del enzima analizado y se incubé un
minuto a temperatura ambiente. A continuacion se midié el aumento de absorcion a 410 nm SUV MC?, de SAFAS,
Médnaco). La actividad enzimatica se alcanzé con un coeficiente de extincion de 17100 [M'1-cm' ], definiéndose como
1 unidad la cantidad de enzima que liberaba 1 pmol de p-nitrofenol por minuto.

Los valores que figuran en la tabla 3 son promedios de tres mediciones efectuadas independientemente entre si, con
una desviacion estandar relativa inferior al 10%.

Tabla 3: especificidades de substrato de pNB-Est13, pNB-Est17 y pNB-Est19 para distintas longitudes de cadena
de los para-nitrofenilésteres en las condiciones descritas

Substrato Actividad especifica [U/mg]
PNB-Est13 PNB-Est17 PNB-Est19

p-NP-butirato 22,4 196,3 234,8
p-NP-caproato 50,5 102,7 249,6
p-NP-caprilato 13,0 73,2 83,6
p-NP-caprato 4.4 10,2 3,9
p-NP-laurato 1,3 3,4 4,0
p-NP-miristato <1 <1 1,3
p-NP-palmitato <1 <1 <1
p-NP-estearato <1 <1 <1

4. Deteccion analitica de los productos de hidrélisis de diferentes ftalatos de dialquilo tras la incubacion con
las para-nitrobencil-esterasas pNB-Est17, pNB-Est19 y pNB-Est13

La actividad esterolitica de las pNB-esterasas analizadas frente a distintos ftalatos de dialquilo se verificé mediante
la deteccion de los productos de disociacion. La deteccion se llevd a cabo tanto por cromatografia de capa fina como
por cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (GC/MS). En la siguiente tabla 4 se indican los
valores Rr de los eductos y de los productos después de realizar una cromatografia de capa fina. La deteccion de

una o dos manchas nuevas ya denotaba una hidrdlisis. Las respectivas pruebas en blanco no mostraron manchas
adicionales.

Como eluyente en la camara de capa fina presaturada se us6 90% de diclorometano/10% de metanol, las sustancias
se separaron sobre laminas recubiertas de gel de silice 60 F254; la deteccion de las manchas individuales se llevo a
cabo bajo luz UV; la concentracién de substrato en la mezcla fue de 6,67 mM, el tiempo de incubacién 2 h a tempe-
ratura ambiente.

Tabla 4: recorridos caracteristicos (valores RF) de los eductos y productos determinados por analisis de
cromatografia en capa fina de las mezclas reactivas con pNB-esterasas

Substrato Valor R del substrato Valor Re del producto1  Valor Rr del producto 2
Dimetiltereftalato 0,78 0,18 -
Dietiltereftalato 0,75 0,21 -
Dimetilisoftalato 0,78 0,23 -
Dimetilftalato 0,70 0,07 -

Dietilftalato 0,73 0,13 -
Dibutilftalato 0,74 0,13 -
Fenilbenzoato 0,76 0,45 0,25

Tras el analisis GC/MS de la mezcla reactiva los picos de masa de los productos disociados se asignaron por com-
paracion con la base de datos WILEY, confirmandose la hidrélisis ya observada en los analisis de cromatografia en
capa fina. En la figura 4 estan representadas esquematicamente todas las reacciones observadas. Para cada reac-
cion enzimatica se midieron muestras en blanco consistentes en la mezcla reactiva sin enzima o sin substrato. En
todos los ftalatos y tereftalatos investigados se ha comprobado que solo se hidroliza uno de los dos posibles grupos
funcionales. En ninguna mezcla reactiva se detecté el acido ftalico, tereftalico o isoftalico libre. El correspondiente
producto de la reaccion es el monoéster del compuesto de partida, asi como el respectivo alcanol. Como substrato
ajeno a los ftalatos se analizé la hidrélisis del benzoato de fenilo. Como productos de la hidrdlisis se detectaron fenol
y acido benzoico.
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5. Determinacion de los valores Vmax, kv, kcat Y Kcat/km de las para-nitrobencil-esterasas pNB-Est17, pNB-
Est19 y pNBEst13 frente a distintos ftalatos y tereftalatos

Para la determinaciéon de constantes cinéticas como Vmax, ku, keat Y Keat/km para las tres para-nitrobencil-esterasas
PNB-Est17, pNB-Est19 y pNBEst13 frente a distintos ftalatos y tereftalatos se realizaron valoraciones titulométricas.
Las respectivas actividades enzimaticas se determinaron para distintas concentraciones de substrato y se evaluaron
segun MICHAELIS-MENTEN (véanse fig. 5 a 7). Para calcular la constante cinética (kcat 0 k2) y la eficiencia catalitica
(kcat’km) se tomaron los valores kv y Vmax encontrados — suponiendo que la concentracion de enzima empleada era
la misma que la de enzima activo. Los valores resultantes estan resumidos respectivamente en la tabla.

Los valores que aparecen en las figuras 5 a 7 son promedios de tres valoraciones titulométricas realizadas indepen-
dientemente entre si, con una desviacion estandar relativa inferior al 5%. El calculo de keat ¥ Keat'km se efectud supo-
niendo que la concentracion de enzima empleada era la misma que la de enzima activo.

En el caso de las tres para-nitrobencil-esterasas investigadas se pudo detectar el monoéster del compuesto de par-
tida con su alcohol correspondiente. En ningun caso pudo detectarse el acido ftalico, tereftalico o isoftalico libre.

Hidrolisis de ftalato de dimetilo con distinta posicion (orto, meta, para)
Tabla 5: valores de kv y Vmax y de keat Y keat’km de la hidrélisis de acido dimetilftalico en posicion orto, meta y para;

DMP = acido dimetilftalico; DMIP = acido dimetilisoftalico; DMT = acido dimetiltereftalico; por pNB-Est17, pNB-Est19
y pNB-Est13

Substrato DMP PNB-Est17 PpNB-Est19 PNB-Est13
Vmax [U/Mg] 14,09 15,76 9,11

kv [mM] 27,70 20,35 8,68
Keat [1/8] 45672 50970 29735
Kcat'km [1/mM-s] 1649 2505 3427
Substrato DMIP PNB-Est17 PNB-Est19 PNB-Est13
Vmax [U/mg] 11,99 8,55 27,67

kv [mM] 3,67 2,44 2,93
Keat [1/8] 38880 27637 90267
Kcat'km [1/mM-s] 10594 11327 30808
Substrato DMT PNB-Est17 PNB-Est19 PNB-Est13
Vmax [U/mg] 18,52 15,96 4,53

kv [mM] 5,99 13,56 6,87
Keat [1/8] 60028 50718 14784
Kcat'km [1/mM:-s] 10021 3741 2152

Hidrdlisis de ftalatos con distinta longitud de cadena (orto)

Tabla 6: valores de km y Vmax y de keat Y keat/km de la hidrolisis de ftalatos en posicion orto con distinta longitud de la
cadena alquilica (DMP_= acido dimetilftalico; DEP = acido dietilftalico; DBP = acido dibutilftalico) por pNB-Est17,
pNB-Est19 y pNB-Est13

Substrato DMP PNB-Est17 PpNB-Est19 PNB-Est13
Vimax [U/mg] 14,09 15,76 9,11

kv [mM] 27,70 20,35 8,68
Keat [1/8] 45672 50970 29735
Kcat'km [1/mM-s] 1649 2505 3427
Substrato DEP PNB-Est17 PNB-Est19 PNB-Est13
Vmax [U/Mg] 9,57 7,20 3,21

km [MmM] 5,20 3,55 4,14
Keat [1/8] 31065 23265 10468
Kcat'km [1/mM-s] 5974 6554 2528
Substrato DBP PNB-Est17 PNB-Est19 PNB-Est13
Vmax [U/mg] 48,03 40,69 2,87

km [mM] 1,24 0,70 1,16
Kcat [1/s] 155676 23265 9356
Kcat'km [1/mM-s] 125545 187329 8066
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Hidrdélisis de ftalatos con distinta longitud de cadena (para)

Tabla 7: valores de ky y Vmax y de keat Y Keat'km de la hidrdlisis del tereftalato de dimetilo (DMT) y del tereftalato de
dietilo (DET) por pNB-Est17, pNB-Est19 y pNB-Est13

Substrato DMT PNB-Est17 pNB-Est19 PNB-Est13
Vmax [U/Mg] 18,52 15,69 4,53

kv [mM] 5,99 13,56 6,87
Keat [1/8] 60028 50718 14784
Kcat'km [1/mM-s] 10021 3741 2152
Substrato DET PNB-Est17 PNB-Est19 PNB-Est13
Vmax [U/mg] 28,06 30,79 3,57

km [mM] 1,06 0,97 1,21
Kcat [1/s] 90998 99411 12574
Kcat'km [1/mM-s] 85847 102486 10392

Explicacion de las figuras

Fig. 1: sintesis de bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol por esterificacion de acido 4-metilbenzoico con etilenglicol.

Fig. 2: esquema de la hidrolisis enzimatica del bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol.

Fig. 3: deteccion de la hidrdlisis enzimatica e identificacion de los productos de la hidrdlisis del bis-(p-metilbenzoato)
de etilenglicol por para-nitrobencil-esterasas.

Fig. 4: representacion esquematica de las reacciones de tereftalato de dimetilo, tereftalato de dietilo, ftalato de dime-
tilo, ftalato de dietilo, ftalato de dibutilo, isoftalato de dimetilo y benzoato de fenilo catalizadas enzimaticamente.

Fig. 5: cinéticas MICHAELIS-MENTEN de las para-nitrobencil-esterasas pNB-Est17 (0), pNB-Est19 (A) y pNBEst13
(o) frente a acido dimetilftalico (DMP), acido dimetilisoftalico (DMIP) y acido dimetiltereftalico (DMT).

Fig. 6: cinéticas MICHAELIS-MENTEN de las para-nitrobencil-esterasas pNB-Est17 (o), pNB-Est19 (A) y pNBEst13
(o) frente a los ésteres orto-ftalicos de: acido dimetilftalico (DMP), acido dietilftalico (DEP) y acido dibutilftalico (DBP).
Fig. 7: cinéticas MICHAELIS-MENTEN de las para-nitrobencil-esterasas pNB-Est17 (0), pNB-Est19 (A) y pNBEst13
(o) frente a los ésteres para-ftalicos: tereftalato de dimetilo (DMT) y tereftalato de dietilo (DET).
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Ala Lys Ala Glu Ile Thr Asp Glu Val Lys Gln Leu Ser His Thr Ile
420 425 430

Gln Ser Ala Trp Ile Thr Phe Ala Lys Thr Gly Asn Pro Ser Thr Glu
435 440 445

Ala Vval Asn Trp Pro Thr Tyr His Glu Glu Thr Arg Glu Thr Leu Ile
450 455 460

Leu Asp Ser Glu Ile Thr Ile Glu Asn Asp Pro Glu Ser Glu Lys Arg
465 470 475 480

Gln Lys Leu Phe Pro Ser Lys Gly Glu
485

<210> 2

<211> 489

<212> PRT

<213> Bacillus licheniformis
<400> 2

Met Thr His Gln Ile Val Thr Thr Gln Tyr Gly Lys Val Lys Gly Thr

Thr Glu Asn Gly Val His Lys Trp Lys Gly Ile Pro Tyr Ala Lys Pro
20 25 30

Pro Val Gly Gln Trp Arg Phe Lys Ala Pro Glu Pro Pro Glu Val Trp
35 40 45

Glu Asp Val Léu Asp Ala Thr Ala Tyr Gly Pro Ile Cys Pro Gln Pro
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65 70 - 75 80

Asp Cys Leu Tyf val Asn Vval Phe Ala Pro Asp Thr Pro Ser Gln Asn
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<210> 3
<211> 1470
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis
<400> 3
atgactcatc aaatagtaac

gactcaatac ggcaaagtaa

gtacataagt
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téatgcagca

23

gttcattctc aggaaacgct ctcgagtatt tactagggaa gccgctggcea 1020
gagaaagctg ccgatttgta tccgégttct ctggaaagcc aaattcatat gatgactgat 1080
ttattatttt ggcgccctgce cgtcgectat gcatccgcac agfctcatta cgcccecctgte +1140
tggatgtaca ggttcgattg gcacccgaag aagccgccgt acaataaage gtttcacgcea 1200
ttagagcttc cttttgtctt tggaaatctg gacggattgg aacgaatggc aaaagcggag 1260
attacggatg aggtgaaaca gctttctcéc acgatacaat cégcgtggat cacgttcgct 1320
aaaacaggaa acccaagcac cgaagctgtg aattggccga catatcatga agaaacgaga' 1380
gagacgctga ttttagattc agagattacg atcgaaaacg atcccgaatc tgaaaaaagg 1440
cagaagctat tcccttcaaa aggagaataa | 1470

<210> 4

<211> 1470

<212> ADN

<213> Bacillus licheniformis

<400> 4
atgtctcata aaacagtaac aactcaatac ggcaaagtaa aaggcacaac agaaaacggce 60
gtacataaat ggaaaggcat cccctatgcc aaacctcctg tcgggccatt gecgttttaaa 120
gcaccgéaac ctectgaage gtgggagaac gaactggacg caacagcata cggctctatt 180
tgccegecage cgtctgattt getgtcactt tcecgtatactg agectgcccceg ccagtcectgag 240
gattgcttgt atatcaatgt atttgcgcct gatactccaa gtcaaaacct -gecctgtcecatg 300
gtatggéttc acggcggege tttttatctt ggagcgggca gtgagccatt atatgatggg 360
tcaagacttg cggcgcaggg agaagtcatt gtcgttacac tgaattatcg tctggggccg 420
tttggatttt tacatttgtc ttcgtttgaa gagacgtatt ccgataacct tgggcttttg 480
gaccaagccg ccgcactgaa atgggtgcga gacaatatct cagcatttgg cggtgatccg 540
gataacgtaa cagtatttgg agaatcagca ggcggcatga gcattgccgce gétgc;cgca 600
atgcctgegg caaaaggcct gttccagaaa ‘'gcaatcatgg aaagtggcgce ttccagéacg 660
atgacaaaag aaaaagcggc tagcaccgceg gcagcctttt tagaggtcct tgggattgac 720
gagagccaat tggacaggtt gcatactgta tctgcggaég atttgcttaa agcggccgat 780
cagcttcgga aégcagaaaa tgaaaatctc tttcagctgt tcttccagcce cgcccttgat 840
ccgaaaacgc tgcctgctga accagaaaaa gcgatcgcag agggtgctgce tgccggcatt 900
ccgectgttaa tcggaacaaa ccgcgatgaa ggatatttat ttttcaccce ggactcagac 960
gttcattctc aggaaacgtt tgatgccgcg cttgtgtatt tatﬁagggca gcecgctggca 1020
gagaaagccg ccgatctgta ﬁccgcgttcé ctggaaagcc aaattcatat gatgactgat iOBO
ttgttatttt ggcgcccgge cgtcgcctgt gecctcecgcac agtcccatta cgcgcectgtce 1140
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<212> PRT
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140

Vval
160

Gly Ala Gln

155

Ser Ala val

150

Pro Leu

145

Leu Tyr Asp

Leu Ser

175

Leu Asn Pro Phe Gly Phe His

170

Val Thr Tyr Arg Leu

165

Gly Leu

24



ES 2368943 T3

Ser Phe Asp Glu Ala Tyr Ser Asp Asn Leu Gly Leu Leu Asp Gln A
180 185 190

-
)

Ala Ala Leu Lys Trp Val Arg Glu Asn Ile Ser Ala Phe Gly Gly Asp
195 . 200 205

Pro Asp Asn Val Thr val Phe Gly Glu Ser Ala Gly Gly Met Ser Ile
210 ’ 215 220

Ala Leu Leu Ala Met Pro Ala Ala Lys Gly Leu Phe Gln Lys Ala
230 235 . 240

[0 &
N Fs
[T

Ile Met Glu Ser Gly Ala Ser Arg Thr Met Thr Lys Glu Gln Ala Ala
. 245 250 255

Ser Thr Ser Ala Ala Phe Leu Gln Val Leu Gly Ile Asn Glu Gly Gln
260 265 270

Leu Asp Lys Leu His Thr-Val Ser Ala Glu Asp Leu Leu Lys Ala Ala
275 280 ) 285

Asp Gln Leu Arg Ile Ala Glu Lys Glu Asn Ile Phe Gln Leu Phe Phe
290 295 : 300

Gln Pro Ala Leu Asp Pro Lys Thr Leu Pro Ala Glu Pro Glu Lys Ala
305 . 310 315 320

Ile Ser Glu Gly Ala Ala Ser Gly Ile Pro Leu Leu Ile Gly Thr Thr
) 325 330 335

Arg Asp Glu Gly Tyr Leu Phe Phe Thr Pro Asp Ser Asp Val His Ser
340 345 350

Gln Glu Thr Leu Asp Ala Ala Leu Glu Tyr Leu Leu Gly Lys Pro Leu
355 360 365

Ala Glu Lys Ala Ala Asp Leu Tyr Pro Arg Ser Leu Glu Ser Gln Ile
370 ' 375 _ " 380

His Met Met Thr Asp Leu Leu Phe Trp Arg Pro Ala val Ala Tyr Ala
385 : 390 398 400

Ser Ala Gln Ser His Tyr Ala Pro Val Trp Met Tyr Arg Phe Asp Trp
) 405 : 410 415

His Pro Lys Lys Pro Pro Tyr Asn Lys Ala Phe His Ala Leu Glu Leu
420 - 425 430°

25
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Pro

Glu

Txp
465

Trp

Glu

Phe

<210>6
<211> 518
<212> PRT

Phe

Ile

450

Ile

Pro

Ile

Pro

Val

435

Thr

Thr

Thr

Thr

Ser
515

<213> Bacillus licheniformis

<400> 6

Met Met Arg

1

Leu

Gln

Gly

Gln

65

Leu

Leu

Tyx

val

Ile

Val

50

Txrp

Asp

Ser

vVal

Phe

val

35

His

Arg

Ala

Leu

Asn
115

Phe

Asp

Phe

Tyr

Ile
500

Lys.

Lys

Thr

20

Thr

Lys

Phe

Thr

Ser

100

val

Glyv

Glu

Ala

His

485

Glu

Gly

Lys

Met

Thr

Trp

Lys

Ala
85

Tyr

Phe

ES 2368943 T3

Asn

val

Lys

470

Glu

Asn

Glu

Ser

Ala

Gln

Lys

Ala

70

Tyr

Thr

Ala

Leu

Lys

455

Thr

Glu

Asp

Phe

Phe

Tyr

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

Asp
440
Gln
Gly

Thr

Pro

Trp

Ser

Gly

40

Ile

Glu

Pro

Leu

Asp
120

Gly

Leu

Asn

Arg

Glu
505

Leu

Asp

25

Lys

Pro

Pro

Ile

Pro

105

Thr

26

Leu
Ser
Pro
Glu

490

Ser

Gly
10

Ser
val
Tyr
Pro
Cys
90

Arg

Pro

Glu
His
Ser
475

Thr

Glu

Met
Ala
Lys
Ala
Glu
75

Pro

Gln

Ser

Arg

Thr

460

Thr

Leu

Lys

Leu

Ser

Gly

Lys

60

vVal

Gln

Ser

Gln

Met

445

Ile

Glu

Ile

Arg

Thr

Ala

Thx

45

Pro

Trp

Pro

Glu

Asn
125

Ala

Gln

Ala

Leu

Gln
510

Ala

Met

30

Thr

Pro

Glu

Ser

Asp

110

Leu

Lys

Ser

val

Asp

495

Lys

Phe

15

Thr

Glu

val

Asp

Asp

95

Cys

Pro

Ala
Ala
Asn
480

Ser

Leu

Met

His

Asn

Gly

val

80

Leu

Leu

vVal



Pro

145

val

Ser

Ala

Pro

Ala

225

Ile

Ser

Leu

Asp

Gln

305

Ile

Arg

»Gln

Ala

Leu

Thr

Phe

Ala

Asp

210

Ala

Met

Thr

Asp

Gln

290

Pro

Ser

Asp

Glu

Glu

Tyr

Leu

Asp

Leu

195

Asn

Leu

Glu

Ser

Lys

275

Leu
Ala
Glu
G]Tu
Thr

355

Lys

H
[
0

Asp

Asn

Glu

180

Lys

val

Leu

Ser

Ala

260

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly

340

Leu

Ala

His

Gly

Tyr
165

Ala

Trp

Thr

Ala

Gly

245

Ala

His

Ile

Asp

Ala
325

Tyr

AsSp

Ala

ES 2368943 T3

Gly
Ser

150

Arg

Tyr

vVal

val

Met

230

Ala

Phe

Thr

Ala

Pro

310

Ala

Leu

Ala

Asp

Gly

135

Lys

Lgu

Ser

Arg

Phe

215

Pro

ser

Leu

val

Glu

295

Lys

Ser

Phe

Ala

Leu

Ala

Leu

Gly

Asp

Glu

200

Gly

Ala

Arg

Gln

Ser

280

Lys

Thr

Gly

Phe

Leu

360

Tyr

Phe

Ala

Pro

.Asn

185

Asn

Glu

Ala

Thr

val

265

Ala

Glu

Leu

Ile

Thr

345

Glu

Pro

27

Tyr
Ala
Phe
170
Leu
Ile
Ser
Lys
Met
250
Leu
Glu
Asn
Pro
Pro

330

Pro

TYr

Arg

Leu

Gln

155

Gly

Gly

Ser

Ala

Gly

235

Thr

Gly

Asp

Ile

Ala

315

Leu

Asp

Leu

Ser

Gly

140

Gly

Phe

Leu

Ala

Gly

220

Leu

Lys

Ile

Leu

Phe

300

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu

Ala

Glu

Leu

Leu

Phe

205

Gly

Phe

Glu

Asn

Leu

285

Gln

Pro

Ile

Asp

Gly

365

Glu

Gly

Val

His

Asp

190

Gly

Met

Gln

Gln

Glu

270

Lys

Leu

Glu

Gly

val

350

Lys

Ser

Ser
Ile
Leu
175
Gln
Gly
Sér
Lys
Ala
255
Gly
Ala
Phe
Lys
Thr
335
His

Pro

Gln

Glu

val

160

Ser

Ala

Asp

Ile

Ala

240

Ala

Gln

Ala

Phe

Ala

320

Thr

Ser

Leu

Ile
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His
385
>Ser
His
Prb
Glu
Trp
465
'Trp

Glu

Phe

370

Met
Ala
Pro
Phe
Ile
450
Ile
Pro

Ile

Pro

Met

Gln

Lys

val

435

Thr

Thr

Thr

Thr

Ser
515

Thr
Ser
Lys
420
Phe
Asp
Phe
Tyr
Ile

500

Lys

Asp

His

405

Pro

Gly

Glu

Ala

His

485

Glu

Gly

ES 2368943 T3

Leu
390

Tyr

Pro

Asn

Val

Lys

470

Glu

Asn

Glu

375

Leu

Ala

Tyr

Leu

Lys

455

Thr

Glu

Asp

Phe

Pro

Asn

Asp

440

Gln

Gly

Thr

Pro

Trp

Vval

Lys

425

Gly

Leu

Asn

Arg

Glu
505

Arg

Trp

410

Ala

Leu

Ser

Pro

Glu
490

Ser

Pro

395

Met

Phe

Glu

His

Ser

475

Thr

Glu

380

Ala

Tyx

His

Arg

Thr

460

Thr

Leu

Lys

vVal

Arg

Ala

Met

445

Ile

Glu

Ile

Arg

Ala

Phe

Leu

430

Ala

Gln

Ala

Leu

Gln
510

Tyr

Asp

415

Glu

Lys

Ser’

Val

Asp

495

Lys

<210>7

<211> 1557

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis
<400> 7

atgatgagga
atggcattca
aaagtaaaag
ccgectgteg
cttgatgcca
tatacagagc
accccaagtce
gcgggcagtg

gttacattga

aaaagagttt
gcgattccgce
gcacaacgga
gacaatggcg
cagcgtacgg

tgccccgeca

aaaatcttcc

agccattgta

actatcggct

ttggcttggg
ttctgctatg
aaacggcgta
ttttaaagca
ccctatttgce
gtccgaggat
tgtcatggtg
tgacggatca

ggggccgtte

atgctgacgg
actcatcaaa
cataagtgga
cctgagcecgce
ccgcagcegt
tgcttgtatg
tggattcacg
aaacttgcgg

ggetttttgce

28

ccttcatgcet
tagtaacgac
aaggcatccc
ctgaagtgtg
ctgatttgct
tcaatgtatt
gaggcgcttt
cacagggaga

acttgtctte

cgtgttcacg
tcaatacggc
ctatgccaag
ggaagatgtc
ctcactgtcg
tgcgectgac
ttatcttgga
agtcattgtc

gtttgatgag

Ala
400

Trp

Leu

Ala

Ala .

Asn
480

Ser

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480

540
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gcgtattccg
aatatttcag
gggatgagca
atcatggaaa
gcctttttac
gcagaagatt
cagctgttct
atctcagaag
tatttatttt
gagtatttac
gaaagccaaa
tccgecacagt
ccgccgtaca
ggaitggaac
atacaa;cag
tggccgacgt

gaaaacgatc

ataaccttgg
cgtetggegg
ttgccgcgcet
gcgécgcttc
aggtccttgg
tgctaaaagc
tccagecege
gggctgcttc
tcaccccgga
taéggaagcc
ttcatatgat
ctcattacgc
ataaagcgtt
gaatggcaaa
cgtggatcac
atcatgaaga

ccgaatctga

<210>8

<211> 1557

<212> ADN

<213> Bacillus licheniformis
<400> 8

atgatgagga
atggcattca
aaagtaaaag
cctcectgteg
ctggacgcaa
tatactgagc
actccaagtc
gcgggcagtg
‘gttacactga
acgtattccg

aatatctcag

aaaagagttt
gcgattccge
gcacaacaga
ggccattgcg
cagcatacgg
tgccecegeca
aaaacctgcc
agccattata
attatcgtct
ataaccttgg

catttggcgg

ES 2368943 T3

gcttttagac
tgatcccgat
tctcgectatg
tcgaacgatg
gattaacgag
ggctgatcag
ccttgatcca
cggcattcct
ttcagacgtt
gctggcagag
gactgattta
ccectgtctgg
tcacgcatta
agcggagatt
gttcgcfaaa
aacgagagag

aaaaaggcag

ttggcttggyg
ttctgctatg
aaacggcgta
ttttaaaéca
ctctatttge
gtctgaggat
tgtcatggta
tgatgggtca
ggggccgtee
gcttttggac

tgatccggat

caagccgccg
aacgtaacag
cctgcggceaa
acgaaagaac
ggccaattgg
cttcggattg
aaaacgctgce
Ctattgatﬁg
cattctcagg
aaagctgccg
ftattttggc
atgtacaggt
gagcttcctt
acggatgagg
acaggaaacc
acgctgattt

aagctattgc

atgctgacgg
tctcataaaa
cataaatggé
ccggaacctce
ccgcagccgt
tgcttgtata
tggattcacg
agacttgcgg
ggatttttac
caagccgecg

aacgtaacag

29

cactgaaatg
tatttggaga
aaggcctgtt
aagcggcegag
ataaattgca
cagaaaaaga
ctgctgaacc
gaacaacccg
aaacgcttga
atttgtatcc
gcecctgeegt
tcgattggca
ttgtctttgg
tgaaacagct
caagcaccga
tagattcaga

cttcaaaagg

ccttcatgct
cagtaacaac
aaggcatccc
ctgaagcgtg
ctgatttgct
tcaatgtatt
gcggegettt
cgcagggaga
atttgtcttc
cactgaaatg

tatttggaga

ggtgcgggag
atccgcecggce
ccagaaagca
cacctcggca
tacggtttct
aaatatcttt
agaaaaagcg
tgatgaagga
tgcagcactc
gcgttctctg
cgcctatgea
cccgaagaag
aaatctggac
ttctcacacg
agctgtgaat
gattacgatc

agaataa

cgtgttcacg
tcaatacggce
ctatgccaaa
ggagaacgaa
gtcaetttcg
tgcgectgat
ttatcttgga
agtcattgtc
gtttgaagag
ggtgcéagac

atcagcaggc

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1557

60
120
180'
240
300
360
420
480
540
606

660
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15

20

25

ggcatgagca

. atcatggaaa

gcctttttag
gcggaagatt
cagctgttct
atcgcagagg
tatttatttt
gtgtatttat
gaaagccaaa
tccgcacagt
ccgccgtata
gggttagaac
atacaatcag
tggccggegt

gaaaacgacc

<210>9
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial
<220> SENAL
<223>
<400> 9

ttgcecgeget
gtggcgcttc
aggtccttgg
tgcttaaagc
tccagcecccegce
gtgctgctge
tcaccccgga
tagggcagcc
t;catatgat
cccattacgc

ataaagegtt

ggatggcaaa

catggatcac
atcatgagga

ctgaagctga
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gctcgcaatg
cagaacgatg
gattgacgag
ggccgatcag
ccttgatccg
cggcattccg

ctcagacgtt

gctggcagag

gactgatttg
gcctgtctgg
tcacgcatta
agcagagatt
gttcgccaaa
aacaagagag

aaaaaggcag

cctgcggceaa
acaaaagaaa
agcéaattgg
cttcggaaag
aaaacgctgce
ctgttaatcg
cattctcagg
aaagccgceeg
ttattttggce
atgtaccgat
gagcttcctt
acggatgaag
acagggaacc
acgctgattt

aaactattcc

aaggcctgtt
aagcggctag
acaggttgca
cagaaaatga
ctgctgaacc
gaacaaaccg
aaacgtttga
atctgtatcc
gccecggecgt
tcgattggca
ttgttttcgg
tgaaacagct
caagcactga
taaattcaga

cttcacaagg

ccagaaagca
caccgcggca
tactgtatct

aaatctcttt

agaaaaagcg

cgatgaagga
tgccgegett
gcgttcgcetg
cgcctgtgece
ctctgataag
aaatctggac
ctctcacacc
agatgtaaaa
gattgcgatt

agaataa

Met Met Arg Lys Lys Ser Phe Trp Leu Gly Met Leu Thr Ala Phe Met

1

5

10

Leu Val Phe Thr Met Ala. Phe Ser Asp Ser Ala Ser Ala

<210>10
<211> 87
<212> ADN
<213> Atrtificial

20

<220> péptido sefalizador

<223>
<400> 10

25

15

atgatgagga aaaagagttt ttggcttggg atgctgacgg ccttcatgct cgtgttcacg

atggcattca gcgattccgce ttctgcet

<210> 11
<211> 489
<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 11

30

720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1557

60

87



Met
Thr
Pro
Glu
Ser
65

Asp
Leu
Gly
val
His
145
Asp
Gly
Met
Gln

Gln
225

Thr

Glu

vVal

Asp

50

Asp

Cys

Pro

Ser

Ile

130

Leu

Gln

Gly

Ser

Lys

210

Ala

His

Asn

Gly

35

val

Leu

Leu

Val

Glu

115

Val

Ser

Ala

Asp

Ile

195

Ala

Ala

Gln
Gly
20

Gln
Leu
Leu
Tyr
Met
100
Pro
val

Ser

Ala

Ile

Val

Trp

Asp

Ser

Val

85

Val

Leu

Thr

Phe

Ala

165

Pro

180

Ala

Ile

Ser

Asp

Ala

Met

Thr

ES 2368943 T3

Val

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

Trp

Tyr

Leu

Asn

150

Leu

Asn

Leu

Glu

Ser
230

Thr
Lys
Phe
Thr
55

Ser
val
Ile
Asp
Asn
135
Glu
Lys
val
Leu
Ser

215

Ala

Thr

Trp

Lys

40

Ala

Tyr

Phe

His

Gly

120

Tyr

Ala

Trp

Thr

Ala

200

Gly

Ala

Gln

Lys
25

Ala

Tyr

Thr

Ala

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

val

val

185

Met

Ala

Phe

31

Tyr

10

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

90

Gly

Lys

Leu

Ser

Arg

170

Phe

Pro

Ser

Leu

Gly

Ile

Glu

Ser

Leu

75

Asp

Ala

Leu

Gly

Asp

155

Glu

Gly

Ala

Arg

Gln
235

Lys

Pro

Pro

Ile

60

Pro

Thr -

Phe

Ala

Pro

140

Asn

Asn

Glu

Ala

Thr

220

Vval

Val

Pro

45

Cys

Arg

Pro

Tyr

Ala

125

Phe

Leu

Ile

Ser

Lys

205

Met

Leu

Lys
Ala
30

Glu
Pro
Gln
Ser
Leu
110
Gln
Gly
Gly
Ser
Ala
190
Gly

Thr

Gly

Gly

15

Lys-

val

Gln

Ser

Lys

95

Gly

Gly

Phe

Leu

Ala

175

Gly

Leu

Lys

Ile

Thr

Pro

Trp

Pro

Glu
80

Asn

Ala

Glu

Leu

Leu

160

Phe

Gly

Phe

Glu

Asn
240



Glu

Lys

Leu

Glu

Gly

305

val

Lys

Ser

Ala

Phe

385

Leu

Ala

Gln

Ala

Leu

465

Gln

Gly

Ala

Phe

Lys

290

Thr

His

Pro

Gln

Tyr

370

Asp

Glu

Lys

Ser

val

450

Asp

Lys

Gln

Ala

Phe

275

Ala

Thr

Ser

Leu

Ile

355

Ala

Trp

Leu

Ala

Ala

435

Asn

Ser

Leu

Leu Asp
245

Asp Gln
260

Gln Pro

Ile Ala

Arg Asp

Gln Glu

325

Ala Glu

340

His Met

Ser Ala

His Pro

Pro Phe
405

Glu Ile

420

Trp Ile

Trp Pro

Glu Ile

Phe Pro

Lys

Leu

Ala

Glu

Glu

310

Thr

Lys

Met

Gln

Lys

390

val

Thr

Thr

Ala

Thr

470

Ser
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Leu
Arg
Leu
Gly
295
Gly
Leu
val
Thr
Ser
375
Lys
Phe
Asp
Phe
Tyx
455

Ile

Lys

His

Ile

Asp

280

Ala

Tyr

Asp

Ala

Asp

360

His

Pro

Gly

Glu

Ala

440

His

Glu

Gly

Thr

Ala

265

Pro

Ala

Leu

Ala

Asp

345

Leu

Tyr

Pro

Asn

val

425

Lys

Glu

Asn

Glu

32

val
250

Glu

Lys

Ser

Phe

Ala

330

Leu

Leu

Ala

Tyr

Leu

410

Lys

Thr

Glu

Asp

Ser

Lys

Thr

Gly

Phe

315

Leu

Tyx

Phe

Pro

Asn

395

Asp

Gln

Gly

Thr

Pro
475

Ala

Glu

Leu

Ile

300

Thr

Glu

Pro

Trp

val

380

Lys

Gly

Leu

Asn

Arg

460

Glu

Glu

Asn

Pro

285

Pro

Pro

Tyr

Arg

Arg

365

Trp

Ala

Leu

Ser

Pro

445

Glu

Ser

Asp

Ile

270

Glu

Leu

Asp

Leu

Ser

350

Pro

Met

Phe

Glu

His

430

Ser

Thr

Glu

Leu

255

Phe

Glu

Leu

Ser

Leu

Gln

Pro

Ile

Asp

- 320

Leu

335

Leu

Ala

Tyr

His

Arg
415

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly
élu
Val
Arg
Ala
400
Met
Ile
Glu

Ile

Arg
480



<210> 12
<211> 490
<212> PRT

<213> Bacillus licheniformis

<400> 12

Met

Ala

Pro

Glu

Asp

65

Leu

Val

Glu

val

Ser

145

Ile

Asp

Ile

Ala

Tyr

Glu

val

Gly

50

Gly

Tyr

Met

Pro

val

130

Ser

Ala

Arg

Ala

Ile

Asp

Asn

cly

35

Glu

val

Leu

Val

Leu

115

Thr

Ile

Ala

His

Ser

195

Met

Thr
Gly
20

Asp

Leu

Leu

Asn

Thr

val

Leu

Asp

Pro

val

. 85

Trp
100

Tyr

Ile

Asp

Leu

His

180

Leu

Glu

Ile

Asp

Asn

Asp

Glu

165

Ile

Leu

Ser

val

Arg

Arg

Ala

Glu
70

Tyr

His

Gly

Tyr

Ser

150

Trp

Thr

Ala

Gly
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Glu

Ile

Phe

Phe

55

Ser

Ala

Gly

Thr

Arg

135

Tyr

Val

Val

Met

Ala

Thr

Phe

Arg

40

Gln

Ala

Pro

Gly

Gln

120

Leu

Ser

Lys

Phe

Pro

200

Ser

Arg

Lys

25

Glu

Phe

Gly

Glu

Ala

105

Leu

Gly

Ser

Asp

Gly

185

Lys

Ala

33

Phe
10

Gly
Pro
Gly
Val
Glu
90

Phe
Ala
Pro
Asn
Asn
170
Glu

Ala

Thr

Gly

val

Gln

Pro

Gln

75

Ala

TYyY

Lys

Phe

Leu

155

Ile

Ser

Lys

Met

Lys
Pro
Arg
Val
60

Lys
Asp
Arg
Gln
Gly
140
Gly
Ala
Ala

Gly

Ser

Leu

Tyr

Met

45

Cys

Ser

Gly

Gly

Gly
125

‘Phe

Leu

Phe

Gly

Leu

205

Asp

Lys
Ala
30

Glu
Pro
Glu
Asp
Ala
110
Lys
Leu
Leu
Phe
Ser
190

Phe

Lys

Gly

15

Lys

Ala

Gln

Asp

Leu

95

Gly

val

His

Asp

Gly

175

Met

Gln

Leu

Arg

Pro

Trp

Pro

Cys

80 .

Pro

Ser

Ile

Leu

Gln

160

Gly

Ser

Gln

Ala



ES 2368943 T3

210 215 220

Lys Ala Ala Ala Glu Arg Phe Leu Arg Ile Leu Asp Ile Asp His His
225 230 235 ' 240

His Leu Glu Arg Leu His Asp Val Ser Asp Gln Glu Leu Leu Glu Ala
245 250 255

Ala Asp Gln Leu Arg Thr Leu Met Gly Glu Asn Ile Phe Glu Leu Ile
260 265 270

Phe Leu Pro Ala Leu Asp Glu Lys Thr Leu Pro Leu Lys Pro Glu Val
275 280 . 285

Ala val Ala Lys Gly Ala Ala Lys Glu Ile Asn Leu Leu Ile Gly Thr
290 295 . 300

Asn Arg Asp Glu Gly Val Leu Phe Phe Pro Ser Asp Ser Asp Leu Leu
305 310 315 _ 320

Pro Glu Ser Lys Ile Asn Glu Ile Leu Glu Glu Tyr Met Gly Lys Glu
325 330 . 335

Ala Ala Glu Ala Ala Ser Ser Leu Tyr Pro Arg Ser Leu Glu Gly His
340 345 350

Val Asp Met Met Thr Asp Leu Ile Phe Trp His Pro Ser Val Val Phe
355 360 365

Ala Ser Ala Gln Ser Arg Tyr Ala Ser Val Phe Met Tyr Arg Phe Asp
370 375 380 :

Trp His Ala Asp Ser Glu Gln Pro Pro Phe Asn Lys Ala Ala His Gly
385 390 . 395 © 400

Leu Glu Ile Pro Phe Val Phe Gly Asn Met Asp Ile Leu Glu Gln Leu
405 410 415

Thr Gly Thr Lys Ala Gly Glu Glu Ala Gln Leu Leu Ala Glu Gln Ile
420 : 425 430

Gln Ala Ala Trp Val Ser Phe Ala Arg ‘Ser Gly Asn Pro Ser Thr Asp'
435 440 445

Asp Val Ser Trp Pro Asp Tyr Asp Glu Asp Ser Arg Lys Thr Leu Ile
450 455 . 460

34
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ES 2368943 T3

Phe Asp Gln Glu Val Ala Val Glu Ser Asp Pro Tyr Ser Asp Lys Arg

465

Lys Met Leu Thr Ala

<210> 13
<211> 489
<212> PRT

470

485

<213> bacillus subtilis

<400> 13

Met

1

Thr

Pro

Glu

Ser

65

Asp

Leu

Gly

Val

His

145

Asp

Gly

Thr

Glu

val

Asp

Asp

Cys

Pro

Ser

Ile

130

Leu

Gln

Gly

His Gln

Asn Gly
20

Gly Gln
35

Val Leg
Leu Leu
Leu Tyr
val Met

100
Glu Pro
115
val val
Ser Ser

Ala Ala

Asp'Pro
180

Ile

Val

Trp

Asp

Ser

Val

85

val

‘Leu

Thr

Phe

Ala

165

Asp

val

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

Trp

Tyr

Leu

Asp

150

Leu

Asn

Thr

Lys

Phe

Thr

55

Ser

Val

Ile

Asp

Asn

135

Glu

Lys

val

Pro Asn Pro Gln Ile

490

Thr

Trp

Lys

40

Ala

Tyr

Phe

His

Gly

120

Tyx

Ala

Trp

Thr

475

Gln

Lys

25

Ala

Tyr

Thr

Ala

Gly

105

Ser

Arg

val

val
185

35

TYyY

10

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

90

Gly

Lys

Leu

Ser

Arg

170

Phe

Gly Lys

Ile Pro

Glu Pro

Pro Val
60

Leu Pro
75

Asp Thr

Ala Phe

Leu Ala

Gly' Pro

140

Asp Asn
155

Glu Asn

Gly Glu

val
Tyr

Pro
45

Cys
Arg
Pro
Tyr
Ala
125
Phe
Leu

Ile

Ser

480

Lys

Ala

30

Glu

Pro

Gln

Ser

Leu

110

Gln

Gly

Gly

Ser

Ala
190

Gly
15

Lys
val
Gln
Ser
Gln
95

Gly
Gly
Phe
Leu
Ala

175

Gly

Thr

Pro

Trp

Pro

Glu

80

Asn

Ala

Glu

Met

Leu

160

Phe

Gly



ES 2368943 T3

Met Ser Ala Ala Leu Leu Ala Met Pro Ala Ala Lys Gly Leu Phe

200 205

=
\O =~
wm o

Gln Lys Ala Ile Met Glu Ser Gly Ala Ser Arg Thr Met Thr Lys Glu
- 210 215 220

Gln Ala Ala Ser Thr Ala Ala.Ala Phe Leu Gln Val Leu Gly Ile Asn
225 230 235 240

Glu Ser Gln Leu Asp Arg Leu His Thr Val Ala Ala Glu Asp Leu Leu
245 250 . 255

Lys Ala Ala Asp Gln Leu Arg Ile Ala Glu Lys Glu Asn Ile Phe Gln
260 265 270

Leu Phe Phe Gln Pro Ala Leu Asp Pro Lys Thr Leu Pro Glu Glu Pro
275 280 285

Glu Lys Ser Ile Ala Glu Gly Ala Ala Ser Gly Ile Pro Leu Leu Ile
290 295 : : 300

Gly Thr Thr Arg Asp Glu Gly Tyr Leu Phe Phe Thr Ser Asp Ser Asp
305 310 . 315 320

Val Arg Ser Gln Glu Thr Leu Asp Ala Ala Leu Glu Tyr Ser Leu Gly
325 330 335

Lys Pro Leu Ala Glu Lys Ala Ala Asp Leu Tyr Pro Arg Ser Leu Glu
340 345 350

Ser Gln Ile His Met Val Thr Asp Leu Leu Phe Trp Arg Pro Ala Val
355 360 365

Ala Phe Ala Ser Ala Gln Ser His Tyr Ala Pro Val Trp Met Tyr Arg
370 375 380

Phe Asp Trp His Pro Glu'Lys Pro Pro Tyr Asn Lys Ala Phe His Ala
385 _ 350 395 400

Leu Glu Leu Pro Phe Val Phe Gly Asn Leu Asp Gly Leu Glu Arg Met
405 410 415

g
—
o

Lys Ala Glu Ile Thr Asp Glu Val Lys Gln Leu Ser His Thr Ile
420 425 430

Gln Ser Ala Trp Ile Thr Phe Ala Lys Thr Gly Asn Pro Ser Thr Glu
435 440 445

36
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Ala

Leu
465

Gln

<210> 14
<211> 489
<212> PRT

Val
450

Asp

Lys

<213> Bacillus subtilis

<400> 14

Met

Thr

Pro

Glu

Ser

65

Asp

Leu

Gly

Val

His

145

Asp

Thr

Glu

Val

Asp

50

Asp

Cys

Pro

Ser

Ile

130

Leu

Gln

Asn Trp Pro

Ser Glu Ile

Leu Phe Pro

His

Asn

Gly

Val

Leu

Leu

Val

Glu

115

val

Ser

Ala

Gln

Gly

20

Gln

Leu

Leu

Tyr

Met

100

Pro

Vval

Ser

Ala

485

Ile

Val

Trp

Asp

Ser

val

85

Val

Leu

Thr

Phe

Ala
165

ES 2368943 T3

Ala

Thr

470

Ser

val

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

Trp

Tyr

Leu

Asp

150

Leu

Tyr His Glu Glu Thr Arg Glu Thr val Ile

455

460

Ile Glu Asn Asp Pro Glu Ser Glu Lys Arg

Lys Gly Glu

Thr
Lys
Phe
Thr
55

Ser
val
Ile
Asp
Asn
135

Glu

Lys

Thr

Trp

Lys

40

Ala

Tyr

Phe

His

Gly

120

Ala

Trp

Gln

Lys

25

Ala

Tyr

Thr

Ala

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Val

37

Tyr

10

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

90

Gly

Lys

Leu

Ser

Arg
170

475

Gly
;le
Glu
Pro
Leu
75

Asp
Ala
Leu
Gly
Asp

155

Glu

Lys

Pro

Pro

Ile
60

Pro'

Thr

Phe

Ala

Pro

140

Asn

Asn

val

Tyr
Pro
45

Cys
Arg
Pro
Tyr
Ala
125
Phe

Leu

Ile

Lys

Ala

30

Glu

Pro

Gln

Ser

Leu

110

Gln

Gly

Gly

Ser

Gly

15

Lys

val

Gln

Ser

Gln

95

Gly

Gly

Phe

Leu

Ala
175

480

Thr

Pro

Trp

Pro

Glu

80

Asn

Ala

Glu

Leu

Leu.

160

Phe



Gly
Met
Gln
Gln
225
Glu
Lys
Leu
Glu
Gly
305
Val
Lys
Ser
Ala
Phe
385
Leu

Ala

Gly

Ser

Lys

210

Ser

Ala

Phe

Lys

290

Thr

His

Pro

Gln

Tyr

370

Asp

Glu

Lys

Asp

Ile
195

Ala

2]
-
'

Gln

Ala

Phe

275

Ser

Thr

ser

Leu

Ile

355

Ala

Trp

Leu

Ala

Pro
180

Ala

Ile

%]
m
&

Leu

Asp

260

Gln

Ile

Arg

Gln

Ala

340

His

Ser

His

Pro

Glu
420

Asp

Ala

Met

R TS
1ne

Asp
245
Gln
Pro
Ala
Asp
Glu
325
Glu
Met
Ala
Pro
Phe

405

Ile

Asn

Leu

‘Glu

Arg
Leu
Ala
G;I.u
Glu
310
Thr
Lys
Met
Gln
Glu

390

Val

ES 2368943 T3

Val

Leu

Ser

215

Leu

Arg

Leu

Gly

295

Gly

Leu

Ala

Thr

Ser

378

Lys

Phe

Asp

Thr

Ala
200

Gly

k-
[
1]

His

Ile

Asp

280

Ala

Tyr

Asp

Ala

Asp

360

His

Pro

Gly

Glu

val
185

Met

Ala

Thr

Ala

265

Pro

Ala

Leu

Ala

Asp

345

Leu

Tyr

Pro

Asn

val
425

38

Phe

Pro

Sexr

Leu

Val

250

Glu

Lys

Ser

Phe

Ala

330

Leu

Leu

Ala

Tyr

Leu

410

Lys

Gly

Ala

Arg

Gin

235

Ala

Lys

Thr

Gly

Phe

315

Leu

Tyr

Phe

Pro

Asn

395

Asp

Gln

Glu

Ala

Thr

220

Ala

Glu

Leu’

Ile

300

Thr

Glu

Pro

Trp

val
380
Lys

Gly

Leu

Ser

Lys

205

Met

Leu

Glu

Asn

Pro
285

' Pro

Pro

Tyr

Arg

Arg

365

Trp

Ala

Leu

n
L]
[a}

Ala
190

Gly

Thr

Gly

Asp

Ile

270

Glu
Leu
Asp
Leu
Ser
350
Pré
M.et
Phe

Glu

His
430

Gly

Leu

Lys

Ile

Leu

255

Phe

Glu

_Le'u

Ser

Leu

335

Leu

Ala

Tyr

His

Arg

415

Thr

Gly

Phe

Glu

Asn’

240

Leu

Gln

Pro

Ile

Asp

320

Gly

Glu

Val

Arg

Ala

400

Met

Ile
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Gln

Ala

Leu
465

Gln

<210> 15
<211> 489
<212> PRT

Ser

val

450

Asp

Lys

<213> Bacillus subtilis

<400> 15

Met

Thr

Pro

Glu

Ser

65

Asp

Leu

. Gly

val

Thr

Glu

vVal

Asp

50

Asp

Cys

Pro

Ser

Ile

" 130

His
145

Leu

Ala
435
Asn

Ser

Leu

His
Asn
Gly
35

Val
Leu
Leu
val
Glu
115

val

Ser

Trp

Trp

Glu

Phe

Ile

Pro

Ile

Pro

- 485

‘Gln

Gly

20

Gln

Leu

Leu

Tyrx

Met

100

Pro

Val

Ile

Val

Trp

Asp

Ser

Val

85

Val

Leu

Thr

Phe

Thr

Ala

Thr

470

Ser

Val-

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

Trp

Tyr

Leu

Asn
150

ES 2368943 T3

Phe

Tyr

455

Ile

Lys

Thr

Lys

‘Phe

Thr

55

Ser

val

Ile

Asp

Asn
135

Ala
440
His

Glu

Gly

Thr
Trp
Lys
40

Ala
Tyr
Phe
His
Gly
120

Tyr

Ala

Lys

Thr Gly Asn

Glu Glu Thr

Asn Asp. Pro

Glu

Gln

Lys

25

Ala

Tyr

Thr

Ala

Gly

105

Ser

Arg

Tyx

39

Tyr
10

Gly
Pro
Gly

Glu

Pro

90

Gly

Lys

Leu

Ser

475

Gly

Ile

Glu

Ser

Leu

75

Asp

Ala

Leu

Gly

Asp
155

Arg
460

Glu

Lys
Pro
Pro
Ile
60

Pro
Thr
Phe
Alé
Pro

140

Asn

Pro Ser Thr Glu

445

Glu

Ser

val

Tyr

Pro
45

cys

Arg

Pro

Tyr

Ala

125

Phe

Leu

Thr val Ile

Glu LYs Arg

Lys

Ala

30

Glu

Pro

Gln

Ser

Leu

110

Gln

Gly

Gly

480

Gly Thr

15

Lys

val

Gln

Ser

Lys

95

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Trp

Prd

Glu
80

Asn

Ala

Glu

Leu

Leu
160



. Asp

Gly

Met

Gln

Gln

225

Glu

Lys

Leu

Glu

Gly

305

Val

Lys

Ser

Ala

Phe

385

Leu

Gln

Gly

Ser

Lys

210

Ala

Gly

Ala

Phe

Lys

290

Thr

His

Pro

Gl_n

Tyr

370

Asp

Glu

Ala

Asp

Ile

185

Ala

Ala

Gln

Ala

Phe

275

Ala

Thr

Ser

Leu

Ile

355

Ala

Trp

Leu

Ala

Pro

180

Ala

Ile

Ser

Leu

Asp

260

Gln

Ile

Arg

Gln

Ala

340

His

Ser

His

Pro

Ala

165

Asp

Ala

Met

Thr

Asp

245

Gln

Pro

Ala

Asp

Glu

325

Glu

Met

Ala

Pro

Phe

Leu

Asn

Leu

Glu

Ser

230

Lys

Leu

Ala

Glu

Glu

310

Thr

Lys

Met

Gln

Lys

390

val

ES 2368943 T3

Lys

val

Leu

Ser

215

Ala

Leu

Arg

Leu

Gly

295

Gly

Leu

val

Thr

Ser

375

Lys

Phe

Trp
Thr
Ala
200
Gl}.,
Ala
His
Ile
Asp

280

Ala
Tyr
Asp
Ala
Asp
360
His
Pro

Gly

val

Val

185

Met

Ala

Phe

Thr

Ala

265

Pro

Ala

Leu

Ala

Asp

345

Leu

Tyr

Pro

Asn

40

Arg
170
Phe
Pro
Ser
Leu
vVal
250
Glu
Lys
Ser
Phe
Ala
330
Leu
Leu
Ala

Tyr

Leu

Glu

Gly

Ala

Arg

Gln

235

Ser

Lys

Thr

Gly

Phe

315

Leu

Phe

Pro

Asn

395

Asp

Asn

Glu

Ala

Thr

220

Val

Ala

Glu

Leu

Ile

300

Thr

Glu

Pro

Trp

val

380

Lys

Gly

Ile

Ser

Lys

205

Met

Leu

Glu

Asn

Pro

285

Pro

Pro

Tyr

Arg

Arg

365

Trp

Ala

Leu

Ser

Ala

190

Gly

Thr

Gly

Asp

Ile

270

Glu

Leu

Asp

Leu

Ser

350

Pro

Met

Phe

Glu

Ala

175

Gly

Leu

Lys

Ile

Leu

255

Phe

Glu

Leu

Ser

Leu

335

Leu

Ala

Tyr

His

Arg

Phe
Gly
Phe
Glu
Asn
240
Leu
G:}n
Pro
Ile
Asp
320
Gly
c1u
vVal
Arg
Ala

400

Met
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Ala

Gln

Ala

Leu

465

Gln

Lys
Ser
val
450

Asp

Lys

Thr
Glu
val
Asp
50

Asp
Cys

Pro

Ser

<210> 16

<211> 489

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 16
Met
1
Thr
Pro
Glu
Ser
65
Asp
Leﬁ
Gly
val

Ile

Ala

Ala

435

Asn

Ser

Leu

His

Asn-

Gly
35

val
Leu
Leu
Val
Glu
115

val

Glu
420

Trp

Trp

Glu

Phe

Gln
Gly
20

Gln
Leu
Leu
Tyr
Met
100

Pro

val

405

Ile

Ile

Pro

Ile

Pro
485

Ile
Val
Trp
Asp
Ser
val
85

val

Leu

Thr

Thr

Thr

Ala

Thr

470

Ser

Val

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

Trp

Tyr

Leu

ES 2368943 T3

Asp

Phe

Tyr
455

Ile

Lys

Thr
Lys
Phe
Thr
55

Ser
Val
Ile

Asp

Asn

Glu
Ala
440
His

Glu

Gly

Thr

Trp

Lys

40

Ala

Tyr

Phe

His

Gly

120

Tyr

val

425

Lys

Glu

Asn

Glu

Gln
Lys
25

Ala
Tyr
Thx
Ala
Gly
105

Ser

Arg

41

410

Lys

Thr

Glu

Asp

Tyr

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

90

Gly

Lys

Leu

Gln

Gly

Thr

Pro
475

Gly
Ile
Glu
Ser
Leu
75

Asp
P..la
Leu

Gly

Leu
Asn
Arg
460

Glu

Lys

Pro

Pro

Ile

60

Pro

Thr

Phe

Ala

Pro

Ser
Pro
445

Glu

Ser

Vval

Pro
45

Cys
Arg
Pro
Tyr
Ala

125

Phe

His

430

Ser

Thr

Glu

Lys

Ala

30

Glu

Pro

Gln

Ser

Leu

110

Gln

Gly

415

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly

15

Lys

val

Gln

Ser

Lys

95

Gly

Gly

Phe

Ile

Glu

Ile

Arg
480

Thr
Pro '
Trp
Pro
Glu
80
Asn
Ala

Glu

Leu



His
145
Asp
Gly
Met
Gln
Gln
225
Glu
Lys
Leu
Glu
Gly
305

Val

Ser

Ala

130

Leu

Gln

Gly

Ser

Lys

210

Ala

Gly

Ala

Phe

Lys

290

Thr

His

Pro

Gln

Tyr
370

Ser

Ala

Asp

Ile

195

Ala

Ala

Gln

Ala

Phe

275

Ala

Thr

Ser

Leu

Ile

355

Ala

Ser

Ala

Pro

180

Ala

Ile

Ser

Leu

Asp

260

Gln

Ile

Arg

Gln

Ala

340

His

Ser

Phe
Ala
165
Asp
Ala
Met
Thr
Asp
245
Gln
Pro
Ala

Asp

Glu

325

Glu

Met

Ala

Asn

150

Leu

Asn

Leu

Glu

Ser

230

Lys

Leu

Ala

Glu

Glu

310

Thr

Lys

Met

Gln

ES 2368943 T3

135

Glu

Lys

Val

Leu

Ser

215

Ala

Leu

Arg

Leu

Gly

295

Gly

Leu

Val

Thr

Ser
375

Ala

Trp

Thr

Ala

200

Gly

Ala

His

Ile

Asp

280

Ala

Tyrxr

Asp

Ala

Asp

360

His

Tyr
val
val
185
Met
Ala
Phe
Thr
Ala
265
Pro
Ala
Leu
Ala
Asp
345

Leu

Tyr

Ser
Arg
170
Phe
Pro
Ser
Leu
val
250
Glu
Lys
Ser
Phe
Ala
330
Leu

Leu

Ala

42

Asp

155

Glu

Gly

Ala

Arg

Gln

235

Ser

Lys

Thr

Gly

Phe

315

Leu

Tyxr

Phe

Pro

140

Asn

Asn

Glu

Ala

Thr

220

val

Ala

Glu

Leu

Ile

300

Thr

Glu

Pro

Trp

Val
380

‘Leu

Ile

Ser

Lys
205

Met

Leu

Glu

Asn

Pro

285

Pro

Pro

Tyr

Arg

Arg

365

Trp

Gly
Ser
Ala
190
Gly
Thr
Gly
Asp
Ile
270
Glu
Leu
Asp
Leu
Ser
350

Pro

Met

Leu

Ala

175

Gly

Leu

Lys

Ile

Leu

255

Phe

Glu

Leu

Ser

Leu

335

Leu

Ala

Tyr

Leu

160

Phe

Gly

Phe

Glu

Asn

240

Leu

Gln

Pro

Ile

Asp

320

Gly

Glu

Val

Arg
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<210> 17
<211> 489
<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 17

Phe Asp Trp
385
Leu Glu Leu
Ala Lys Ala
Gln Ser Ala
435
Ala val Asn
450
Leu Asp Ser
465
Gln Lys Leu
Met Thr His
1
Thr Glu Asn
Pro Val Gly
35
Glu Asp Val
50
Ser Asp Leu
65
Asp Cys Leu
Leu Pro Val

His

Pro

Glu

420

Trp

Trp

Glu

Phe

Gln

Gly

20

Gln

Leu

Leu

Tyr

Met
100

Pro

Phe

405

Ile

Ile

Pro

Ile

Pro
485

Ile

vVal

Trp

Asp

Ser

vVal

85

val

ES 2368943 T3

Lys

390

Val

Thr

Thr

Ala

Thr

470

Ser

Val

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

Trp

Lys

Phe

Asp

Phe

Tyr
455

Ile

Lys

Thr

Lys

Phe

Thr

55

Ser

Val

Ile

Pro
Gly
Glu
Ala
440
His

Glu

Gly

Thr
Trp
Lys
40

Ala
Tyr

Phe

His

Pro

Asn

val

Tyr

Leu
410

Lys

425

Lys

Glu

Asn

Glu

Gln

Lys

25

Ala

Tyr

Thr

Ala

Gly
105

43

Thr

Glu

Asp

Tyr

10

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

90

Gly

Asn
395
Asp
Gln
Gly

Thr

Pro
475

Gly

Ile

Glu

Sef

Leu

75

Asp

Ala

Lys

Gly

Leu

Asn

Arg

460

Glu

Lys

Pro

Pro

Ile

60

Pro

Thr

Phe

Ala

Leu

Ser

Pro

445

Glu

Ser

val

Tyr

Pro

45

Cys

Arg

Pro

Tyr

Phe

Glu

His

430

Ser

Thr

Glu

Lys

Ala

30

Glu

Pro

Gln

Ser

Leu
110

His

Arg

415

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly

Lys

Val

Gln

Ser

Lys

95

Gly

Ala
400
Met
Ile
Glu

Ile

Arg
480

Thf
Pro
Trp
Pro
Glu
80

Asn

Rla



Gly
val
His
145
Asp
Gly
Met
Gln
Gln
225
Glu
Lys
Leu
Glu
Gly
305
Val

Lys

Ser

Ser

Ile

130

Leu

Gln

Gly

Ser

Lys

210

Ala

Gly

Ala

Phe

Lys

290

Thr

His

Gln

Glu
115
Val
Ser
Ala
Asp
Ile
195
Ala
Ala
Gln
Ala
Phe
275
Ala
Thr

Ser

Ile
355

Pro
Val
Ser
Ala
Pro
180
Ala
Ile
Ser
Leu
Asp
260
Gln
Ile
Arg

Gln

Ala

340

His

Leu

Thr

Phe

Ala

165

Asp

Ala

Met

Thr

Asp

245

Gln

Pro

Ala

Asp

Glu

325

Met

Tyr
Leu
Asn
150
Leu
Asn
Leu

Glu

Ser
230

Lys’

Leu

Ala

Glu

Glu

310

Thx

Lys

Met

Asp

Asn

135

Glu

Lys

Val

Leu

Ser

215

Ala

Leu

Arg

Leu

Gly

295

Gly

Leu

Thr

ES 2368943 T3

Gly

120

Tyr

Ala

Trp

Thr

Ala

200

Gly

Ala

His

Ile

Asp

280

Ala

Tyr

Asp

Ala

Asp
360

Ser

Arg

Tyr

val

val

185

Met

Ala

Phe

Thr

Ala

265

Pro

Ala

Leu

.Ala

Asp

345

Leu

Lys

Leu

Ser

Arg

170

Phe

Pro

Ser

Leu

val

250

Glu

Lys

Ser

Phe

Ala

330

Leu

Leu

Leu

Gly

Asp

155

Glu

Gly

Ala

Axrg

Gln

235

Ser

Lys

.Thr

Gly

Phe

315

Leu

Tyr

Phe

44

Ala
Pro
140
Asn
Asn
Glu
Ala
Thr
220
Val
Ala
Glu
Leu
Ile
300
Thr
Glu

Pro

Trp

Ala
125
Phe
Leu
Ile
Ser
Lys
205
Met
Leu
Glu
Asn
Pro
285
Pro
Pro
Tyr

Arg

Arg
365

Gln

Gly

Gly

Ser

Ala

190

Gly

Thr

Gly

Asp

Ile

270

Glu

Leu

Asp

Leu

Ser

350

Pro

Gly
Phe
Leu
Ala
175
Gly
Leu
Lys
Ile
Leu
255
Phe
Glu
Leu
Ser
Leu
335

Leu

Ala

Glu

Leu

Leu

160

Phe

Gly

Phe

Glu

Asn

240

Leu

Gln

Pro

Ile

Asp

320

Gly:

Glu

vVal
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Phe Asp
385

Leu Glu

Ala Lys

Gln Ser

Ala Val
450

Leu Asp
465

Gln Lys

<210> 18

<211> 489

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis
<400> 18

Met Thr-

Thr Glu

Pro Val

Glu Asp
50

Ser Asp
65

Asp Cys

Trp

Leu

Ala

Ala

435

Asn

Ser

Leu

His

Asn

Gly

Val

Leu

Leu

wn
[U]
"

His
Pro
Glu
420
Trp
Trp

Glu

Phe

Gln
Gly
20

Gln
Leu

Leu

Tyr

Pro

Phe

405

Ile

Ile

Pro

Ile

Pro
485

Ile

val

Trp

Asp

Ser

val
85

ES 2368943 T3

Lys
390

Val

Thr

Thr

Ala

Thr

470

Ser

Vval

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

w N
~ 0
"

Lys
?he
Asp
Phe
Tyr
455

Ile

Lys

Thr
Lys
Phe
Thr

55

val

Pro

Gly

Glu

Ala

440

His

Glu

Gly

Thr
Trp
Lys
a0

Ala

Phe

Pro
Asn
val
425
Lys
Glu

Asn

Glu

Gln

Lys
25

Ala

Tyr.

Thr

Ala

45

Ala

Tyr

Leu

410

Lys

Thr

Glu

Asp

Tyr

10

Gly

Pro

Gly

Pro
90

Asn
395
Asp
Gln
Gly

Thr

Pro
475

Gly
Ile
Glu
Ser
Leu
75

Asp

Val
380

Lys

Gly-

Leu

Asn

Arg
460

Glu’

Lys

Pro

Pro

Ile

60

Pro

Thr

Trp

Ala

Leu

Ser

Pro

445

Glu

Ser

Val

Tyr

Pro

45

Cys

Arg

Pro

Met

Phe

Glu

His
430

Ser.

Thr

Glu

Lys

Ala

30

Glu

Pro

Gln

Ser

His

Arg

415

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly

15

Lys

val

Gln

Ser

Lys
95

Ala
400
Met
Ile
Glu
Ile

Arg
480

Thr
Pro
Trp
Pro
Glu

80

Asn



ES 2368943 T3

3
3]

n3
-
=
1]
b2 ol
-
n
<

Leu Prc Val Met Vval

100

Gly ARla Phe Tyr Leu Gly Ala
110

]
o -
(V)] L

Gly Ser Glu Pro Leu Tyr Asp Gly Ser Lys Leu Ala Ala Gln Gly Glu
115 120 125

Val Ile Vval val Thr Leu Asn Tyr Arg Leu Gly Pro Phe Gly Phe Leu
130 135 140

His Leu Ser Ser Phe Asn Glu Ala Tyr Ser Asp Asn Leu Gly Leu Leu
145 150 155 160

Asp Gln Ala Ala Ala Leu Lys Trp Val Arg Glu Asn Ile Ser Ala Phe
165 170 175

Gly Gly Asp Pro Asp Asn Val Thr val Phe Gly Glu Ser Ala Gly Gly
180 185 190

Met Ser Ile Ala Ala Leu Leu Ala Met Pro Ala Ala Lys Gly Leu Phe
195 200 205

Gln Lys Ala Ile Met Glu Ser Gly Ala Ser Arg Thr Met Thr Lys Glu
210 215 220

Gln Ala Ala Ser Thr Ser Ala Ala Phe Leu .Gln Val Leu Gly Ile Asn
225 . 230 235 240

Glu Gly Gln Leu Asp Lys Leu His Thr Val Ser Ala Glu Asp Leu Leu
245 250 255

Lys Ala Ala Asp Gln Leu Arg Ile Ala Glu Lys Glu Asn Ile Phe Gln
260 265 270

Leu Phe Phe Gln Pro Ala Leu Asp Pro Lys Thr Leu Pro Glu Glu Pro
275 280 285

Glu Lys Ala Ile Ala Glu Gly Ala Ala Ser Gly Ile Pro Leu Leu Ile
290 295 . 300

Gly Thr Thr. Arg Asp Glu Gly Tyr'Leu Phe Phe Thr Pro Asp Ser Asp
305 © 310 315 320

Val His Ser Gln Glu Thr Leu Asp Ala Ala Leu Glu Tyr Leu Leu Gly
' 325 _ 330 335

Lys Pro Leu Ala Glu Lys Val Ala Asp Leu Tyr Pro Arg Ser Leu Glu
340 © 345 350

46
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<210> 19
<211> 490
<212> PRT

Ser

Ala

Phe

385

Leu

Ala

Gln

Ala

Leu

465

Gln

Gln Ile
355

Tyr Ala
370

Asp Trp

Glu Leu

Lys Ala

Ser Ala

435

Val Asn
450

Asp Ser

Lys Leu

<213> Bacillus licheniformis

<400> 19

Met

Ala

Pro

Glu

Tyr Asp

Glu Asn

val Gly
35

Gly Glu
50

Gly Vval

His

Ser

His

Pro

Glu

420

Trp

Trp

Glu

Phe

Thr
Gly
20

Asp

Leu

Leu

Met

Ala
Pro
Phe
405
Ile
Ile
Pro

Ile

Pro
485

fh;
val
Leu
Asp

Pro

Met

Gln

Lys

390

Val

Thr

Thr

Ala

Thr

470

Ser

val

Arg

Arg

Ala

Glu
70

ES 2368943 T3

Thr

Ser

375

Lys

Phe

Asp

Phe

Tyr

455

Ile

Lys

Glu

Ile

Phe

Phe

55

Ser

Asp

360

His

Pro

Gly

Glu

Ala

440

His

Glu

Gly

Thr

Phe

Arg

40

Gln

Ala

Leu

Tyr

Pro

Asn

val

425

Lys

Glu

Asn

Glu

Arg

Lys

25

Glu

Phe

Gly

47

Leu
Ala
Tyr
Leu
410
Lys
Thr

Glu

Asp

Phe
10

Gly
Pro

Gly

Val

Phe

Pro

Asn

395

Asp

Gln

Gly:

Thr

Pro
475

Gly

val

Gln

Pro

Gln
75

Trp

Val

380

Lys

Gly

Leu

Asn

Arg

460

Glu

Lys

Pro

Arg

Ar§
365
Trp
Ala’
Leu
Ser
Pro
445

Glu

Ser

Leu

Tyr

Met

45

val
60

Lys

cys

Ser

Pro

Met

Phe

Glu

His

430

Ser

Thr

Glu

Lys
Ala
30

Glu

Pro

Glu

Ala

Tyr

His

Arg

415

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly

15

Lys

Ala

Gln

Asp

Val

Arg

Ala

400

Met

Ile

Glu

Ile

Arg
480

Arg

Pro

Trp

Pro

cys
80



Leu
Val
Glu
val
Ser
145
Ile
Asp
Ile
Aia
Lys
225
His
Ala
Phe
Ala
Asn

305

Pro

Tyr

Met

Pro

val

130

Ser

Ala

Arg

Ala

Ile

210

Ala

Lgu

Asp

Leu

Val

290

Arg

Glu

Leu

Val

Leu

115

Thr

Ile

Ala

His

Ser

195

Met

Ala

Glu

Gln

Pro

275

Ala

Asp

Ser

Asn

Trp

100 -

Tyr

Ile

Asp

Leu

His

180

Leu

Glu

Ala

Arg

Leu

260

Ala

Lys

Glu

Lys

val
85
Ile
Asp
Asn
Asp
Glu
165
Ile
Leu
Serxr
Glu
Leu
245
Arg
Leu
Gly

Gly

Ile

ES 2368943 T3

Tyr

His

Gly

Tyr

Ser

150

Trp

Thr

Ala

Gly

Arg

230

His

Thr

Asp

Ala

val

310

Asn

Ala

Gly

Thr

Arg

135

Tyr

Val

val

Met’

Ala

215

Phe

Asp

Leu

Glu

Ala

295

Leu

Glu

Pro Glu

Gly Ala
-105

Gln Leu
120

Leu Gly
Ser Ser
Lys Asp
Phe Gly

185

Pro Lys

200

Ser Ala

Leu Arg

Val Ser

Met Gly
265

Lys Thr
280
Lys Glu

Phe Phe

Ile Leu

48

Glu

90

Phe

Ala

Pro

Asn

Asn

170

Glu

Ala

Thr

Ile

Asp

250

Glu

Leu

Ile

Pro

Glu

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

155

Ile

Ser

Lys

Met

Leu

235

Gln

Asn

Pro

Asn

Ser

315

Glu

Asp

Arg

Gln

Gly

140

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

220

Asp

Glu

Ile

Leu

Leu

300

Asp

Tyr

Gly

Gly

Gly

125

Phe

Leu

Phe

Gly

Leu

205

Asp

Ile

Leu

Phe

Lys

285

Leu

Ser

Met

Asp
Ala
110
Lys
Leu
Leu
Phe
Ser
190
Phe
Lys
Asp
Leu
Glu
270
Pro
Ile

Asp

Gly

Leu

95

Gly

Val

His

Asp

Gly

175.

Met

Gln

Leu

His

Glu

255

Leu

Glu

Gly

Leu

Lys

Pro

Ser

Ile

Leu

Gln

160

Gly

Ser

Gln

Ala

His

240

Ala

Ile

Val

Thr

Leu

320

Glu
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Ala Ala

val Asp

Ala Ser
370

Trp His
385

"Leu Glu

Thr Gly

Gln Ala

Asp Val
450

Phe Asp
465

Lys Met

Glu

Met

355

Ala

Ala

Ile

Thr

Ala

435

Ser

Gln

Leu

Ser

His

Ala
340
Met
Gln

Asp

Pro

Lys

420

Trp

Trp

Glu

Thr

Asn

Lys
20

<210> 20
<211> 455
<212> PRT
<213> Staphylococcus epidermidis
<400> 20
Met Cys
1
Gly Leu
Lys Ser

Leu Ser

Phe
35

Lys

Asn

Pro

325

Ala

Thr

Ser

Ser

Phe

405

Ala

val

Pro

val

Ala
485

Met

Lys

Lys

Met

ES 2368943 T3

Ser
Asp
Arg
Glu
390
val
Gly
Ser
Asp
Ala

470

Pro

val

Asn

Ile

Ile

Ser

Leu

Tyr

375

Gln

Phe

Glu

Phe

Tyxr
455

Val

Asn

Gln

Ile

Ser

Asp

Leu

Ile

Tyr
345

Phe

360 -

Ala

Pro

Gly

Glu

Ala

440

Asp

Glu

Pro

Val
Asp
Arg
40

Ala

Ser

Pro

Asn

Ala

425

Arg

Glu

Ser

Gln

Lys

val

25

Phe

Thr

49

330

Pro Arg
Tfp His
Val Phe

Phe Asn
395

Met Asp
410

Gln Leu
Ser Gly
Asp Ser
Asp Pro

475

Ile
490

Ile Gly
10
Phe Leu

Gln His

His Ile

Ser
Pro
Met
380
Lys
Ile
Leu
Asn

Arg
460

Tyr-

Asn

Gly

Ser

Gln

Leu

Ser
365

Tyr

Ala

Leu

Ala

Pro

445

Lys

Ser

Cys

Ile

Lys

Ser

Glu-

350

val

Arg

Ala

Glu

Glu

430

Ser

Thr

Asp

Thr

Pro

30

Leu

Ile

Gly
Val
Phe
His
Gln
415
Gln
Thr

Leu

Lys

Ile
15

Tyx

Met

Pro

His

Phe

RsSp

Gly

400

Leu

Ile

Asp

Ile

Arg
480

Asn

Ala

Glu

Pro



Gln
. 65

Phe

Lys

Gly

Glu

Arg

145

Leu

Val

Leu

Met

Thr

225

Phe

Leu

Arg

His

50

Pio

Asn

Pro

Gly

His

130

Leu

Asn

His

Met

Pro

210

Leu

Ser

Thr

Gly

His
290

Tyxr
Ser
Ser
Ser
115
Ile
Gly
Tyx
Gln
Gly
195
Glu
Thr
Gln
Serxr
Arg
275

Met

Asn

Phe

Ser
100

Phe

Val

Ala

Asn

TyY

180

G1ln

Leu

Thr

Leu

Asp

260

Ser

Ser

Ser

Lys

85

Asn

Leu

Glu

Leu

Asn

165

Ile

Ser

Asp

Asp

Met

245

Asp

Arg

Arg

ES 2368943 T3

Leu

70

Gln

Gln

Gln

Gln

Gly

150

Gly

Glu

Ala

Asp

Thr

230

Arg

Ile

Gly

Ser

55

Glu

Asn

Asn

Gly

Glu
135

Tyr

Ile

His

Gly

Tyr

215

Pro

His

Leu

Leu

Ile
295

Asp

Asp

His

His

120

Asn

Leu

Ser

Phe

Ser
200

Tyr

Leu

Tyr

Tyr

Asp

280

Lys

Phe

Tyr

Leu

105

Gly

Ile

Asp

Asp

Gly

185

Met

His

Asn

Phe "

Leu
265

Leu

Lys

50

Phe

Cys

90

Pro

Thr

Ile

Trp

Gln

170

Gly

Ser

Lys

Ala

Pro

250

Met

Ile

Phe

Ser

75

Leu

Val

Ala

Val

Ser

155

Ile

Asp

Ile

val

His

23S

Asn

Glu

Tyr

Pro

60

Met

Phe

Val

Glu

vVal

140

Tyr

Asn

Ser

Met

Met

220

Thr

Lys

Ser

Gln

Lys
300

Thr

Leu

Ile

Leu

125

Thr

Phe

val

Asn

Thr

205

Leu

Lys

Thr

Gln

Pro

285

Pro

Asp

Asn

Tyr

110

Tyr

Phe

Asn

Leu

Asn

190

Leu

Leu

val

Leu

Lys

270

Ile

Thr

Ser
Ile
95

Phe
Cys
Asn
Gln
Arg
175
Val
Met
Ser
Gln
Lys
255

Lys

Phe

ser
80

Trp
Tyr
Pro
Tyr
His
160
Trp
Thr
Gln
Gly.
His
240

Thr

Asp

Met
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<210> 21
<211> 450
<212> PRT

>Ile Thr G
3

Ser Tyr Thr
305

Thr Leu Pro

His Val Glu

(G
" o

Met Asn Ser
370

His Thr Ser
385

Trp Phe Gly

Gln His Asp

Phe Ala Arg
435

Gln Ala Leu
450

<213> Staphylococcus aureus

<400> 21

Met Lys Ile
1

Gly.Leu Asp

His

Ser

Lys

340

Tyr

Cys

Tyr

His

Met -

420

Lys

His

Asn

Ile

20

Asp Asn Arg
35

Ile Asp Ala
50

Phe

Thr

Asp

Glu

ES 2368943 T3

Glu
310

Arg

325 .

Asn

Cys

Asp

Phe

Leu

405

Asn

Gly

Ile

Thr

Phe

Lys

Glu

Asp
Phe
Thr
Lys
390
Ser
Leu

Lys

Tyr

Thr

Leu

His

Ile

Gly

Phe

Ala

val

Trp

375

Ser

Ile

Ser

Met

Arg
455

Gly

Gly

Ser

Gln
55

Asp

Ile

Leu

Ala

Leu

Arg

Pro
440

Gly

Ile

Thr

40

Pro

Ile

His

Thr

345

Pro

Ala

Tyx

Thr

Asn

425

Trp

Gln

Pro

25

Leu

Ile

51

Tyr

Leu
330

Met '

Ile

Arg

His

Lys

410

Met

Lys

Ile

10

Tyr

Lys

Pro

Ile

315

Met

Lys

Tyr

Phe

Ile

395

Asn

Ile

Cys

His

Ala

Thr

Pro

Glu
Ser
G}n
Leu
Asp
380
Leu
His
Ser

Tyr

Gly

Glu

Gln

Gln
60

Asp

Gln

Gln

Phe

365

Trp

Asp

Tyr

Asp

Glu
445

Ile

Pro

Trp

45

Pro

Ala

Tyx

Arg

350

Leu

His

Leu

Ser

Leu

430

Pro

Thr

Pro

30

Ser

Asp

Thr

Gly

335

Asn

Asn

Gln

Vval

Ile

415

Ala

Gln

Gln

15

val

Glu

Asn

Arg

320

Thr

Leu

Lys

Pro

Phe

400

Thr

Tyr

His

Asp

His

Pro

Lys



ES 2368943 T3

Leu Glu Asp Phe Phe Ser Ser Gln Ser Thr Thr Phe Thr Glu His Glu
65 70 75 80

Asp Cys Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Lys Gln His Asn Asp Gln Thr Lys
85 90 95

Lys Pro Val Ile Ile Tyr Phe Tyr Gly Gly Ser Phe Glu Asn Gly His
100 ’ _ 105 - 110

Glu Leu Tyr Gln Pro Ala His Leu Val Gln Asn Asn Asp

120 125

Gly Lys

[ ]
b=
o

Ile Ile Val Ile Thr Cys Asn Tyr Arg Leu Gly Ala Leu Gly Tyr Leu
130 135S 140

Asp Trp Ser Tyr Phe Asn Lys Asp Phe His Ser Asn Asn Gly Leu Ser
145 150 155 160

Asp Gln Ile Asn Val Ile Lys Trp Val His Gln Phe Ile Glu Ser Phe
165 . 170 ) 175

Gly Gly Asp Ala Asn Asn Ile Thr Leu Met Gly Gln Ser Ala Gly Ser
180 185 190

Met Ser Ile Leu Thr Leu Leu Lys Ile Pro Asp Ile Glu Pro Tyr Phe
195 200 205

His Lys Val Val Leu Leu Ser Gly Ala Leu Arg Leu Asp Thr Leu Glu
210 : ’ 215 220 ‘

Ser Ala Arg Asn Lys Ala Gln His Phe Gln Lys Met Met Leu Asp Tyr
225 i ©230 235 240

Leu Asp Thr Asp Asp Val Thr Ser Leu Ser Thr Asn Asp Ile Leu Met
245 250 255

Leu Met Ala Lys Leu LYs Gln Ser Arg Gly Pro Ser Lys Gly Leu Asp
260 . 265 270

Leu Ile Tyr Ala Pro Ile Lys Thr Asp Tyr Ile Gln Asn Asn Tyr Pro
275 280 285

Thr Thr Lys Pro Ile Phe Ala Cys Tyr Thr Lys Asp Glu Gly Asp Ile
230 295 300

Tyr Ile Thf Ser Glu Gln Lys Lys Leu Ser Pro Gln Arg Phe Ile Asp
305 310 : 315 320

52
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Ile

Ala

' Met

Leu

Arg

385

Gln

Leu

Lys

<210> 22
<211> 492
<212> PRT

Met

Lys

Lys

Trp

370

Ser

Ile

Ser

Met

Gln

450

Glu

Gln

Gln

Léu

Gln
340

Phe

355

Leu

Ala

Leu

Arg

Pro
435

Ala

Tyr

Ala

Gln

420

Trp

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 22

Met

Phe

val

Pro

Arg

Ala

Arg

Pro

50

Pro
65

Thr

Gly Arg

Glu Pro

20

Ala Trp

35

Gln Glu

Gly Asp

Asn

325

Ser

Leu

Glu

His

Ala

405

Met

Pro

Leu

Pro

Asp

Thr

Asp

ES 2368943 T3

Asp
Leu
Gln
Phe
Ile
330
His
Gl

Met

Glu

val

Gly

Gly

Trp
70

Ile

Ala

Gln

Ala

375

Leu

Gln

Asn

Tyr

Gly
Gly
Thr
Ile

55

Leu

Pro
Ile
Leu
360
Trp
Asp
Tyr

Asp

His
440

Gly
Asp
Arg
40

Gln

Thr

Leu

Thr

345

Asn

His

Met

Pro

Leu

425

Asn

Leu

Ala

25

Asp

Gly

val

53

Lys

330

His

Ile

Asp

Val

Thr

410

Ala

Glu

Ala

10

Arg

Ala

Arg

Asn

Tvr
Cys
Gln
Thr
Phe
395
Thr

Asn

Arg

val
Phe
Phe

Ala

75

Glu

Tyr

Asp

Ser

380

Trp

Ala

Phe

Arg

Phe

Ala

Ala

Ala

60

Trp

Phe

Ser

365

Ser

Phe

His

Ala

Tyr
445

Arg
Ala
Phe
45

Leu

Thr

Val
Lys
350
Asn
Ala
Gly
Leu
Lys
430

Tyr

Gly
Pro
30

Gly

Leu

Pro

Gln
335
Gln
Ala
His
Asn
Lys
415

Ser

Arg

Val
15

Arg
Pro

Asp

Asp

Thr
Pro
Gln
Tyr
Leu
400
Phe

Gly

Thr

Pro
Pro
Pro
Ala

Pro
80



Tyr

Ala

Ile

Leu

145

Phe

Ala

Phe

Glu

Arg

225

Ala

Trp

Gly

Ala

Leu

305

Ala

Pro

Lys

Arg

Glu

130

Asp

Gly

Gly

Arg

Leu

210

Pro

Ala

Gly

Glu

Arg

290

Phe

Arg

Gly

Leu

Asp

115

Gly

Gln

Gly

Ser

Arg

195

Ala

Thr

Gly

Pro

val

275

Asp

Va 1

Ala

Ala

Gly

100

Gly

Phe

val

Asp

Ile

180

Ala

Lys

Ala

Glu

Val

260

Leu

val

Leu

Ala

His

Asp

Ala

Ala

Pro

165

Ala

Ile

Asp

Ala

Ala

245

val

Pro

Glu

Leu

Leu

- 325

ES 2368943 T3

Arg

Ser

val

Arg

Ala

150

Gly

Ser

Ala

Ile

Asp

230

Leu

His

Thr

Leu

Ser

310

Arg

Pro

Gly

val

val

135

Leu

Arg

Leu

Gln

Ala

215

Leu

Ala

Thr

Thr

Ile

295

Gly

Arg

val

Ser

Val

120

Asp

Glu

val

Leu

Ser

200

Ala

Ser

Ala

Leu

Pro

280

Val

Gln

Phe

Met
Pro
105
vVal
Gly
Trp
Thr
Ala
185
val
Ala
Thr
Thr
Thr
265
Trp
Gly

Leu

Gly

54

val
90

Gly
Thr
Ala

Val

Val
170

Met

Pro

Ile

Val

Met

250

Pro

Gln

His

Gly

Pro
330

Tyr

Leu

Pro

Arg

155

Phe

Pro

Gly

Ala

Asp

235

Arg

Phe

Ala

Asn

Lys

315

Gly

Ile

Asp

Asn

Ala
140

Glu

Gly

Ser

Thr

Ala

220

Pro

Gln

Ser

Leu

Ser

300

Ile

Pro

Tyr

Ala

Tyr

125

Asn

Asn

Glu

Ala

Tyr

205

Glu

Arg

Tyr

Pro

Ala

285

Glu

Thr

Asp

Arg

110

Arg

Arg

Ile

Ser

Ser

190

Phe

Ala

Gln

Glu

Val

270

Ala

Glu

Asp

Ala

Arg

val

Gly

Thr

Ala

175

Gly

Ser

Gly

Leu

Asp

255

val

Gly

Phe

Gly

Glu
335

Ala

Ile

Gly

Leu

Ala

160

Gly

Leu

Asp

Leu

Pro

240

Arg

Asp

Thr

Arg

Glu

320

Gln



10

<210> 23
<211> 515
<212> PRT

Ala

. Arg

Glu

Trp

385

Asp

Leu

Axg

Trp

Ala

465

Glu

Tyr Arg Thr
340

val Met Ser
355

Ala Gln Leu
370

Pro Ala Pro

Ile Pro Leu

Phe Ala Gly
420

Phe Arg Ala
435

Pro Thr Tyr
450

Pro Glu Vval

Arg His Thr

<213> Caulobacter crescentus

<400> 23

Met

Gly

Leu

val

Gly Phe Thr

Lys Val Arg
20

Arg Tyr Gly
35

Lys Pro Glu
50

G}y
Asp
Thr
Gly
Leu

405

Thr

Ser-

Asp

Ile

Phe
485

Ala

Gly

Ala

Pro

Phe

Trp

Gly

Asn

390

Phe

Glu

Trp

Thr

Pro

470

Pro

Glu

Tyr

Asp

Trp

ES 2368943 T3

Pro

Leu

Gly

375

Gly

Gly

Pro

Thr

Glu
455

Tyr

Ala

Ala

Leu

Thr

Thr
55

Asp

Phe

360

Gly

Gly

Thr

Ser

Ala

440

Arg

Pro.

Leu

Arg

Asp

Gly

Glu

Ala

345

His

Arg

Val

Phe

Pro

425

Phe

Arg

Glu

Pro

Ser

Gly

25

Gly

Val

55

Ser

Met

Ala

Leu

Asp

410

Glu

Ala

Leu

Glu

Leu
490

Pro

10

Glu

Ala

Lys

Pro

Pro

His

‘Gly

395

Ala

Ala

Arg

Val

Thr

475

Ile

val

val

Arg

Asp

Gly

Ser

val

380

Ala

Asp

Glu

Thr

Gln

460

Ser

Gln

Vval

Ser

Arg

Ala
60

Glu

Leu
365

Tyr

Cys

Leu

Ala

Gly

445

Val

Arg

Ala

val

Phe

45

Leu

Leu

350

His

Glu

His

Gly

Leu

430

Asp

Leu

Arg

Thr

Phe

30

Met

Ala

Tyr

Leu

Leu

Gly

Ser

415

Ser

Pro

Asp

Leu

Thr

15

Lys

Pro

Tyr

Glu

Ala

Thr

Leu

400

Leu

Ser

Gly

Ala

Trp
480

Asn

Gly

Pro

Gly



ES 2368943 T3

Pro Ala Ser Met Gln Thr Gly Lys Gly Glu Glu Gly Glu Thr Leu Ser
65 70 75 - 80

Glu Asp Cys Leu Phe Leu Asn Val Trp Thr Pro Ala Arg Ala Ser Arg
85 90 95

Lys Thr Gly Leu Ala Asp Gly Ala Lys Arg Pro Val Met Phe Tyr Ile
' 100 105 110

His Gly Gly Ala Tyr Asn Gly Gly Ser Gly Ala Ser Pro Trp Tyr Glu
115 120 128

Gly Thr Lys Leu Ala Lys Arg Gly Asp Val Val Val Val Thr Val Asn
130 135 140

His Arg Leu Asn Ala Phe Gly Tyr Leu Tyr Leu Ala Arg Leu Phe Asn
145 150 155 160

Ala Pro Ser Val Ala Asp Ser Gly Asn Val Gly Gln Leu Asp Leu Val
165 170 ) 175

Leu Ala Leu Gln Trp Val Arg Asp Asn Ile Ala Arg Phe Gly Gly Asp
180 185 190

Pro Asp Cys Val Met Leu Phe Gly Gln Ser Gly Gly Gly Ala Lys Ile
: 195 200 205

Ala Thr 'Leu Met Ala Met Pro Ser Ala Lys Gly Leu Phe His Arg Ala
210 215 220

Ala Thr Met Ser Gly Gln Gln Val Thr Val Gly Gly Pro Phe Asn Ala
225 230 © 235 240

Thr Arg Arg Ala Lys Ala Phe Leu Asp Lys Leu Gly Val Lys Asp Leu
245 250 255

Ala Ala Leu Arg Ala Leu Pro Ala Ala Glu Met Leu Ala Gly Leu Lys
260 265 270

Ala Val Asp Pro Ile Ala Gly Ser Gly Gly val Tyr Val Gly Pro Val
275 280 285

Leu Asp Gln Arg Ser Leu Leu Arg His Pro Phe Phe Pro Asp Ala Ala
290 295 300

Pro Gln Ser Leu Ser Ile Pro Met Met Val Gly Asn Thr His Asp Glu

56



10

305

Thr
Asp
Ile
Tyr
Trp
385
Pro
Ile
Leu
Met
Asp
465
Arg
" Pro
Phe
<210> 24

<211> 497
<212> PRT

Lys
Glu
Asp
Sex
370
Lys
Ala
Phe
Asp
Ser
450
Pro
Arg

Arg

Gly

Gly

Val

Pro

355

Pro

Ala

Phe

Gly

Ala

435

Asn

Asn

Gln

Gly

Thr
515

Phe

Ile

340

Glu

Ala

Ala

Ala

Ala

420

Lys

Thr

Gly

Thr

val
500

<213> Clostridium acetobuylicum

<400> 24

Ile

325

Ala

Thr

Asp

Ile

Tyr

405

Pro

Gly

Met

Gly

Met
485

Glu

ES 2368943 T3

Gly

Arg

val

Val

Ile

390

Gln

His

Ser

Ser

Ala

470

Val

Arg

Trp

Leu

val

Phe

375

Gln

val

Thr

Ile

Asp

455

Leu

Phe

Glu

Asp
Pro
Ala
360
Phe
Asp
Asn
Ile
vVal
440
Ala
Pro

Asp

Phe

Ala

Gly

345

Phe

Ala

Glu

Trp

Asp

425

Gly

Phe

Lys

Thr

Phe
505

Lys
330
Gln
Tyr
Ala
Glu
Arg
410

Ile

vThr

Ile

Trp

val
490

Asn

315

Ala

Phe

Arg

Ser

Arg

395

ser

Gly

Gly

Ala

Glu
475

Ser

Arg

Phe

Ala

Gln

Thr

380

Ala

Pro

Leu

Pro

Phe

460

Pro

Arg

Val

Pro

Ala

Thr

365

Ala

Lys

Ile

Val

Asp

445

Ala

Tyx

Leu

Pro

Gln

Arg

350

Tyx

Gly

Ala

Gln

Phe

430

Ser

Arg

Thr

Glu

Phe
510

Thr
335

Ile

.Pro

Arg

Gly

Gly

415

Gly

Val

Thr

Leu

Asp

495

Thr

Met Gly Thr Ile Ala Glu Thr Lys Tyr Gly Lys Leu Glu Gly Ile Lys

57

320

Trp

Asp

Asn

Ser

Ala

400

Gly

Thr

Ala

Gly"

Pro

480

Asp

Gln



ES 2368943 T3

Glu Asn Gly Ile Asn Lys Trp Leu Gly Ile Pro Tyr Ala Lys Pro Pro
20 25 30

Val Gly Glu Leu Arg Phe Lys Arg Thr val Glu Cys Glu Pro Trp Asn
35 40 45

Gly Val Arg Tyr Ala Lys Lys His Gly Ser Lys Pro His Gln Phe Ala
50 N 55 60

Asn Thr Ser Glu Glu Val Gly Ile Glu Ser Glu Asp Cys Leu Tyr Met
65 70 75 80

Asn Ile Trp Ala Pro Glu Asn Ala Lys Asn Ser Pro Val Phe Val Trp
85 S0 : 95 -

Ile Tyr Gly Gly Ala Tyr Ala Met Gly Ser Cys Ser Glu-Ala Tyr Tyr
100 105 110

Asp Gly Thr Asn Phe Ala Lys Glu Gly Ile Val Tyr Val Ala Phe Asn
115 120 125

Tyr Arg Leu Gly Val Leu Gly Phe Tyr Asp Phe Thr Met Tyr Asp Asp
130 135 140

Ser Phe Asp Ser Asn Cys Gly Val Ser Asp Gln Ile Met Ala Leu Lys
145 150 155 . 160

Trp val Lys Glu Asn Ile Glu Ala Phe Gly Gly Asp Pro Asn Asn Ile
165 170 . 175

Thr Ile Ala Gly Glu Ser Ala Gly Ala Ala Ser Val Thr Asn Met Leu
180 185 190

Ala val Pro Lys Ala Lys Gly Leu Phe Asn Lys Ala Ile Ala Glu Ser
195 200 205

Pro Leu Pro Gly Cys Val Thr Ser His Asn Thr Ala Arg Leu Ile Thr
210 215 220

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

Leu Lys Thr Met Glu Leu Glu Asp Ile Lys Lys Ala Ala Leu Tyr Val
245 250 - 255

58



Ile

Val

Gly

Gly

305

Lys

Pro

Ile

val

Asp

385

Ala

Ala

Ile

Pro

Arg

465

Ala

Ile

Asp
Leu
Ser
290
Thr
Asp
Lys
Gln
Ala
370
Tyr
val
Tyr
Glu
Asn
450

Thr

Lys

Asp
Asp
275
Ser
Leu
val
Ile
Glu
355
Asp
Ala
Glu
Ser
Asn
435

Gly

Thr

Asp

Thr
260
Asp
Lys
Phe
Glu
His
340
Ile
Ala
Pro
Val
Phe
420
Met
Asn

Phe

1le

ES 2368943 T3

Cys Ser
Leu Ile
Gly Val

Ile Asn
310

Arg Met
325

Lys Leu
Met Lys
Gln Ser

Ile Ser
390

Ser val
405

Trp Arg
His Met
Leu Asp
Val Phe

470

Tyr Glu
485

Ser

Pro

Lys

295

Lys

Leu

Tyr

Asp

Glu

375

Ala

Ala

Asp

Ser

Ile

455

Asp

Thr

Tyr

Arg

280

Leu

Asn

‘Arg

Asp

Arg

360

Lys

Lys

Leu

Thr

Trp

440

Glu

Glu

Trp

Pro

265

Leu

Ile

Lys

Met

Lys

345

Thr

Asn

Leu

Asn

Pro

425

val

Trp

Glu

Arg

59

Gly
Prd
Ile
Ser
Asn
330
Phe
Phe
Asp
Asn
Asn
410
Glu
Asn
Lys

Asn

Asp

Met
Trp
Gly
Met
315
Lys
Ser
Leu
Thr
Gly
395
Thr
Asp
Phe
Lys
Lys

475

Ile

490 .

Tyr

Glu

Thr
300

Leu’

Cys

Glu

Val

Trp

380

Leu

Lys

Ile

Ala

Tyr

460

Val

Lys

Ile

Gly
285

Asn.

Pro

Phe

Glu

Asp-
365

Met

Gly

Gly

Ile

Lys

445

Asp

Glu

Leu

Pro

270

Ile

His

Gly

Asp

Met

350

Ser

Tyr

Ala

Glu

Lys

430

Thr

Ser

Asn

Tyr

Gly
Ala
Asp
Gly
Ser
335
Ile
Ile
Afg
Thr
Gly
415
Lys
Gly
Lys

Asn

Thr
495

Pro

Leu

Glu

Trp

320

Leu

Gln

Lys

Phe

His

400

Ile

Phe

Asp

Ser

Pro

480

Asp
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<210> 25
<211> 489
<212> PRT
<213> artificial
<220>

<223> proteina de origen desconocido, registro en la base de datos gi 7546320

<400> 25

Met
Thr
Pro
Glu
Ser
65

Asp
Leu
Gly
val
His
145
Asp

Gly

Met

Thr

Glu

val

.Asp

50

Asp

Cys

Pro

Ser

Ile

130

Leu

Gln

Gly

Ser

His

Asn

Gly

35

val

Leu

Leu

val

Glu

115

val

Ser

Ala

Asp

Ile
195

Gln
Gly
20

Gln
Leu
Leu
Tyr
Met
100
Pxro
val
Ser

Ala

Pro
180

Ala’

Ile

Val

Trp

Asp

Ser

Val

85

val

Leu

"Thr

Phe.

Ala
165

Asp

Ala

ES 2368943 T3

Val

His

Arg

Ala

Leu

70

Asn

Trp

ryr

Leu

Asp
150

Leu

Asn

Leu

Thr

Lys

Phe

Thr

S5

Ser

Val

Ile

Asp

Asn

135

Glu

Val

Leu

Thr

Trp
Lys

40

val

Tyr

Phe

His

Gly

120

Tyr

Ala

Trp

Thr

Ala
200

Gln
Lys

25

Ala
Tyr
e
Ala
Gly
105
Ser
Arg
Tyr

val

Val

185

Met

60

Tyr Gly Lys

10

Gly

Pro

Gly

Glu

Pro

90

Gly

Lys

Leu-

Ser

Arg

170

Phe

Pro

Ile

Glu

Pro

Leu

75

Asp

Ala

Leu

Gly

Asp

155

Glu

Gly

Ala

Pro

Pro

val

Tyr

Pro

45

val

60

Pro

Thr

Phe

Ala

Pro

140

Asn

Asn

Glu

Ala

Cys

Arg

Pro

Tyr

Ala

125

Phe

Leu

Ile

Ser

Lys
205

Lys
Ala
30

Glu
Pro
Gln
Ser
Leu
110

Gln

Gly

Gly:

Ser

Ala
190

Gly

Gly

15

Lys

Val

Gln

Ser

Gln

95

Gly

Gly

Phe

Leu

Ala

175

Gly

Leu

Thr
Pro
Trp
Pro
Glu
80

Asn
Ala
Glu
Met
Leu
160
Phe

Gly

Phe



ES 2368943 T3

Gln Lys Ala Ile Met Glu Ser Gly Ala Ser Arg Thr Met Thr Lys Glu
210 215 220

Gln Ala Ala Ser Thr Ala Ala Ala Phe Leu Gln Val Leu Gly Ile Asn
225 230 235 . 240

Glu Ser Gln Leu Asp Arg Leu His Thr Val Ala Ala Glu Asp Leu Leu
245 250 255

~Lys Ala Ala Asp Gln Leu Arg Ile Ala Glu Lys Glu Asn Ile Phe Gln
260 265 270

Leu Phe Phe Gln Pro Ala Leu Asp Pro Lys Thr Leu Pro Glu Glu Pro
275 280 285

Glu Lys Ser Ile Ala Glu Gly Ala Ala Ser Gly Ile Pro Leu Leu Ile
290 295 _ 300

Gly Thr Thr Arg Asp Glu Gly Tyr Phe Phe Phe Thr Pro Asp Ser Asp
305 310 i 315 320

Val Tyr Ser Gln Glu Thr Leu Asp Ala Ala Leu Glu Tyr Leu Leu Gly
325 330 335

Lys Pro Leu Ala Glu Lys Val Ala Asp Leu Tyr Pro Arg Ser Leu Glu
340 345 350

Ser Gln Ile His Met Val Thr Asp Leu Leu Phe Trp Arg Pro Ala Val
355 360 : 365 -

Ala Phe Ala Ser Ala Gln Ser His Tyr Ala Pro Val Trp Met Tyr Arg
370 375 380

. Phe Aép Trp Hié Pro Glu Lys Pro Pro Tyr Asn Lys Ala Phe His Thr
385 390 395 400

Leu Glu Leu Pro Phe Val Phe Gly Asn leu Asp Glu Leu Glu Arg Met
© 405 410 415

Ala Lys Ala Glu Ile Thr Asp Glu Val Lys Gln Leu Ser His Thr Ile
420 425 430

Gln Ser Ala Trp Thr Thr Phe Ala Lys Thr Gly Asn Pro Ser Thr Glu
435 440 445

Ala Val Asn Trp Pro Ala Tyr His Glu Glu Ser Arg Glu Thr Val Ile
450 455 460 :

61
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<210> 26
<211> 320
<212> PRT

Leu Asp Ser Glu Ile

465

ES 2368943 T3

Thr Ile Glu Asn Asp Pro GluVSer Glu Lys Arg

470

Glh Lys Leu Phe Pro Ser Lys Gly Glu

<213> burkholderia cepacia

<400> 26

Ala Asp

Leu Thr

Ile Gln

Leu Ser
50

Leu Leu
65

Val Asn

Ala Ala

Pro His

Tyr Asp
130

Val Phe
145

Leu Ala

Gln Asn

Asn

Gly

Glu

35

Gly

Ala

Leu

val

Arg

115

Pro

Gly

Ala

Tyr

Tyr

Thr

20

Asp

Phe

Tyr

Val

Ala

100

Gly

Thr

Ile

Leu

Pro
180

485

Ala

Asp

Leu

Gln

val

Gly

85

Pro

Ser

Gly

Leu

Lys

165

Ser

Ala

Lys

Gln

Ser

Lys

70

His

Asp

Glu

Leu

Thr

150

Thr

Ala

Thr
Tyx
Gln
Asp
55

Thr
Ser
Leu
Phe
Ser
135
Ser

Leu

Gly

Arg

Ala

Arg

40

Asp

val

Gln

val

Ala

120

Ser

Ser

Thr

Leu

Tyr

Gly

Gly

Gly

Leu

Gly

Ala
105

Asp

Thrx

Ser

Thr

Gly
185

62

Pro

10

Val

Ala

Pro

Ala

Gly

90

Ser

Phe

Val

Asn

Ala

170

Ala

475

Ile

Leu

Thr

Asn

Ala

75

Leu

val

val

Ile

Asn

155

Gln

Pro

Ile

Glu

Val

Gly

60

Thr

Thr

Thr

Gln

Ala

140

Thr

Ala

Gly

Leu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Ser

Thr

Gly
125

‘Ala

Asn

Ala

Ser

val

Trp

30

vVal

Gly

Ala

Arg

Ile

110

val

Phe

Gln

Thr

Cys
190

His

15

Tyr

Ala

Glu

Thr

Tyr

Gly

Leu

Val

Asp.

Tyr
175

Gln

480

Gly

Gly

Asn

Gln

Lys

80

Val

Thr

Ala

Asn

Ala

160

Asn

Thr
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Gly Ala Pro Thr Glu Thr Vval

195

Trp Ala Gly Thr Ala Ile Gln
210

215

Gly Ala Thr Asp Thr Ser Thr

225

230

Leu Asp Pro Ser Thr Leu Ala
245

Asn Arg Gly Ser Gly Gln Asn

260

Leu Tyr Gly Gln Val Leu Ser

275

Glu Ile Asn Gln Leu Leu Gly
290

Val Ala Vval

308

295

Ile Arg Thr His

310

<210> 27

<211> 1473

<212> ADN

<213> Bacillus licheniformis
<400> 27

atgtatgata
gtccgtatct
gaaccgcagc
tgtccgcage
ctttatttaa
attcatggag
cttgcaaagc
ttettgecatc

atcgcggceec

caactgtcga
ttaaaggcgt
gaatggaggc
ctgatggggt
atgtgtacgce
gcgcttttta
agggaaaggt
tatcctcaat

tcgagtgggt

‘aacacgcttc

tccatacgca

ctgggaaggt
attgcctgag
acccgaagag
tcgcggegec
gatcgtggtc
tgatgattcc

gaaagacaat

Gly Gly Asn
200

Pro Thr Ile

Ile Pro Leu

Leu Phe Gly

250

Asp Gly Vval
265

Thr Ser Tyr
280

val Arg Gly

Ala Asn Arg

ggaaagctga
aaacctcccg
gagctggatg
tcagcggggyg
gcggacgggyg
ggaagtgaac
accatcaatt
tacagcagca

atcgctttct

63

Thr His Leu Leu Tyr Ser
205

Ser Val
220

Phe Gly val Thr

Val Asp Pro Ala Asn Ala

235

240

Thr Gly Thr Val Met Val

Val Ser Lys Cys

255

Ser Ala
270

Lys Trp Asn His Leu Asp
285

Ala Asn Ala Glu Asp Pro

300

Leu Lys Leu Ala Gly val

315

aaggcagagc
tcggcgacct
cttttcaatt

ttcaaaagtce

atctgcctgt -

cgctctatga
atcgcctcgg

atcttggect

ttggcggaga

320

ggaaaacgga
aaggtttcgg
tggcccggtt
tgaggattgc
tatggtgtgg
cgggactcag
tccgttcoggt
gctggatcaa

ccgtcatcac

60
120
180.
240
300
369

420

480

540



.attacggttt
aaagcaaagg
gataagcttg
catctggagc
cgcactttaa
accttgccege
ttaatcggaa
cctgagagca
gcctectete
ttttggcatc
taccggtttg
ttagagattc
gccggtgaag
cg&tccggaa
aaaacgctga

aagatgttga

ttggagagtc
ggctttttca
cgaaagctgce
gccttcatga
tgggagaada
tgaagccgga
caaéccgtga
agatcaacga
tgtatccgag
cgtctgttgt
actggcatgq
cgtttgtatt
aagcgcagct
atccgagcac
tttttgatca

cagccccgaa

ES 2368943 T3

ggcgggatcg

acaggccatt
agcagaaaga
tgtatctgat
tatttttgaa
ggtcgeccgte
tgaaggcgtc
gattttagaa
gtcattggaa
gttcgctteg
ggattcagag
tggaaatatg
gcttgctgaa
cgatgatgtc
agaggtcgca

cccgcagatt

atgagcatcg
atggaaagcg
ttcttaagga
caagaacttc
ttgatttttc
gcaaaaggcg
ttgtttttete
gaatacatgg
ggccatgttg
gctcaatcac
cagccgeegt
gacattttgg
cagatccagg
agctggcctg
gttgaaagcg

tag

64

cttcgetttt
gggcttcecgce
ttctcgatat
ttgaagccge
tgcctgegcet
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atatgatgac
gatatgcatc
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attatgatga
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aactatgtcc

tgatcatcat
cgatcagctg
tgacgaaaaa
gatcaatcta
ggatcttttg
cgccgaagcece
agatctgatc
tgtétttatg
tgcgcacggce
aggtacgaag
gtcttttgce
agattcacgg

agataagaga
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REIVINDICACIONES
1. Detergente o producto de limpieza, caracterizado porque lleva para-nitrobencilesterasas (PNB-esterasas).

2. Producto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la esterasa esta escogida entre las esterasas con
una secuencia aminoacida idéntica a una de las indicadas en las SEQ ID NO. 1, 2, 4, 6 u 11-26, preferiblemente
1,2,5, 6 0 12, en al menos un 50%, preferiblemente 60%, especialmente 70%, preferentemente en al menos un 80%,
preferiblemente 90%, especialmente 95% y sobre todo en un 100%, u homéloga de las mismas en al menos un
80%, preferiblemente 90%, con especial preferencia 95% y sobre todo en un 100%.

3. Producto segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque las esterasas muestran a 30°C una actividad
especifica frente al substrato bis-(p-metilbenzoato) de etilenglicol de 0,1 hasta 30, preferiblemente de 0,6 hasta 20, espe-
cialmente de 0,7 hasta 15, con especial preferencia de 0,9 hasta 10, con mayor preferencia de 1 hasta 5, particularmente de 1,1
hasta 4, sobre todo de 1,5 hasta 3 umoles de acido liberado/min'mg de enzima.

4. Producto segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las esterasas provienen de micro-
organismos, sobre todo de microorganismos del género Bacillus.

5. Producto seguin una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque al menos contiene uno o varios
tensioactivos.

6. Producto segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque ademas contiene otros enzimas,
sobre todo proteasas amilasas, celulasas, hemicelulasas, 6xidorreductasas y/o lipasas.

7. Producto segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque contiene una o varias para-
nitrobencil-esterasas en una cantidad de 0,0001 pg hasta 480 mg, preferiblemente de 0,005 pg hasta 420 mg, con especial
preferencia de 0,02 pg hasta 360 mg, sobre todo de 0,050 pg hasta 240 mg por g de producto.

8. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7 para acabado
de tejidos.
9. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto seguin una de las reivindicaciones 1 a 7 para proteger

fibras, especialmente fibras sintéticas, o para disminuir el “pilling” sobre las mismas.

10. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7 para humectar
tejidos antes de tefirlos.

1. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7 para disociar
o degradar plasticos, sobre todo poliésteres y/o plastificantes.

12. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7 en la sintesis
quimica de polimeros, sobre todo de poliésteres, especialmente de polialquilentereftalatos.

13. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7 para limpiar
tejidos o superficies duras, especialmente en una cantidad de 0,04 pg hasta 96 g, preferiblemente de 0,05 pg hasta
72 g, con especial preferencia de 1 ug hasta 48 g y sobre todo de 2 ug hasta 24 g por aplicacion.

14. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7 para obtener o
tratar materias primas o productos intermedios en la produccion textil, sobre todo para eliminar capas protectoras de
los tejidos.

15. Uso de una para-nitrobencil-esterasa o de un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7 para tratar
materias primas textiles o cuidar tejidos, sobre todo para tratar fibras sintéticas o tejidos mixtos que llevan fibras
sintéticas, especialmente de poliéster.

16. Proceso para el lavado automatico de tejidos o superficies duras, caracterizado porque al menos en una de
las etapas se activa una para-nitrobencil-esterasa y/o un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7, espe-
cialmente en una cantidad de 0,01 pg hasta 96 g, preferiblemente de 0,05 pug hasta 72 g, con especial preferencia de
0,1 ug hasta 48 g y sobre todo de 0,5 ug hasta 24 g por aplicacion.

17. Proceso para tratar materias primas textiles o cuidar tejidos, caracterizado porque al menos en una de las
etapas se activa una para-nitrobencil-esterasa y/o un producto segun una de las reivindicaciones 1 a 7, sobre todo
para materias primas textiles, fibras o tejidos con componentes sintéticos y con especial preferencia para aquellos
que llevan fibras sintéticas, especialmente de poliéster.
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Fig. 4:
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Fig. 5 (c):

Fig. 6 (a):

ES 2368943 T3

16
14

12
c o = |
o
& £
€5 10 b
8 E = i
o8 8 |- b
T o
- E = j
> 9 6
B 2 _
< E - i
4 K ——
2 e
0 i [ \ |
0 10 20 30 -
Concentracion de substrato DMT [mM]
14
12
10
3F
© £ .
s 8
S8
T o
1]
£f ©
5.2
<E

] | } I 3 _l 4 l

20

40 60 80 100
Concentracion de substrato DMP lmM]

69




Fig. 6 (b):
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Fig. 6 (c):
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Fig. 7 (a):
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