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DESCRIPCION
Polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa y polinucleétidos que codifican los mismos
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa y polinucleétidos que tienen
una secuencia de nucleétidos que codifica para los polipéptidos. La invencién también se refiere a constructos de acidos
nucleicos, vectores y células huésped que comprenden los constructos de acidos nucleicos al igual que a métodos para
producir y usar los polipéptidos.

Antecedentes de la invencion

[0002] Durante afios, las enzimas de alfa-amilasa se han usado para una variedad de fines diferentes, los mas
importantes de ellos son la licuefacciéon de almidén, el desencolado textil, la modificaciéon de almidén en la industria del
papel y de la pulpa y la elaboracion de cerveza y el horneado. Otro uso de las alfa-amilasas es la eliminacion de
manchas amilaceas durante el lavado con un detergente de pH alcalino.

[0003] La W0O2002/068589 divulga polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa y polinucleétidos que codifican las
alfa-amilasas. Ademas, también se proporciona el disefio de nuevas alfa-amilasas y métodos de uso de las mismas. Las
alfa-amilasas aumentan su actividad y su estabilidad en pH acidico y alcalino y en temperatura aumentada. Es un objeto
de la presente invencién proporcionar alfa-amilasas con un rendimiento adecuado para aplicaciones especificas.

Resumen de la invencion

[0004] En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido con actividad de alfa-amilasa y afinidad de
enlace a carbohidratos, donde dicho polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 99% de
identidad con los aminoacidos 1 a 586 de SEQ ID N°: 2.

[0005] En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a polinucleétidos que tienen una secuencia de
nucledtidos que tiene al menos 99% de identidad con la secuencia de los nucledtidos 100 a 1857 de SEQ ID N°: 1y
codifica para el polipéptido de la invencion.

[0006] En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a un constructo de acidos nucleicos que comprende la
secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido de la invencion, operativamente enlazado a una o mas
secuencias de control que dirigen la produccién del polipéptido en un huésped adecuado.

[0007] En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresion recombinante que comprende el
constructo de acidos nucleicos de la invencion.

[0008] En un quinto aspecto, la presente invencién se refiere a una célula huésped recombinante que comprende el
constructo de acidos nucleicos de la invencion.

[0009] En un sexto aspecto, la presente invencion se refiere al uso del polipéptido de la invenciéon o una composicién de
la invencion para tratar tejidos, telas, hilo o prendas, por ejemplo, para el desencolado de tejidos, telas, hilos o prendas.

[0010] La invencion también se refiere al uso de un polipéptido de la invencion para licuefaccion de almidén y en la
produccién de etanol.

[0011] Otros aspectos de la presente invencion se haran evidentes a partir de la descripcion siguiente y de las
reivindicaciones anexas.

Breve descripcion de las figuras
[0012]

La figura 1 muestra la consistencia de la miga de pan durante 21 dias de almacenamiento con y sin AMY1048 de la
invencion y/o alfa-amilasa maltogénica.

La figura 2 muestra la elasticidad de la miga de pan durante 21 dias de almacenamiento con y sin AMY1048 de la
invencion y/o alfa-amilasa maltogénica.

La figura 3 muestra el efecto de AMY1048 de la invencién en la cantidad de agua libre con y sin AMY1048 de la
invencion y/o alfa-amilasa maltogénica. La clasificacion de la pequefia evaluacion sensorial se da en circulos junto a
cada curva. La clasificacién maxima se da al pan mas humedo.
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Definiciones
[0013] Antes de discutir la presente invencion con mas detalle, se definiran primero los siguientes términos y usos:

[0014] Polipéptido substancialmente puro: en el presente contexto, el término "polipéptido substancialmente puro" se
refiere a una preparacion polipeptidica que contiene como mucho 10% en peso de otro material polipeptidico con el cual
esta originalmente asociado (se prefieren porcentajes inferiores de otro material polipeptidico, por ejemplo, como mucho
8% en peso, como mucho 6% en peso, como mucho 5% en peso, como mucho 4%, como mucho 3% en peso, como
mucho 2% en peso, como mucho 1% en peso y como mucho 0,5% por peso). Asi, se prefiere que el polipéptido
substancialmente puro sea al menos 92% puro, es decir, que el polipéptido constituya al menos 92% en peso del
material polipeptidico total presente en la preparacion, y se prefieren porcentajes mas altos, tales como al menos 94%
puro, al menos 95% puro, al menos 96% puro, al menos 96% puro, al menos 97% puro, al menos 98% puro, al menos
99% y como mucho 99,5% puro. Los polipéptidos descritos en la presente estan preferiblemente en una forma
substancialmente pura. En particular, se prefiere que los polipéptidos descritos en la presente estén en "forma
esencialmente pura", es decir, que la preparacion polipeptidica esté esencialmente libre de otro material polipeptidico
con el cual esté originalmente asociado. Esto se puede conseguir, por ejemplo, por la preparacion del polipéptido
mediante métodos recombinantes bien conocidos. Aqui, el término "polipéptido substancialmente puro" es sinénimo de
los términos "polipéptido aislado" y "polipéptido en forma aislada".

[0015] Actividad de alfa-amilasa: las alfa-amilasas (alfa 1,4-alfa-D-glucano glucanohidrolasas, EC 3,2,1,1) constituyen
un grupo de enzimas que catalizan la hidrélisis de almidén y otros oligo y polisacaridos 1,4 glucosidicos ramificados y
lineales. Para fines de la presente invencion, la actividad de alfa-amilasa se determina usando el ensayo de
PHADEBAS® o el ensayo pNPG?7, descritos mas adelante en la seccion "Materiales y métodos".

[0016] Los polipéptidos de la presente invencion deberian tener preferiblemente al menos 20% de la actividad de alfa-
amilasa del polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada como los aminoacidos en la posiciéon 1 a
586 de SEQ ID N°: 2.

[0017] En una forma de realizaciéon preferida particular, los polipéptidos deberian tener al menos 40%, tal como al
menos 50%, preferiblemente al menos 60%, tal como al menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, tal como al
menos 90%, de la forma mas preferible al menos 95%, tal como aproximadamente o al menos 100% de la actividad de
alfa-amilasa del polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada como los aminoacidos en la posicion
1 a 586 de SEQ ID N°: 2.

[0018] Identidad: en el presente contexto, la homologia entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de
nucleodtidos se describe mediante el parametro "identidad".

[0019] Para fines de la presente invencion, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina
usando el programa FASTA incluido en la versiéon 2.0x del paquete de programa FASTA (véase W. R. Pearson y D. J.
Lipman (1988), "Improved Tools for Biological Sequence Analysis", PNAS 85:2444-2448; y W. R. Pearson (1990) "Rapid
and Sensitive Sequence Comparison with FASTP and FASTA", Methods in Enzymology 183:63-98). La matriz de
puntuacion usada fue BLOSUMS50, la penalizacién de espacio fue -12 y la penalizacién de extension del espacio fue -2.

[0020] El grado de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se determina usando el mismo algoritmo y paquete de
software que se ha descrito anteriormente. La matriz de puntuacién usada fue la matriz de identidad, la penalizacién de
espacio fue -16 y la penalizacién de extension del espacio fue -4.

[0021] Fragmento: cuando se usa en este caso, un "fragmento" de SEQ ID N°: 2 son los polipéptidos que tienen uno o
mas aminoacidos eliminados del amino y/o carboxilo terminal de esta secuencia de aminoacidos.

[0022] Variante alélica: en el presente contexto, el término "variante alélica" denota cualesquiera dos o mas formas
alternativas de un gen que ocupa el mismo locus cromosémico. La variacion alélica surge naturalmente a través de la
mutacion y puede resultar en polimorfismo dentro de las poblaciones. Las mutaciones génicas pueden ser silenciosas
(sin cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos
alteradas. Una variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

[0023] Polinucledtido substancialmente puro: el término "polinucleétido substancialmente puro”, como se utiliza en este
caso, se refiere a una preparacion polinucleétida donde el polinucleétido ha sido eliminado de su ambiente genético
natural y esta asi libre de otras secuencias de codificacién indeseadas o extrafias y esta en una forma adecuada para
su uso dentro de sistemas de produccién de proteina creada genéticamente. Asi, un polinucleétido substancialmente
puro contiene como mucho 10% en peso de otro material polinucleétido con el cual esta originalmente asociado (se
prefieren porcentajes inferiores de otro material polinucleétido, por ejemplo, como mucho 8% en peso, como mucho 6%
en peso, como mucho 5% en peso, como mucho 4%, como mucho 3% en peso, como mucho 2% en peso, como mucho
1% en peso y como mucho 0,5% en peso). Un polinucleétido substancialmente puro puede, no obstante, incluir regiones
5' y 3' de origen natural no traducidas, tales como promotores y terminadores. Se prefiere que el polinucleétido
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substancialmente puro sea al menos 92% puro, es decir, que el polinucleétido constituya al menos 92% en peso del
material de polinucleétido total presente en la preparacion, y se prefieren porcentajes mas altos tales como al menos
94% puro, al menos 95% puro, al menos 96% puro, al menos 96% puro, al menos 97% puro, al menos 98% puro, al
menos 99% y como mucho 99,5% puro. Los polinucleétidos descritos en la presente estan preferiblemente en una forma
substancialmente pura. En particular, se prefiere que los polinucleétidos descritos en la presente estén en "forma
esencialmente pura", es decir, que la preparacién polinucleétida esté esencialmente libre de otro material polinucleétido
con el cual esté originalmente asociado. Aqui, el término "polinucleétido substancialmente puro" es sinénimo de los
términos "polinucleétido aislado" y "polinucleétido en forma aislada".

[0024] Modificacion(es): en el contexto de la presente invencion, el término "modificacidon(es)" se refiere a cualquier
modificacién quimica del polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada como los aminoacidos en la
posicion 1 a 586 o 485 a 586 de SEQ ID N°: 2, al igual que a la manipulacién genética del DNA que codifica los
polipéptidos anteriormente mencionados. La modificacion(es) puede ser sustitucién(es) de la cadena(s) lateral de
aminoacidos, sustitucion(es), delecién(es) y/o inserciones(s) en el aminoacido(s) de interés.

[0025] Variante artificial: cuando se usa en este caso, el término "variante artificial" se refiere a un polipéptido con
actividad de alfa-amilasa y/o afinidad de enlace de carbohidratos, que ha sido producido por un organismo que expresa
un gen modificado en comparacién con SEQ ID N°: 1. El gen modificado, a partir del cual se produce dicha variante
cuando se expresa en un huésped adecuado, se obtiene por intervencion humana mediante la modificacién de la
secuencia de nucleétidos descrita en SEQ ID N°: 1.

[0026] cDNA: el término "cDNA", cuando se usa en el presente contexto, se destina a cubrir una molécula de DNA que
se puede preparar por transcripcion inversa de una molécula de mRNA empalmado, maduro, derivada de una célula
eucariota. EI cDNA carece de las secuencias de intron que estan normalmente presentes en el DNA gendmico
correspondiente. La transcripcion inicial del RNA primario es un precursor del mRNA y pasa por una serie de eventos de
procesamiento antes de aparecer como mRNA empalmado maduro. Estos eventos incluyen la eliminacion de
secuencias de intréon por un proceso llamado empalme. Cuando el cDNA es derivado de mRNA, éste, por lo tanto,
carece de secuencias de intrén.

[0027] Constructo de acidos nucleicos: cuando se usa en este caso, el término "constructo de acidos nucleicos" se
refiere a una molécula de acido nucleico, uni- o bicatenaria, que se aisla de un gen de origen natural o que ha sido
modificada para contener segmentos de acidos nucleicos de forma que de otra manera no existiria en la naturaleza. El
término constructo de acidos nucleicos es sinénimo del término "cassette de expresiéon" cuando el constructo de acidos
nucleicos contiene las secuencias de control requeridas para la expresion de una secuencia codificante de la presente
invencion.

[0028] Secuencia de control: el término "secuencias de control" se define en la presente para incluir todos los
componentes que son necesarios 0 ventajosos para la expresion de un polipéptido de la presente invencion. Cada
secuencia de control puede ser nativa o foranea de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Tales
secuencias de control incluyen, pero de forma no limitativa, una secuencia lider, secuencia de poliadenilacion,
secuencia propéptida, promotor, secuencia del péptido sefial y terminador de la transcripcion. Como minimo, las
secuencias de control incluyen un promotor y sefiales de parada transcripcionales y traduccionales. Las secuencias de
control pueden estar provistas de enlaces con el fin de introducir sitios de restricciéon especificos que faciliten la ligadura
de las secuencias de control con la regién de codificaciéon de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido.

[0029] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" se define en este caso como una configuracion
en la que una secuencia de control esta apropiadamente colocada en una posicién relativa a la secuencia codificante de
la secuencia de DNA, de manera que la secuencia de control dirige la expresion de un polipéptido.

[0030] Secuencia codificante: cuando usada aqui, el término "secuencia codificante" se destina a cubrir una secuencia
de nucledtidos que especifica directamente la secuencia de aminoacidos de su producto proteinico. Los limites de la
secuencia codificante estan generalmente determinados por un marco de lectura abierto, que comienza normalmente
con el codon de inicio ATG. La secuencia codificante incluye tipicamente DNA, cDNA y secuencias de nucleoétidos
recombinantes.

[0031] Expresion: en el presente contexto, el término "expresion" incluye cualquier paso implicado en la produccién del
polipéptido, incluyendo, pero no limitado a, transcripcion, modificacion postranscripcional, traduccion, modificacion
postraduccional y secrecion.

[0032] Vector de expresion: en el presente contexto, el término "vector de expresion” cubre una molécula de DNA, lineal
o circular, que comprende un segmento que codifica un polipéptido de la invencion y que esta operativamente enlazada
con segmentos adicionales que proporcionan su transcripcion.

[0033] Célula huésped: el término "célula huésped", como se utiliza en este caso, incluye cualquier tipo de célula que
sea susceptible de transformacion con un constructo de acidos nucleicos.
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[0034] Los términos "sonda de polinucleétidos”, "hibridacion”, al igual que las diferentes condiciones de astringencia se
definen en la seccion titulada "Polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa y/o afinidad de enlace de
carbohidratos".

[0035] EI término "afinidad de enlace" se refiere a la capacidad del dominio para enlazar con un sustrato en cuestion, en
particular almidon. La "afinidad de enlace" puede ser determinada usando el método descrito en la seccién "Materiales y
método" que aparece mas adelante.

Descripcion detallada de la invencién
Polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa y/o afinidad de enlace de carbohidratos

[0036] En una primera forma de realizacion, la presente invencién se refiere a polipéptidos que tienen actividad de alfa-
amilasa y afinidad de enlace de carbohidratos, donde los polipéptidos comprenden una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 99% de identidad con los aminoacidos 1 a 586 de SEQ ID N°: 2.

[0037] En una forma de realizacion preferida, el polipéptido de la invencién comprende los aminoacidos mostrados en la
posicion 1 a 586 de SEQ ID N°:2.

[0038] ElI término "polipéptido progenitor", "proteina progenitora”, "enzima progenitora”, "enzima estandar" o
simplemente "progenitor" se refieren al polipéptido en el que se basé la variante. Este término también se refiere al
polipéptido con el que se compara y alinea una variante. El progenitor puede ser un polipéptido (tipo salvaje) de origen
natural, o puede ser a su vez incluso un variante del mismo, preparado por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, la
proteina progenitora puede ser una variante de un polipéptido de origen natural que ha sido modificado o alterado en la
secuencia de aminoacidos. Un progenitor también puede ser una variante alélica que es cualquiera de las dos o mas
formas alternativas de un gen que ocupa el mismo locus cromosémico. La variacion alélica surge naturalmente a través
de la mutacion y puede resultar en polimorfismo dentro de las poblaciones, como esta bien descrito en la técnica. Una
variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por la variante alélica correspondiente de un gen.

[0039] En una forma de realizacion interesante, la secuencia de aminoacidos difiere en como mucho cinco aminoacidos
(p- €j., en cinco aminoacidos), tal como en como mucho cuatro aminoacidos (p. €j., en cuatro aminoacidos), por ejemplo,
en como mucho tres aminoacidos (p. €j., en tres aminoacidos) de los aminoacidos en la posicion 1 a 586 de SEQ ID N°:
2.

[0040] En una forma de realizacién interesante particular, la secuencia de aminoacidos difiere en como mucho dos
aminoacidos (p. ej., en dos aminoacidos), tal como en un aminoacido de los aminoacidos en la posicion 1 a 586 de SEQ
ID Ne°: 2.

[0041] EIl polipéptido de la invencidon puede ser una alfa-amilasa de tipo salvaje identificada y aislada a partir de una
fuente natural. Tales polipéptidos de tipo salvaje pueden ser especificamente seleccionados por técnicas estandar
conocidas en la técnica. Ademas, el polipéptido de la invencidén se puede preparar por la técnica de redistribucion de
DNA, tal como se describe en J.E. Ness et al. Nature Biotechnology 17, 893-896 (1999). Por otra parte, el polipéptido de
la invencion puede ser una variante artificial que comprende, preferiblemente consiste en, una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una sustitucion, eliminacion y/o insercién de un aminoacido en la posicion 1 a 586 de
SEQ ID N°: 2. Tales variantes artificiales se pueden construir por técnicas estandar conocidas en la técnica, tal como
por mutagénesis dirigida al sitio/aleatoria del polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada como
los aminoacidos en la posicion 1 a 586 de SEQ ID N°: 2.

[0042] Los cambios en los aminoacidos (en la variante artificial al igual que en los polipéptidos de tipo salvaje) pueden
ser de naturaleza menor, esto es, sustituciones de aminoacidos conservadoras que no afecten significativamente al
pliegue y/o la actividad de la proteina; pequefias deleciones, tipicamente de uno a aproximadamente 30 aminoacidos;
pequefias extensiones amino- o carboxilo-terminales, tales como un residuo de metionina amino-terminal, un péptido
enlazador pequeno de hasta aproximadamente 20-25 residuos o una extensién pequefia que facilite la purificacion
mediante el cambio de la carga de red u oftra funcién, tal como un tracto de polihistidina, un epitopo antigénico o un
dominio de unioén.

[0043] Ejemplos de sustituciones conservadoras estan en el grupo de los aminoéacidos basicos (arginina, lisina e
histidina), aminoacidos acidicos (acido glutdmico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina),
aminoacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina, valina y metionina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y
tirosina) y aminoacidos pequefios (glicina, alanina, serina y treonina). Las sustituciones de aminoacidos que
generalmente no alteran la actividad especifica se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en H. Neurath y
R.L. Hill, 1979, In, The Proteins, Academic Press, New York. Los cambios que se producen mas frecuentemente son
Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn,
Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, y Asp/Gly al igual que éstos a la inversa.
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[0044] En una forma de realizacién interesante de la invencién, los cambios en los aminoacidos son de tal naturaleza
que las propiedades fisicoquimicas de los polipéptidos se alteran. Por ejemplo, se pueden realizar cambios en los
aminoacidos que mejoren la termoestabilidad del polipéptido, que alteren la especificidad del sustrato, que cambien el
pH 6ptimo y similares.

Fuentes para polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa y/o afinidad de enlace de carbohidratos

[0045] Se puede obtener un polipéptido de la presente invencion a partir de microorganismos de cualquier género. Para
fines de la presente invencion, el término "obtenido a partir de", como se utiliza en este caso, se refiere a que el
polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos es producido por una célula en la que la secuencia de nucleétidos
esta naturalmente presente o en la que la secuencia de nucledtidos ha sido insertada. En una forma de realizacion
preferida, el polipéptido es segregado extracelularmente.

[0046] Un polipéptido de la presente invencién puede ser un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede
ser un polipéptido bacteriano gram positivo, tal como un polipéptido de Bacillus, por ejemplo, un Bacillus alkalophilus,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus flavothermus, Bacillus lautus,
Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis o polipéptido de
Bacillus thuringiensis; o un polipéptido de Streptomyces, por ejemplo, un polipéptido de Streptomyces lividans o
Streptomyces murinus; o un polipéptido bacteriano gram negativo, por ejemplo, un polipéptido de la especie E. coli o
Pseudomonas.

[0047] En una forma de realizacion mas preferida, el polipéptido es un polipéptido de la especie Bacillus. Se entendera
que para las especies anteriormente mencionadas, la invencion abarca tanto los estados perfectos como los imperfectos
y otros equivalentes taxonémicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre de especie por el que se
conozcan. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de los equivalentes apropiados.

[0048] Ademas, tales polipéptidos se pueden identificar y obtener a partir de otras fuentes, incluyendo microorganismos
aislados naturales (p. €j., tierra, abonos, agua, etc.) usando las sondas anteriormente mencionadas. Las técnicas para
aislar microorganismos de habitats naturales se conocen en la técnica. La secuencia de nucleétidos se puede entonces
derivar por la seleccion de forma similar de una genoteca de cDNA o genémica de otro microorganismo. Una vez que se
ha detectado una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con la sonda o sondas, la secuencia se puede
aislar o clonar utilizando técnicas que son conocidas por los técnicos en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989).

[0049] Los polipéptidos codificados por secuencias de nucledtidos de la presente invencion también incluyen
polipéptidos fusionados o polipéptidos de fusién divisibles en los que otro polipéptido se fusiona al N-término o el C-
término del polipéptido o fragmento del mismo. Un polipéptido fusionado se produce por fusién de una secuencia de
nucledtidos (o una parte de la misma) que codifica otro polipéptido en una secuencia de nucleétidos (o una parte de la
misma) de la presente invencion. Las técnicas para producir polipéptidos de fusion se conocen en la técnica e incluyen
ligamiento de las secuencias de codificacion que codifican los polipéptidos, de modo que estén en el marco y que la
expresion del polipéptido fusionado esté bajo control del mismo promotor o promotores y terminador.

Polinucleétidos y secuencias de nucleétidos

[0050] La presente invencién también se refiere a polinucleétidos que tienen una secuencia de nucleétidos que codifica
para un polipéptido de la invencion. En particular, la presente invencién se refiere a polinucleétidos que consisten en
una secuencia de nucleoétidos que codifica para un polipéptido de la invencién. En una forma de realizacion preferida, la
secuencia de nucledtidos es la region de codificacion del polipéptido maduro de SEQ ID N°: 1.

[0051] La presente invencién también abarca polinucleétidos que tienen, preferiblemente que consisten en secuencias
de nucledtidos que codifican un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 2, o el
polipéptido maduro del mismo, que difiere de la SEQ ID N°: 1, en virtud de la degeneracién del cédigo genético.

[0052] La presente invenciéon también se refiere a polinucleétidos que tienen, preferiblemente que consisten en una
subsecuencia de SEQ ID N°: 1, que codifica fragmentos de SEQ ID N°: 2, que tiene actividad de alfa-amilasa y actividad
de enlace de carbohidratos. Una subsecuencia de SEQ ID N°: 1, es una secuencia de nucleétidos abarcada por SEQ ID
N°: 1, excepto uno o mas nucledtidos del final 5' y/o 3' que han sido eliminados.

[0053] La presente invenciéon también se refiere a polinucleétidos que tienen, preferiblemente que consisten en una
secuencia de nucleétidos modificada que comprende al menos una modificacion en la secuencia codificante del
polipéptido maduro de SEQ ID N°: 1, y donde la secuencia de nucleétidos modificada codifica un polipéptido que
consiste en los aminoacidos en la posicion 1 a 586 de SEQ ID N°: 2.
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[0054] Las técnicas usadas para aislar o clonar una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido se conocen en
la técnica e incluyen el aislamiento a partir de DNA gendmico, preparacion de cDNA o una combinacién de las mismas.
Esto se describira con mas detalle mas adelante.

DNA que codifica una alfa-amilasa de la invencién

[0055] La presente invencion también se refiere a un polinucleétido que tiene, preferiblemente que consiste en, una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos 99% de identidad con los nucleétidos 100 a 1857 de SEQ ID N°: 1.

[0056] El grado de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina como se ha descrito previamente (véase
la seccion titulada "Definiciones").
Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos comprende los nucleétidos 100 a 1857 de SEQ ID N°: 1.

[0057] La modificaciéon de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencién puede ser
necesaria para la sintesis de un polipéptido, que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una
sustitucion, delecion y/o insercién en comparacion con los aminoacidos en la posicién 1 a 586 de SEQ ID N°: 2.

[0058] Estas variantes artificiales pueden diferir en alguna forma creada genéticamente del polipéptido aislado a partir
de su fuente nativa, por ejemplo, variantes que difieren en la actividad especifica, termoestabilidad, pH éptimo o similar.

[0059] Sera evidente para los expertos en la técnica que tales modificaciones pueden hacerse fuera de las regiones
criticas para la funcion de la molécula y seguir dando como resultado un polipéptido activo. Los residuos de
aminoacidos esenciales para la actividad del polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos de la invencion v,
por lo tanto, preferiblemente no sujetos a modificacion, tal como sustituciéon, se pueden identificar segun los
procedimientos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis de escaneado de
alanina (véase, por ejemplo, Cunningham y Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). En la ultima técnica, las mutaciones
se introducen en cada residuo positivamente cargado en la molécula, y las moléculas mutantes resultantes se evaluan
para actividad de alfa-amilasa y/o afinidad de enlace de carbohidratos para identificar residuos de aminoacidos que
sean criticos para la actividad o afinidad de la molécula. Los sitios de interacciéon enzima-sustrato también pueden
determinarse por analisis de la estructura tridimensional como determinan técnicas tales como el analisis de resonancia
magnética nuclear, marcado por cristalografia o fotoafinidad (véase, por ejemplo, de Vos et al., 1992, Science 255: 306-
312; Smith et al., 1992, journal of Molecular Biology 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992, FEBS Letters 309: 59-64).

[0060] Por otra parte, una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencion se puede
modificar por introduccion de sustituciones de nucledtidos que no dan lugar a otra secuencia de aminoacidos del
polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos, pero que corresponden al uso de codoén del organismo huésped
destinado a la produccién de la enzima.

[0061] La introduccion de una mutacién en la secuencia de nucleétidos para intercambiar un nucleétido por otro
nucledtido se puede realizar por mutagénesis dirigida al sitio usando cualquiera de los métodos conocidos en la técnica.
Particularmente util es el procedimiento que utiliza un vector de DNA bicatenario superenrollado con un inserto de
interés y dos cebadores sintéticos que contienen la mutacion deseada. Los cebadores oligonucledtidos, cada uno
complementario de las cadenas opuestas del vector, se extienden durante los ciclos de temperatura mediante
polimerasa de DNA Pfu. Por incorporacion de los cebadores, se genera un plasmido que contiene muescas
escalonadas. Después del ciclo de temperatura, el producto se trata con Dpnl que es especifico para que el DNA
hemimetilado y metilado asimile el molde de DNA parental y seleccione DNA sintetizado que contiene mutacion.
También se pueden usar otros procedimientos conocidos en la técnica. Para una descripcion general de sustitucion de
nucleétidos, véase, por ejemplo, Ford et al., 1991, Protein Expression and Purification 2: 95-107.

Clonacion de una secuencia de DNA que codifica una alfa-amilasa de la invencién

[0062] La clonacion de las secuencias de nucleétidos de la presente invencion a partir de tal DNA gendmico se puede
efectuar, por ejemplo, usando la bien conocida reaccién en cadena de polimerasa (PCR) o la selecciéon de anticuerpos
de bibliotecas de expresion para detectar fragmentos de DNA clonados con caracteristicas estructurales compartidas.
Véase, por ejemplo, Innis et al., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic Press, New York. Se
pueden utilizar otros procedimientos de amplificacion tales como la reaccién en cadena de la ligasa (LCR), la
transcripcion activada ligada (LAT) y la amplificacion basada en secuencias de nucleétidos (NASBA). La secuencia de
nucledtidos se puede clonar a partir de una cepa de Bacillus u otro organismo relacionado y asi, por ejemplo, puede ser
una variante alélica o de especies de la region de codificacién del polipéptido de la secuencia de nucledétidos.

[0063] La secuencia de nucledtidos se puede obtener por procedimientos de clonacidon estandar usados en ingenieria
genética para recolocar la secuencia de nucleétidos desde su ubicacion natural hasta un sitio diferente donde seran
reproducidas. Los procedimientos de clonacién pueden implicar escision y aislamiento de un fragmento deseado que
comprende la secuencia de nucledétidos que codifica el polipéptido, inserciéon del fragmento en una molécula de vector e
incorporacién del vector recombinante en una célula huésped donde se replicaran multiples copias o clones de la
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secuencia de nucledtidos. La secuencia de nucleétidos puede ser de origen genémico, de cDNA, de RNA, semisintético,
sintético o cualquier combinacién de los mismos.

[0064] Se puede construir una biblioteca de cDNA y/o DNA gendmico usando DNA cromosémico o RNA mensajero a
partir del organismo que produce una alfa-amilasa. Luego, si la secuencia de aminoacidos de la alfa-amilasa es
conocida, se pueden sintetizar sondas de oligonucledtidos marcadas homdélogas y usar para identificar clones que
codifican alfa-amilasa de una genoteca gendémica obtenida a partir del organismo en cuestiéon. Alternativamente, una
sonda de oligonucleétidos marcada que contiene secuencias homoélogas de un gen de alfa-amilasa conocido podrian
usarse como una sonda para identificar clones que codifican alfa-amilasa, usando condiciones de hibridacién y lavado
de astringencia inferior.

[0065] Otro método para identificar clones que codifican alfa-amilasa implicaria la insercién de fragmentos de DNA
genomico en un vector de expresion, tal como un plasmido, transformando bacterias negativas de alfa-amilasa con la
biblioteca de DNA gendmico resultante, y poniendo luego en placas las bacterias transformadas sobre un sustrato con
agar para alfa-amilasa, permitiendo asi que los clones que expresan la alfa-amilasa sean identificados.

[0066] Alternativamente, la secuencia de DNA que codifica la enzima se puede preparar sintéticamente por métodos
estandar establecidos, por ejemplo, el método de fosforamidita descrito por S.L. Beaucage y M.H. Caruters, etrahedron
Letters 22 1981, paginas. 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., The EMBO J. 3, 1984, pags. 801-805. En
el método de fosforamidita, los oligonucledtidos se sintetizan, por ejemplo, en un sintetizador de DNA automatico, se
purifican, se anillan, ligan y clonan en vectores apropiados.

[0067] Finalmente, la secuencia de DNA puede ser de origen mezclado sintético y genémico, origen mezclado sintético
y de cDNA u origen mezclado gendémico y de cDNA, preparado por ligamiento de fragmentos de origen sintético,
genomico o de cDNA (segun sea apropiado, los fragmentos correspondiente a varias partes de la secuencia de DNA
entera), conforme a técnicas estandar. La secuencia de DNA también se puede preparar por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo, como se describe en la US 4 683 202 o en R.K. Saiki et
al., Science 239, 1988, pags. 487-491.

Expresion de alfa-amilasa

[0068] Segun la invencion, una secuencia de DNA que codifica la alfa-amilasa producida como se ha descrito
anteriormente, o por cualquier método alternativo conocido en la técnica, se puede expresar, en forma de enzima,
usando un vector de expresion que incluye tipicamente secuencias de control que codifican un promotor, operador, sitio
de union al ribosoma, sefial de iniciacion de la traduccion y, opcionalmente, un gen represor o varios genes activadores.

Constructos de acidos nucleicos

[0069] La presente invenciéon también se refiere a constructos de acidos nucleicos que comprenden una secuencia de
nucledtidos de la presente invencién operativamente enlazados a una o mas secuencias de control que dirigen la
expresion de la secuencia codificante en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las
secuencias de control.

[0070] Una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la presente invencién se puede manipular en una
variedad de formas para proporcionar expresion del polipéptido. La manipulacién de la secuencia de nucleétidos antes
de su insercién en un vector puede ser deseable o necesaria, dependiendo del vector de expresién. Las técnicas para
modificar secuencias de nucleétidos utilizando métodos de DNA recombinante son bien conocidas en la técnica.

Secuencia de control

[0071] La secuencia de control puede ser una secuencia promotora apropiada, una secuencia de nucleétidos que es
reconocida por una célula huésped para la expresion de la secuencia de nucleétidos. La secuencia promotora contiene
secuencias de control transcripcionales, que median la expresion del polipéptido. EI promotor puede ser cualquier
secuencia de nucledtidos que muestre actividad transcripcional en la célula huésped de eleccion, incluyendo promotores
mutantes, truncados e hibridos, y se puede obtener a partir de genes que codifican polipéptidos extracelulares o
intracelulares, ya sean heterélogos u homologos de la célula huésped.

[0072] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de los constructos de acidos nucleicos de la
presente invencion, especialmente en una célula huésped bacteriana, son los promotores obtenidos del operdn lac de E.
coli, del gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), el gen de levansacarasa de Bacillus subtilis (sacB), el gen
de alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), el gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM),
el gen de alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), el gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP), los
genes xylA y xylB de Bacillus subtilis y el gen de beta-lactamasa procariética (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of
the National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731), al igual que el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proceedings
of the National Academy of Sciences USA 80: 21-25). Se describen otros promotores en "Useful proteins from
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recombinant bacteria" en Scientific American, 1980, 242: 74-94; y en Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989.

[0073] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de los constructos de acidos nucleicos de la
presente invencion en una célula huésped fungica filamentosa son los promotores obtenidos a partir de los genes para
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra (glaA) de
Aspergillus niger, alfa-amilasa estable en acido de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus
awamori, lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus
oryzae, acetamidasa de Aspergillus nidulans y proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum (WO 96/00787), al igual
que el promotor NA2-tpi (un hibrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus nigery triosa
fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae) y promotores mutantes, truncados e hibridos de los mismos.

[0074] En un huésped de levadura, los promotores utiles se obtienen a partir de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae (ENO- 1), galactocinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol
deshidrogenasal/gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH2/GAP), y 3-fosfoglicerato-
quinasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros promotores utiles para células huésped de levadura son descritos por
Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423-488.

[0075] La secuencia de control también puede ser una secuencia terminadora de transcripcién adecuada, una secuencia
reconocida por una célula huésped para terminar la transcripcion. La secuencia terminadora esta operativamente
enlazada al 3' terminal de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que sea
funcional en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

Terminadores

[0076] Los terminadores preferidos para células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir de los genes para
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, alfa-
glucosidasa de Aspergillus nigery proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum.

[0077] Los terminadores preferidos para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa de
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C de Saccharomyces cerevisiae (CYC1) vy gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores utiles para las células huésped de levadura son
descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423-488.

[0078] La secuencia de control también puede ser una secuencia lider adecuada, una region no traducida de un mRNA
que es importante para la traduccién por la célula huésped. La secuencia lider esta operativamente enlazada al 5'
terminal de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia lider que sea funcional en la
célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

Secuencia lider

[0079] Las secuencias lider preferidas para las células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir de los genes
para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans.

[0080] Las secuencias lider adecuadas para las células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para
enolasa de Saccharomyces cerevisiae (ENO-1), 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de
Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato de Saccharomyces cerevisiae
(ADH2/GAP).

[0081] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilaciéon, una secuencia operativamente
enlazada al 3' terminal de la secuencia de nucleétidos y que, cuando se transcribe, es reconocida por la célula huésped
como una sefal para afiadir residuos de poliadenosina al mMRNA transcrito. Cualquier secuencia de poliadenilacién que
sea funcional en la célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

Secuencias de poliadenilaciéon

[0082] Las secuencias de poliadenilacion preferidas para las células huésped fungicas filamentosas se obtienen a partir
de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de
Aspergillus nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger.

[0083] Las secuencias de poliadenilacién utiles para las células huésped de levadura son descritas por Guo y Sherman,
1995, Molecular Cellular Biology 15: 5983-5990.

[0084] La secuencia de control también puede ser una region codificante del péptido sefial que codifica para una

secuencia de aminoacidos enlazada al amino terminal de un polipéptido y que dirige el polipéptido codificado en la ruta
secretora de la célula. ElI 5' final de la secuencia codificante de la secuencia de nucleétidos puede contener
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intrinsecamente una regién codificante del péptido sefial naturalmente enlazado en el marco de lectura de traduccién
con el segmento de la regién de codificacién que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el 5' final de la
secuencia codificante puede contener una region codificante del péptido sefial que sea foranea a la secuencia
codificante. La region codificante del péptido sefial foraneo puede ser necesaria donde la secuencia codificante no
contenga naturalmente una regién codificante del péptido sefial. Alternativamente, la region codificante del péptido sefal
foraneo puede simplemente reemplazar la region codificante del péptido sefial natural para mejorar la secrecion del
polipéptido. No obstante, cualquier regiéon codificante del péptido sefial que dirija el polipéptido expresado en la ruta
secretora de una célula huésped de eleccion se puede utilizar en la presente invencion.

[0085] La region codificante del péptido sefial puede ser los nucleétidos 1 a 99 de SEQ ID N°: 1 que codifica los
aminoacidos -33 a -1 de SEQ ID N°: 2.

Péptido sefial

[0086] Las regiones codificantes del péptido sefal eficientes para las células huésped bacterianas son las regiones
codificantes del péptido sefial obtenidas a partir de los genes para amilasa maltogénica NCIB 11837 de Bacillus, alfa-
amilasa de Bacillus stearothermophilus, subtilisina de Bacillus licheniformis, alfa-amilasa de Bacillus licheniformis,
proteasas neutras de Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM) y prsA de Bacillus subtilis. Otros péptidos sefial
son descritos por Simonen y Palva, 1993, Microbiological Reviews 57: 109-137.

[0087] Las regiones codificantes del péptido sefial eficientes para las células huésped fungicas filamentosas son las
regiones codificantes del péptido sefial obtenidas a partir de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae,
amilasa neutra de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei,
celulasa de Humicola insolens y lipasa Humicola lanuginosa.

[0088] Los péptidos sefal utiles para las células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para factor alfa
de Saccharomyces cerevisiae e invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Otras regiones codificantes del péptido sefial
Utiles son descritas por Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423-488.

[0089] La secuencia de control también puede ser una region codificante del propéptido que codifica para una secuencia
de aminoacidos situada en el amino terminal de un polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como una proenzima
o propolipéptido (o un zimégeno en algunos casos). Un propolipéptido es generalmente inactivo y se puede convertir en
un polipéptido activo maduro por escisiéon autocatalitica o catalitica del propéptido del propolipéptido. La region
codificante del propéptido se puede obtener a partir de los genes para proteasa alcalina de Bacillus subtilis (aprE),
proteasa neutra de Bacillus subtilis (nprT), alfa-factor de Saccharomyces cerevisiae, proteinasa aspartica de
Rhizomucor miehei y lacasa de Myceliophthora thermophila (WO 95/33836).

Vectores de expresion

[0090] La presente invencion también se refiere a vectores de expresion recombinantes que comprenden el constructo
de acidos nucleicos de la invencion. Las diferentes secuencias de nucleétidos y de control anteriormente descritas se
pueden unir para producir un vector de expresion recombinante que puede incluir uno o mas sitios de restriccion
convenientes para permitir la insercidon o sustitucion de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipeptidico en tales
sitios. Alternativamente, la secuencia de nucledtidos de la presente invencién se puede expresar por insercion de la
secuencia de nucledétidos o un constructo de acidos nucleicos que comprende la secuencia en un vector apropiado para
la expresion. En la creacion del vector de expresion, la secuencia codificante se localiza en el vector, de modo que la
secuencia codificante esta operativamente enlazada a las secuencias de control apropiadas para la expresion.

[0091] El vector de expresidon recombinante puede ser cualquier vector (p. ej., un plasmido o virus) que puede ser
convenientemente sometido a procedimientos de DNA recombinante y puede producir la expresion de la secuencia de
nucleodtidos. La eleccion del vector dependera tipicamente de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la
que el vector debe ser introducido. Los vectores pueden ser plasmidos lineales o circulares cerrados.

[0092] EI vector puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosomica, cuya replicacion depende de la replicaciéon cromosomica, por ejemplo, un plasmido, un elemento
extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial.

[0093] El vector puede contener cualquier medio para garantizar la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede
ser un vector que, cuando se introduce en la célula huésped, se integra en el genoma y se replica con el cromosoma o
cromosomas en los que se ha integrado. Ademas, se puede utilizar un unico vector o plasmido o dos o varios vectores o
plasmidos que juntos contienen el DNA total que se ha de introducir en el genoma de la célula huésped o un
transposon.

[0094] Los vectores de la presente invencidn contienen preferiblemente uno o mas marcadores seleccionables que

permiten una seleccion facil de las células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto
proporciona resistencia biocida o virica, resistencia a metales pesados, prototrofia a auxotrofos y similares.
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Marcadores seleccionables

[0095] Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis
o los marcadores que confieren resistencia antibidtica, tal como resistencia a ampicilina, canamicina, cloranfenicol o
tetraciclina. Los marcadores adecuados para las células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3,
TRP1, y URAS3. Los marcadores seleccionables para su uso en una célula huésped fungica filamentosa incluyen, pero
de forma no limitativa, amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa),
hygB (higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato descarboxilasa), sC (sulfato
adeniltransferasa), trpC (antranilato sintasa), al igual que equivalentes de los mismos.

[0096] Para su uso en una célula de Aspergillus se prefieren los gene amdS 'y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus
oryzaey el gen bar de Streptomyces hygroscopicus.

[0097] Los vectores de la presente invencidn contienen preferiblemente un elemento o elementos que permiten la
integracion estable del vector en el genoma de la célula huésped o la replicacion auténoma del vector en la célula
independiente del genoma.

[0098] Para la integracion en el genoma de la célula huésped, el vector puede contar con la secuencia de nucleétidos
que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para la integracion estable del vector en el genoma por
recombinacién homdloga o no homodloga. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de nucleétidos
adicionales para dirigir la integracion por recombinacion homéloga en el genoma de la célula huésped. Las secuencias
de nucleétidos adicionales permiten que el vector se integre en el genoma de la célula huésped en una ubicacion o
ubicaciones precisas en el cromosoma o cromosomas. Para aumentar la probabilidad de integraciéon en una ubicacion
precisa, los elementos integracionales deberian contener preferiblemente un numero suficiente de nucleétidos, tal como
de 100 a 1500 pares de bases, preferiblemente de 400 a 1500 pares de bases y, de la forma mas preferible, de 800 a
1500 pares de bases, que son altamente homodlogos de la secuencia objetivo correspondiente para mejorar la
probabilidad de recombinacion homodloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea
homoéloga de la secuencia objetivo en el genoma de la célula huésped. Ademas, los elementos integracionales pueden
ser secuencias de nucleétidos codificantes o no codificantes. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de
la célula huésped por recombinacién no homdloga.

Origenes de replicacion

[0099] Para la replicacion auténoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion que permite que el
vector replique de manera auténoma en la célula huésped en cuestiéon. Ejemplos de origenes bacterianos de replicacion
son los origenes de replicacion de los plasmidos pBR322, pUC19, pACYC177 y pACYC184, que permiten la replicacion
en E. coli, y puB110, pE194, pTA1060 y pAMRB1, que permiten la replicacion en Bacillus. Ejemplos de origenes de
replicaciéon para su uso en una célula huésped de levadura son el origen de replicacion de 2 micras, ARS1, ARS4, la
combinacién de ARS1 y CEN3 y la combinaciéon de ARS4 y CENG. El origen de replicacion puede ser un origen que
tiene una mutacion que hace que su funcionamiento sea termosensible en la célula huésped (véase, por ejemplo,
Ehrlich, 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1433).

[0100] Mas de una copia de una secuencia de nucleétidos de la presente invenciéon se puede insertar en la célula
huésped para aumentar la produccion del producto génico. Se puede obtener un aumento en el numero de copias de la
secuencia de nucledtidos integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o
incluyendo un gen marcador seleccionable amplificable con la secuencia de nucleétidos donde las células que contienen
copias amplificadas del gen marcador seleccionable y, de este modo, copias adicionales de la secuencia de nucledétidos,
se pueden seleccionar por cultivo de las células en presencia del agente seleccionable apropiado.

[0101] Los procedimientos usados para enlazar los elementos descritos anteriormente para construir los vectores de
expresion recombinantes de la presente invencion son bien conocidos por un experto en la materia (véase, por ejemplo,
Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989).

Células huésped

[0102] La presente invencién también se refiere a la recombinacion de una célula huésped que comprende el constructo
de acidos nucleicos de la invencién, que se usan ventajosamente en la produccion recombinante de los polipéptidos. Un
vector que comprende una secuencia de nucleétidos de la presente invencién se introduce en una célula huésped, de
modo que el vector se mantiene como un integrante cromosémico o como un vector extracromosémico autorreplicativo,
como se ha descrito anteriormente.

[0103] La célula huésped puede ser un microorganismo unicelular, por ejemplo, un procariota, 0 un microorganismo no
unicelular, por ejemplo, un eucariota.
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[0104] Las células unicelulares utiles son las células bacterianas tales como las bacterias gram positivas, incluyendo,
pero de forma no limitativa, una célula de Bacillus, por ejemplo, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis,
Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis; o una célula de Streptomyces,
por ejemplo, Streptomyces lividans o Streptomyces murinus, o bacterias gram negativas tales como las especies de E.
coli y Pseudomonas. En una forma de realizacion preferida, la célula huésped bacteriana es una célula de Bacillus
lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus o Bacillus subtilis. En otra forma de realizacion preferida, la
célula de Bacillus es un Bacillus alcalofilico.

[0105] La introduccion de un vector en una célula huésped bacteriana puede realizarse, por ejemplo, por transformacion
de protoplasto (véase, por ejemplo, Chang y Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115), utilizando células
competentes (véase, por ejemplo, Young y Spizizin, 1961, Journal of Bacteriology 81: 823-829, o Dubnau y Davidoff-
Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221), electroporacién (véase, por ejemplo, Shigekawa y Dower,
1988 Biotechniques 6: 742-751) o conjugacién (véase, por ejemplo, Koehler y Thorne, 1987, Journal of Bacteriology
169: 5771-5278).

[0106] La célula huésped puede ser una célula eucariota, tal como una célula de mamifero, de insecto, vegetal o
fungica.

[0107] En una forma de realizacion, la célula huésped es una célula fungica. "Hongo", como se utiliza en este caso,
incluye los filos Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota (como definen Hawkswort et al. en,
Ainsworth and Bisby's Dictionary of The Fungi, 8th edition, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, UK) al
igual que Oomycota (como se cita en Hawkswort et al., 1995, supra, pagina 171) y todos los hongos mitospéricos
(Hawkswort et al., 1995, supra).

[0108] En otra forma de realizacion, la célula huésped fungica es una célula de levadura. "Levadura", como se utiliza en
este caso, incluye levadura ascoesporégena (Endomycetales), levadura basidioesporogénea y levadura perteneciente a
los hongos imperfectos (Blastomicetos). Dado que la clasificacién de levaduras puede cambiar en el futuro, para los
fines de esta invencion, la levadura debe definirse como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A,,
Passmore, S.M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol. Symposium Series No. 9, 1980).

[0109] Ejemplos de células huésped de levadura preferida incluyen células de Candida, Hansenula, Kluyveromices,
Pichia, Sarccharomyces, Schizosacaromices o de Yarrowia.

[0110] En una forma de realizacion mas preferida, la célula huésped de levadura es una célula de Saccharomyces
carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces
kluyveri, Saccharomyces norbensis o de Saccharomyces oviformis. En otra forma de realizacion mas preferida, la célula
huésped de levadura es una célula de Kluyveromyces lactis. En otra forma de realizacién mas preferida, la célula
huésped de levadura es una célula de Yarrowia lipolytica.

[0111] En otra forma de realizacion, la célula huésped fangica es una célula micética filamentosa. Los "hongos
filamentosos" incluyen todos las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (como definen Hawkswort
et al., 1995, supra). Los hongos filamentosos se caracterizan por una pared micelial compuesta por quitina, celulosa,
glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. El crecimiento vegetativo es por alargamiento hifal y el
catabolismo de carbono es estrictamente aerébico. En cambio, el crecimiento vegetativo por levaduras tales como
Saccharomyces cerevisiae es por injerto de un talo unicelular y el catabolismo de carbono puede ser fermentativo.

[0112] Una célula huésped fungica filamentosa preferida incluye una célula de una de las especies, pero de forma no
limitativa, de Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor, Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Thielavia,
Tolipocladium o Trichoderma.

[0113] En una forma de realizacion mas preferida, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Aspergillus
awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae. En otra
forma de realizacion mas preferida, la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Fusarium bactridioides,
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum,
Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusariurn torulosum, Fusarium
trichothecioides o Fusarium venenatum. En un forma de realizacion incluso mas preferida, la célula progenitora fungica
filamentosa es una célula de Fusarium venenatum (especie Nirenberg nov.). En otra forma de realizacion mas preferida,
la célula huésped fungica filamentosa es una célula de Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei,
Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Thielavia terrestris, Trichoderma harzianum,
Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride.

[0114] Las células fungicas se pueden transformar por un proceso que implica la formaciéon de protoplasto, la

transformacion de los protoplastos y la regeneracion de la pared celular de manera conocida per se. Los procedimientos
adecuados para la transformacién de células huésped de Aspergillus se describen en la EP 238 023 y en Yelton et al.,

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2425351713

1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81: 1470-1474. Métodos adecuados para transformar
especies de Fusarium son descritos por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 and WO 96/00787. La levadura se
puede transformar usando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson, J.N. y Simon, M.I., editors,
Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, Volume 194, pp 182-187, Academic Press,
Inc., New York; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; y Hinnen et al., 1978, Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 75: 1920.

Métodos de produccién

[0115] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencién que
comprende (a) cultivo de una cepa, que en su forma de tipo salvaje es capaz de producir el polipéptido y (b)
recuperacion del polipéptido. Preferiblemente, la cepa es del género Bacillus y, mas preferiblemente, de la especie
Bacillus.

[0116] La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencién que
comprende (a) cultivo de una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccién del polipéptido y (b)
recuperacion del polipéptido.

[0117] En los métodos de produccién de la presente invencion, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado
para la produccion del polipéptido, usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar por
cultivo en matraz de agitacion, fermentaciéon a pequefia o gran escala (incluyendo fermentaciones continuas, de lote,
lote alimentadas o de estado sdlido) en fermentadores de laboratorio o industriales llevadas a cabo en un medio
adecuado y bajo condiciones que permitan que el polipéptido se exprese y/o aisle. El cultivo se produce en un medio
nutritivo adecuado que comprende fuentes de carbono y nitrégeno y sales inorganicas, utilizando procedimientos
conocidos en la técnica. Existen medios adecuados de proveedores comerciales o se pueden preparar segun las
composiciones publicadas (p. €j., en catalogos de la American Type Culture Collection). Si el polipéptido es secretado
en el medio nutritivo, el polipéptido se puede recuperar directamente del medio. Si el polipéptido no es secretado, se
puede recuperar de lisatos celulares.

[0118] Los polipéptidos se pueden detectar utilizando métodos conocidos en la técnica que son especificos para los
polipéptidos. Estos métodos de deteccién pueden incluir el uso de anticuerpos especificos, la formaciéon de un producto
enzimatico o la desaparicion de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, se puede utilizar un ensayo enzimatico para
determinar la actividad del polipéptido como se describe en este caso.

[0119] El polipéptido resultante se puede recuperar por métodos conocido en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido se
puede recuperar del medio nutritivo por procedimientos convencionales que incluyen, pero no estan limitados a,
centrifugado, filtracion, extraccién, secado por pulverizacion, evaporacion o precipitacion.

[0120] Los polipéptidos de la presente invencidén se pueden purificar por una variedad de procedimientos conocidos en
la técnica que incluyen, pero no estan limitados a, cromatografia (p. ej., de intercambio i6nico, de afinidad, hidrofébica,
de cromatoenfoque y de exclusién de tamafio), procedimientos electroforéticos (p. €j., isoelectroenfoque preparativo),
solubilidad diferencial (p. ej., precipitacion de sulfato aménico), SDS-PAGE o extraccion (véase, por ejemplo, Protein
Purification, J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989).

Aplicaciones industriales

[0121] Una alfa-amilasa de la invenciéon es muy adecuada para su uso en una variedad de procesos industriales, en
particular la enzima encuentra aplicaciones potenciales como componente en detergentes, por ejemplo, composiciones
de detergentes de lavado de ropa, lavado de vaijilla y limpieza de superficies duras, pero también es util para el
desencolado de textiles, tejidos y prendas, la fabricacion o elaboraciéon de cerveza, la fabricacion de pan, la produccion
de pulpa y papel, y ademas, la produccion de edulcorantes y etanol y otros productos de fermentacién, especialmente
combustibles, bebidas y etanol industrial a partir de, por ejemplo, almidén o granos enteros.

Conversién de almidén

[0122] Los procesos de conversion de almidén convencional, tales como la licuefaccion y procesos de sacarificacion, se
describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n°: 3 912 590 y las publicaciones de patente europea n°: 252 730
y 63 909.

Produccién de producto de fermentacion

[0123] Un producto de fermentacion, especialmente etanol, se puede producir usando cualquier método conocido en la

técnica. Un ejemplo de produccion de etanol, donde se puede utilizar una alfa-amilasa de la invencion se describe en la
patente estadounidense n°: 5 231 017.
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[0124] Ademas, un proceso donde se puede usar una alfa-amilasa de la invenciéon se describe en las solicitudes de
patente danesa PA 2003 00949 y PA 2003 01568. Dicho proceso es para hidrolizar almidéon granulado en un hidrolizado
de almiddn soluble a una temperatura por debajo de la temperatura de gelatinizacion inicial de dicho almidén granulado.

Produccion de pulpa y papel

[0125] La alfa-amilasa de la invencion también se puede usar en la produccién de materiales lignoceluldsicos, tales
como pulpa, papel y carton, a partir de residuos de papel y cartéon reforzados de almidén, especialmente donde el
repulpado se produce a un pH por encima de 7 y donde las amilasas facilitan la desintegracion del material de residuo a
través de la degradacion del almidén de refuerzo. La alfa-amilasa de la invencion es especialmente util en un proceso
para producir una pasta de papel a partir de papel impreso revestido de almidén. El proceso se puede realizar como se
describe en la WO 95/14807, que comprende los pasos siguientes:

a) desintegracion del papel para producir una pulpa,
b) tratamiento con una enzima de degradacion de almidon antes, durante o después del paso a), y
c) separacion de las particulas de tinta de la pulpa después de los pasos a) y b).

[0126] Una alfa-amilasa de la invencion también puede ser muy util en la modificacion de almidén, donde el almidén
modificado enzimaticamente se usa para la fabricacion de papel junto con productos de relleno alcalinos, tales como
carbonato calcico, caolin y arcillas. Con unas alfa-amilasas de la invencion, es posible modificar el almidén en presencia
del producto de relleno, permitiendo asi un proceso integrado mas simple.

Desencolado de textiles, tejidos y prendas

[0127] Una alfa-amilasa de la invencion también puede ser muy util en el desencolado de textiles, tejidos o prendas. En
la industria del tratamiento textil, las alfa-amilasas se utilizan generalmente como auxiliares en el proceso de
desencolado para facilitar la eliminaciéon de cola que contiene almidén, que ha servido como un recubrimiento protector
en los hilos de trama durante el tejido. La completa eliminacion del recubrimiento de cola después del tejido es
importante para garantizar resultados o6ptimos en los procesos posteriores, en los que la tela es inspeccionada,
blanqueada y tefida. La descomposicion del almidén enzimatico se prefiere porque no implica ningun efecto nocivo en
el material fibroso. Para reducir el coste del proceso y aumentar el rendimiento de la fabrica, el proceso de desencolado
se combina a veces con los pasos de descrudado y blanqueo. En tales casos, los productos auxiliares no enzimaticos
tales como agentes alcalinos o de oxidacion se utilizan tipicamente para descomponer el almidén, porque las alfa-
amilasas tradicionales no son muy compatibles con niveles altos de pH y agentes blanqueadores. La descomposiciéon no
enzimatica de la cola de almidén produce cierto dafio en la fibra debido a que se usan productos quimicos bastante
agresivos. Por consiguiente, seria deseable usar las alfa-amilasas de la invencion ya que tienen un rendimiento
mejorado en soluciones alcalinas. Las alfa-amilasas se pueden utilizar solas o en combinacién con una celulasa para el
desencolado de telas o textiles que contienen celulosa. El desencolado y los procesos de blanqueo se conocen en la
técnica. Por ejemplo, tales procesos se describen en la WO 95/21247, la US 4 643 736 y la EP 119 920. Asi, en una
forma de realizacion, la invencion se refiere a un proceso para desencolado de un textil, tejido o prenda encolados que
contiene almidén o derivados de almiddn, este proceso comprende el tratamiento del tejido con una alfa-amilasa de la
invencion.

Fabricacién de cerveza

[0128] Las alfa-amilasas de la invencion también puede ser muy utiles en un proceso de fabricacion de cerveza; las alfa-
amilasas se agregaran normalmente durante el proceso de trituracion.

Composiciones de detergentes

[0129] Se puede adicionar una alfa-amilasa de la invencion y convertirse asi en un componente de una composicion de
detergente.

[0130] La composicion de detergente de la invenciéon se puede formular, por ejemplo, como una composicién de
detergente de lavado a mano o a maquina que incluye una composiciéon aditiva adecuada para el pretratamiento de
tejidos manchados y una composicion de suavizante adicionada de aclarado, o se puede formular como una
composicion de detergente para su uso en operaciones generales de limpieza de superficies duras del hogar o se puede
formular para operaciones de lavado de la vajilla a mano o a maquina.

[0131] En un aspecto especifico, la invencién proporciona un aditivo de detergente que comprende la enzima de la
invencion. El aditivo de detergente, al igual que la composiciéon de detergente, puede comprender una o0 mas enzimas
tales como una proteasa, una lipasa, una cutinasa, una amilasa, una carbohidrasa, una celulasa, una pectinasa, tal
como pectato liasa; una mananasa, una arabinasa, una galactanasa, una xilanasa, una oxidasa, por ejemplo, una
lacasa y/o una peroxidasa.
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[0132] En general, las propiedades de la enzima o enzimas elegidas deberian ser compatibles con el detergente
seleccionado (es decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros ingredientes enzimaticos y no enzimaticos, etc.) y la enzima
0 enzimas deberian estar presentes en cantidades eficaces.

[0133] Proteasas: las proteasas adecuadas incluyen proteasas animales, vegetales o de origen microbiano. Se prefieren
las de origen microbiano. En una forma de realizacion preferida, la proteasa se deriva de la cepa de la especie Bacillus.
Los mutantes quimicamente modificados o creados genéticamente de proteinas estan incluidos. La proteasa puede ser
una serina proteasa o una metalo proteasa, preferiblemente una proteasa microbiana alcalina o una proteasa de tipo
tripsina. Ejemplos de proteasas alcalinas son las subtilisinas, especialmente las derivadas de Bacillus, por ejemplo,
subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 y subtilisina 168 (descrita en la WO 89/06279).
Ejemplos de proteasas de tipo tripsina son tripsina (p. ej., de origen bovino o porcino) y la proteasa de Fusarium descrita
en la WO 89/06270 y la WO 94/25583.

[0134] Ejemplos de proteasas utiles son las variantes descritas en la WO 92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116, y WO
98/34946, especialmente las variantes con sustituciones en una o mas de las siguientes posiciones: 27, 36, 57, 76, 87,
97,101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224, 235 y 274.

[0135] Las enzimas de proteasas disponibles comercialmente preferidas incluyen ALCALASE™, SAVINASE™,
PRIMASE™, DURALASE™, ESPERASE™, EVERLASE™ y KANNASE™ (Novozymes A/S, Dinamarca),
MAXATASE™, MAXACAL™ MAXAPEM™ PROPERASE™, PURAFECT™, PURAFECT OXP™, 6 FN2™ y FN3™
(Genencor International Inc.).

[0136] Lipasas: las lipasas adecuadas incluyen las de origen fungico o bacteriano. Los mutantes quimicamente
modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Ejemplos de lipasas Uutiles incluyen lipasas de
Humicola (sinénimo de Thermomyces), por ejemplo, de H. lanuginosa (T. Lanuginosus), como se describe en la EP 258
068 y EP 305 216 o de H. insolens, como se describe en la WO 96/13580, una lipasa de Pseudomonas, por ejemplo de
P. alcaligenes o P. pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376), P. stutzeri (GB 1 372 034), P.
fluorescens, especie Pseudomonas cepa SD 705 (WO 95/06720 y WO 96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012),
una lipasa de Bacillus, por ejemplo de B. subtilis (Dartois et al. (1993), Biochemica et Biophyisica Acta, 1131,253-360),
B. stearothermophilus (JP 64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422).

[0137] Otros ejemplos son variantes de lipasa tales como los descritos en la WO 92/05249, WO 94/01541, EP 407 225,
EP 260 105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO 97/04079 y
WO 97/07202.

[0138] Las enzimas de lipasa disponibles comercialmente preferidas incluyen LIPOLASE™ y LIPOLASE™ ULTRA
(Novozymes A/S, Dinamarca).

[0139] Amilasas: las amilasas adecuadas (alfa y/o beta) incluyen las de origen fungico o bacteriano. Los mutantes
quimicamente modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Las amilasas incluyen, por ejemplo,
alfa-amilasas obtenidas a partir de Bacillus, por ejemplo, una cepa especial de B. licheniformis, descrito con mas detalle
enla GB 1 296 839.

[0140] Ejemplos de amilasas utiles son las variantes descritas en la WO 94/02597, WO 94/18314, WO 96/23873, y WO
97/43424, especialmente las variantes con sustituciones en una o mas de las siguientes posiciones: 15, 23, 105, 106,
124,128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264, 304, 305, 391, 408 y 444.

[0141] Las amilasas disponibles comercialmente son DURAMYL™, STAINZYME™, NATALASE™, TERMAMYL™,
FUNGAMYL™ y BAN™ (Novozymes A/S, Dinamarca), RAPTOASE™ y PURASTAR™ (de Genencor International Inc.).

[0142] Celulasas: las celulasas adecuadas incluyen las de origen fungico o bacteriano. Los mutantes quimicamente
modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Las celulasas adecuadas incluyen celulasas de los
géneros Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, por ejemplo, las celulasas fungicas
producidas a partir de Humicola insolens, Myeliophthora thermophila y Fusarium oxysporum descritas en la US 4 435
307, US 5648 263, US 5691 178, US 5776 757 y WO 89/09259.

[0143] Las celulasas especialmente adecuadas son las celulasas neutras o alcalinas que tienen beneficios para el
cuidado del color. Ejemplos de tales celulasas son las celulasas descritas en la EP 0 495 257, EP 0 531 372, WO
96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940, WO 02/099091. Otros ejemplos son las variantes de celulasas tales como las
descritas en la WO 94/07998, EP 0 531 315, US 5 457 046, US 5 686,593, US 5 763 254, WO 95/24471, WO 98/12307
y WO 99/01544.

[0144] Las celulasas disponibles comercialmente incluyen CELLUZYME™, CAREZYME™, RENOZYME™ (Novozymes
A/S, Dinamarca), CLAZINASE™, y PURADAX HA™ (Genencor International Inc.), y KAC-500(B)™ (Kao Corporation).
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[0145] Mananasas: se puede usar cualquier mananasa adecuada para su uso en soluciones alcalinas. Las mananasas
adecuadas incluyen las de origen fungico o bacteriano. Los mutantes modificados quimica o genéticamente estan
incluidos.

[0146] En una forma de realizacion preferida, la mananasa se deriva de una cepa del género Bacillus, especialmente la
especie Bacillus 1633 descrita en las posiciones 31-330 de SEQ ID N°: 2 o en SEQ ID N° 5 de la WO 99/64619 o
Bacillus agaradhaerens, por ejemplo, de la cepa de tipo DSM 8721.

[0147] Las mananasas disponibles comercialmente incluyen MANNAWAY ™ (Novozymes A/S).

[0148] Pectato liasa: se puede usar cualquier pectato liasa adecuada para su uso en soluciones alcalinas. Las pectato
liasas adecuadas incluyen las de origen fungico o bacteriano. Los mutantes modificados quimica o genéticamente estan
incluidos.

[0149] En una forma de realizacion preferida, la pectato liasa se deriva de una cepa del género Bacillus, especialmente
una cepa de Bacillus subtilis, especialmente Bacillus subtilis DSM14218 descrita en la SEQ ID N°: 2 o una variante de la
misma descrita en el ejemplo 6 de la WO 02/092741 o Bacillus licheniformis, preferiblemente el Bacillus licheniformis
descrito en la patente estadounidense n°: 6 284 524.

[0150] Las pectato liasas disponibles comercialmente incluyen PECTAWAY ™ (Novozymes A/S).

[0151] Peroxidasas/oxidasas: las peroxidasas/oxidasas adecuadas incluyen las de origen vegetal, fungico o bacteriano.
Loa mutantes quimicamente modificados o creados genéticamente de proteina estan incluidos. Ejemplos de
peroxidasas utiles incluyen peroxidasas de Coprinus, por ejemplo, de C. cinereus, y variantes de las mismas, tal como
las descritas en la WO 93/24618, WO 95/10602, y WO 98/15257.

[0152] Las peroxidasas disponibles comercialmente incluyen GUARDZYME™ (Novozymes A/S, Dinamarca).

[0153] La enzima o enzimas de detergente pueden estar incluidas en una composiciéon de detergente por adicion de
aditivos separados que contienen una o mas enzimas, o por adicién de un aditivo combinado que comprenda todas
estas enzimas. Un aditivo de detergente de la invencion, es decir un aditivo separado o un aditivo combinado, se puede
formular, por ejemplo, como un granulado, un liquido, un lodo, etc. Las formulaciones de aditivo de detergente
preferidas son granulados, en particular granulados no polvorientos, liquidos, en particular liquidos estabilizados, o
lodos.

[0154] Los granulados no polvorientos se pueden producir, por ejemplo, como se describe en la US 4 106 991 y 4 661
452 y se pueden opcionalmente revestir por métodos conocido en la técnica. Ejemplos de materiales de recubrimiento
ceroso son los productos de poli(etileno 6xido) (polietilenoglicol, PEG) con pesos molares medios de 1000 a 20 000;
nonilfenoles etoxilados que tienen de 16 a 50 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos etoxilados en los que el
alcohdlico contiene de 12 a 20 atomos de carbono y en los que hay de 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; alcoholes
grasos; acidos grasos y mono-, di- y triglicéridos de acidos grasos. Ejemplos de materiales de recubrimiento que forman
peliculas adecuados para su aplicacion mediante técnicas de lecho fluidificado se dan en la GB 1483591. Las
preparaciones enzimaticas liquidas pueden estabilizarse, por ejemplo, afadiendo un poliol, tal como propilenoglicol, un
azucar o alcohol de azucar, acido lactico o acido boérico, segun métodos establecidos. Las enzimas protegidas se
pueden preparar segun el método descrito en la EP 238 216.

[0155] La composicion de detergente de la invencion puede ser de cualquier forma conveniente, por ejemplo, una barra,
una tableta, un polvo, un granulo, una pasta o un liquido. Un detergente liquido puede ser acuoso, conteniendo
normalmente hasta 70% de agua y 0-30% de solvente organico, o no acuoso.

[0156] La composicion de detergente comprende uno o mas surfactantes, que pueden ser no iénicos, incluyendo
semipolares y/o anidnicos y/o catidnicos y/o zwitterionicos. Los surfactantes estan presentes tipicamente en un nivel de
0,1% a 60% en peso.

[0157] Cuando esta incluido, el detergente contendra normalmente de aproximadamente 1% a aproximadamente 40%
de un surfactante aniénico, tal como alquilbencenosulfonato lineal, alfa-olefinsulfonato, sulfato de alquilo (sulfato de
alcohol graso), alcohol etoxisulfato, alcanosulfonato secundario, éster metilico de acido graso alfa-sulfo, acido alquilo- o
alquenilsuccinico o jabon.

[0158] Cuando esta incluido, el detergente contendra normalmente de aproximadamente 0,2% a aproximadamente 40%
de un surfactante no idénico, tal como alcohol etoxilato, nonilfenol etoxilato, alquilpoliglicésido, o6xido de
alquildimetilamina, monoetanolamida de acido graso etoxilado, monoetanolamida de acido graso, amida de acido graso
de polihidroxi alquilo o derivados de N-acilo N-alquilo de glucosamina ("glucamidas").
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[0159] EI detergente puede contener 0-65% de un constructor de detergente o agente complejante tal como zeolita,
difosfato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, &cido nitrilotriacético, &acido etilenodiaminatetraacético, acido
dietilenotriaminopentaacético, acido alquilo o alquenilsuccinico, silicatos solubles o silicatos estratificados (p. ej., SKS-6
de Hoechst).

[0160] El detergente puede comprender uno o mas polimeros. Ejemplos son carboximetilcelulosa, poli(vinilpirrolidona),
poli(etileno glicol), poli(vinil alcohol), poli(vinilpiridina-N-6xido), poli(vinilimidazol), policarboxilatos tales como
poliacrilatos, copolimeros de acido maléico/acrilico y copolimeros lauril metacrilato/acido acrilico.

[0161] El detergente puede contener un sistema blanqueante que puede comprender una fuente de H,O,, tal como
perborato o percarbonato, que se puede combinar con un activador blanqueante formador de peracido, tal como
tetraacetiletiienodiamina o nonanoiloxibencenosulfonato. Alternativamente, el sistema blanqueante puede comprender
peroxiacidos, por ejemplo, de tipo amida, imida o sulfona.

[0162] La enzima o enzimas de la composicion de detergente de la invenciéon se pueden estabilizar utilizando agentes
estabilizantes convencionales, por ejemplo, un poliol tal como propilenoglicol o glicerol, un azucar o alcohol de azucar,
acido lactico, acido bérico, o un derivado de acido borico, por ejemplo, un éster de borato aromatico, o un derivado de
acido fenilborénico tal como acido 4-formilfenil borénico, y la composicion se puede formular como se describe en, por
ejemplo, la WO 92/19709 y WO 92/19708.

[0163] El detergente también puede contener otros ingredientes detergentes convencionales, tal como por ejemplo
acondicionadores de tejidos, que incluyen arcillas, potenciadores de espuma, supresores de espuma, agentes
anticorrosivos, agentes de supresion de suciedad, agentes de redeposicion de la suciedad, tintes, bactericidas,
blanqueadores 6pticos, hidrotropos, inhibidores de la decoloracién o perfumes.

[0164] Actualmente se tiene en cuenta que en las composiciones de detergente se puede afiadir cualquier enzima, en
particular la enzima de la invencion, en una cantidad correspondiente a 0,01-100 mg de proteina enzimatica por litro de
solucion de lavado, preferiblemente 0,05-5 mg de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado, en particular 0,1-1
mg de proteina enzimatica por litro de solucién de lavado.

[0165] La enzima de la invencidn se puede incorporar ademas a las formulaciones de detergentes descritas en la WO
97/07202.

Lavavajillas
[0166] Un ejemplo de una composicion de lavavajillas de la invencion que incluye una alfa-amilasa de la invencién y
preferiblemente al menos una proteasa, especialmente una proteasa de Bacillus, tal como SAVINASE™, se puede

encontrar mas adelante.

1) Composicién de lavavajillas automatico en polvo

[0167]
Surfactante no i6nico 0,4 -2,5%
Metasilicato de sodio 0 -20%
Disilicato de sodio 3 -20%
Trifosfato de sodio 20 -40%
Carbonato de sodio 0 -20%
Perborato de sodio 2 -9%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED)|1 -4%
Sulfato de sodio 5 -33%
Enzimas 0,0001 -0,1%

2) Composicion de lavavaijillas automatico en polvo

[0168]

Surfactante no iénico (p. ej., alcohol etoxilato) 1-2%
Disilicato de sodio 2 -30%
Carbonato de sodio 10 -50%
Fosfonato de sodio 0 -5%
Dihidrato de citrato trisddico 9 -30%
IAcetato de nitrilotrisodio (NTA) 0 -20%
Monohidrato de perborato sédico 5 -10%
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Tetraacetiletilenodiamina (TAED)

1-2%

Polimero de poliacrilato (p. ej., copolimero de acido maléico/ &cido acrilico)

6 -25%

Enzimas 0.0001 -0,1%
Perfume 0,1-0,5%
IAgua 5-10

3) Composicion de lavavaijillas automatico en polvo

5  [0169]

Surfactante no iénico 0,5-2,0%
Disilicato de sodio 25 -40%
Citrato de sodio 30 -55%
Carbonato de sodio 0-29%
Bicarbonato de sodio 0 -20%
Monohidrato de perborato sédico 0-15%
Tetraacetiletiienodiamina (TAED) 0-6%
Copolimero de acido maléico/acido acrilico | 0 -5%
Arcilla 1-3%
Acidos poliaminicos 0-20%
Poliacrilato de sodio 0-8%

Enzimas

0,0001 -0,1%

4) Composicion de lavavajillas automatico en polvo

10
[0170]

[0171]

Surfactante no iénico 1-2%
Zeolita MAP 1 5-42%
Disilicato de sodio 30-34%
Citrato de sodio 0-12%
Carbonato de sodio 0-20%
Monohidrato de perborato sédico 7-15%
Tetraacetiletilienodiamina (TAED) 0-3%
Polimero 0-4%
Copolimero de acido maléico/acido acrilico | 0-5%
Fosfonato organico 0-4%
Arcilla 1-2%
Enzimas 0,0001 -0,1%
Sulfato de sodio Equilibrio
15 5) Composicion de lavavaijillas automatico en polvo
Surfactante no iénico 1-7%
Disilicato de sodio 18-30%
Citrato de trisodio 10-24%
Carbonato de sodio 12-20%
Monopersulfato (2 KHSO5.KHS04.K2 SO4) 15-21%
Estabilizador de blanqueador 0,1-2%
Copolimero de acido maléico/acido acrilico 0-6%
Pentaacetato de dietilentriamina, sal de pentasodio | 0-2,5%
Enzimas 0,0001-0,1%
Sulfato de sodio, agua Equilibrio

20

6) Composicion de lavavajillas en polvo y liquido con sistema surfactante de limpieza

[0172]
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Surfactante no iénico 0-1,5%
Octadecil dimetilamina N-6xido dihidrato 0-5%
80:20 en peso mezcla C18/C16 de octadecil dimetilamina N-6xido dihidrato y hexadecildimetilamina N-6xido|0-4%
dihidrato
70:30 en peso mezcla C18/C16 de octadecil bis (hidroxietilamina N-6xido anhidro y hexadecilo bis|0-5%
(hidroxietil)amina N-6xido anhidro
Etoxisulfato de alquilo C13-C15 con un grado medio de etoxilaciéon de 3 0-10%
Etoxisulfato de alquilo C12-C15 con un grado medio de etoxilacion de 3 0-5%
IAlcohol etoxilado C43-C15 con un grado medio de etoxilacion de 12 0-5%
Una mezcla de alcoholes etoxilados C12-C15 con un grado medio de etoxilacion de 9 0-6,5%
Una mezcla de alcoholes etoxilados C13-C15 con un grado medio de etoxilacion de 30 0-4%
Disilicato de sodio 0-33%
Tripolifosfato de sodio 0-46%
Citrato sodico 0-28%
Acido citrico 0-29%
Carbonato de sodio 0-20%
Monohidrato de perborato sédico 0-11,5%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 0-4%
Copolimero de acido maléico/acido acrilico 0-7,5%
Sulfato de sodio 0-12,5%
Enzimas 0,0001-
0,1%

7) Composicion de lavavaijillas automatico liquido no acuoso
[0173]

Surfactante no idnico liquido (p. ej., alcohol etoxilatos) 2,0-10,0%

Silicato de metal alcalino 3,0-15,0%

Fosfato de metal alcalino 20,0-40,0%

Portador liquido seleccionado de glicoles, poliglicoles, polioxidos, glicoléteres mas altos25,0-45,0%

Estabilizador (p. ej., un éster parcial de acido fosforico y un alcanol C16-C1s) 0,5-7,0%

Supresor de espuma (p. €j., silicona) 0-1,5%

Enzimas 0,0001-0,1%

8) Composicion de lavavaijillas liquido no acuoso

[0174]
Surfactante no idnico liquido (p. ej. alcohol etoxilatos) 2,0-10,0%
Silicato sddico 3,0-15,0%
Carbonato de metal alcalino 7,0-20,0%
Citrato sodico 0,0-1,5%

bajo peso molecular)

Sistema estabilizante (p. ej., mezclas de silicona finamente dividida y éteres de dialquil poliglicol de|0,5-7,0%

Polimero de poliacrilato de bajo peso de molécula 5,0-15,0%
Espesante de gel de arcilla (p. ej., bentonita) 0,0-10,0%
Polimero de hidroxipropilcelulosa 0,0-0,6%
Enzimas 0,0001-0,1%
Portador liquido seleccionado de licoles, poliglicoles, polioxidos y de éteres de glicol mas altos Equilibrio

9) Composicion de lavavaijillas automatico liquido tixotrépico

[0175]
Acido graso C12-C14 0-0,5%
Surfactante de copolimero de bloque 1,5-15,0%
Citrato sodico 0-12%
Tripolifosfato de sodio 0-15%
Carbonato de sodio 0-8%
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Tristearato de aluminio 0-0,1%
Sulfonato de cumeno sédico 0-1,7%
Espesante de poliacrilato 1,32-2,5%
Poliacrilato de sodio 2,4-6,0%
Acido bérico 0-4,0%
Formiato sédico 0-0,45%
Formiato de calcio 0-0,2%
N-decidifenil éxido disulfonato de sodio 0-4,0%
Monoetanolamina (MEA) 0-1,86%
Hidroxido sodico (50%) 1,9-9,3%
1,2-Propanodiol 0-9,4%
Enzimas 0,0001-0,1%
Supresor de espuma, tinte, perfumes, agua | Equilibrio

10) Composicion de lavavajillas automatico liquido

[0176]
Alcohol etoxilato 0-20%
Sulfonato de éster de acido graso 0-30%
Dodecilsulfato sédico 0-20%
Poliglucosida de alquilo 0-21%
Acido oleico 0-10%
Monohidrato de disilicato de sodio 18-33%
Dihidrato de citrato sédico 18-33%
Estearato de sodio 0-2,5%
Monohidrato de perborato sédico 0-13%
Tetraacetiletilienodiamina (TAED) 0-8%
Copolimero de acido maléico/acido acrilico | 4-8%
Enzimas 0,0001-0,1%

11) Composicién de lavavajillas automatico liquido que contiene particulas blanqueantes protegidas

[0177]
Silicato sédico 5-10%
Pirofosfato de tetrapotasio 15-25%
Trifosfato de sodio 0-2%
Carbonato potasico 4-8%

Particulas blanqueadoras protegida, por ejemplo, clorina | 5-10%

Espesante polimérico 0,7-1,5%
Hidroxido potasico 0-2%
Enzimas 0,0001-0,1%
Agua Equilibrio

11) Composiciones de lavavajillas automatico segun se describen en los puntos 1), 2), 3), 4), 6) y 10), donde el
perborato se sustituye por percarbonato.

12) Composiciones de lavavajillas automatico segun se describen en los puntos 1) - 6) que contienen ademas un
catalizador de manganeso. El catalizador de manganeso puede, por ejemplo, ser uno de los compuestos descritos en,
"Efficient manganese catalysts for low-temperature bleaching", Nature 369, 1994, pags. 637-639.

[0178] Productos a base de masa

[0179] Una alfa-amilasa de la invenciéon se puede utilizar para la preparar un producto comestible a base de masa. En
una forma de realizacion preferida, una alfa-amilasa de la invencion se agrega en una cantidad de 0,01 a 10 mg/kg de
harina, preferiblemente 0,5 a 5 mg/kg de harina, especialmente 0,1 a 3 mg/kg de harina. La masa comprende
generalmente harina (particularmente harina de trigo) y agua. La masa se leuda, por ejemplo, afiadiendo agentes de
leudado quimico o levadura, normalmente Saccharomyces cerevisiae (levadura de panadero).
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[0180] El producto a base de masa esta hecho por leudado y calentamiento de la masa, por ejemplo, por horneado o
vaporizacién. Ejemplos son el pan horneado o vaporizado (en particular, pan blanco, integral o de centeno), tipicamente
en forma de hogazas o barras.

[0181] La masa puede comprender una o mas enzimas adicionales, por ejemplo, una segunda amilasa (p. €j., una alfa-
amilasa maltogénica), una glucanotransferasa de ciclodextrina, una proteasa o peptidasa, en particular una
exopeptidasa, una ftransglutaminasa, una lipasa, una fosfolipasa, una celulasa, una hemicelulasa (p. ej., una
pentosanasa o xilanasa), una glicosiltransferasa, un enzima de ramificacion (enzima de ramificacion 1,4-alfa-glucano) o
una oxidasa tal como glucosa-oxidasa o una oxidasa con actividad mas alta en la maltosa que en la glucosa.

Masa

[0182] La masa se leuda, por ejemplo, afiadiendo agentes de leudado quimico o levadura, normalmente Saccharomyces
cerevisiae (levadura de panadero).

[0183] La masa generalmente comprende sémola, harina o fécula tal como sémola de trigo, harina de trigo, harina de
maiz, fécula de maiz, sémola de centeno, harina de centeno, sémola de avena, harina de avena, sémola de sorgo,
harina de sorgo, harina de arroz, sémola de patata, harina de patata o fécula de patata.

[0184] La masa, puede ser fresca, congelada o pre-cocinada.
[0185] La masa puede ser una masa laminada.

[0186] La masa también puede comprender otros ingredientes de masa convencionales, por ejemplo: proteinas, tal
como leche en polvo y gluten; huevos (ya sean huevos enteros, yemas de huevo o claras de huevo); un oxidante tal
como acido ascorbico, bromato de potasio, yodato de potasio, azodicarbonamida (ADA) o persulfato de amonio; un
aminoacido tal como L-cisteina; un azucar; una sal tal como cloruro sdédico, acetato de calcio, sulfato de sodio o sulfato
de calcio. La masa puede comprender grasa (triglicéridos) tal como manteca o grasa granulada.

[0187] La masa puede comprender ademas un emulsionante, tal como mono- o diglicéridos, ésteres de acido diacetil
tartarico de mono- o diglicéridos, ésteres de azucar de acidos grasos, ésteres de poliglicerol de acidos grasos, ésteres
de acido lactico de monoglicéridos, ésteres de acido acético de monoglicéridos, estearatos de polioxietileno o
lisolecitina.

Producto comestible

[0188] El proceso de la invencién se usa para preparar un producto comestible mediante el leudado de la masa y su
calentamiento, por ejemplo, por horneado o vaporizacion. El producto puede ser de caracter blando o crujiente, ya sea
de tipo blanco, claro u oscuro. Son ejemplos el pan vaporizado u horneado (en particular, el pan blanco, de centeno o
integral), tipicamente en forma de hogazas o barras, pan tipo baguette francesa, pan de pita, tortillas, pasteles,
panqueques, pastas, galletas, masas de pastel, pan crujiente, pan al vapor, pizza y similares.

Enzima adicional opcional
[0189] Una alfa-amilasa de la invencién puede usarse opcionalmente junto con una o mas enzimas adicionales.

[0190] La enzima adicional puede ser una enzima lipolitica, particularmente actividad de fosfolipasa, galactoilipasa y/o
triacilglicerol lipasa, por ejemplo, como se describe en la WO 9953769, WO 0032758, WO 0200852 o WO 2002066622.

[0191] Ademas, la enzima adicional puede ser una segunda amilasa, una glucanotransferasa de ciclodextrina, una
proteasa o peptidasa, en particular una exopeptidasa, una transglutaminasa, una lipasa, una fosfolipasa, una celulasa,
una hemicelulasa, una glicosiltransferasa, un enzima de ramificacién (1,4-alfa-glucano enzima de ramificaciéon) o una
oxidorreductasa. La enzima adicional puede ser de origen mamifero, vegetal o microbiano (bacteriano, de levadura o
fungico).

[0192] La segunda amilasa puede ser de un hongo, bacteria o planta. Puede ser una alfa-amilasa maltogénica (EC
3.2.1.133), por ejemplo de B. stearothermophilus, una alfa-amilasa, por ejemplo de Bacillus, particularmente B.
licheniformis o B. amyloliquefaciens, una beta-amilasa, por ejemplo de fuentes vegetales (p. ej. soja) o microbianas (p.
ej. Bacillus), una glucoamilasa, por ejemplo de A. niger, o una alfa-amilasa fungica, por ejemplo de A. oryzae.

[0193] La hemicelulasa puede ser una pentosanasa, por ejemplo una xilanasa que puede ser de origen microbiano, por
ejemplo derivada de una bacteria u hongo, tal como una cepa de Aspergillus, en particular de A. aculeatus, A. niger, A.
awamori o A. tubigensis, de una cepa de Trichoderma, por ejemplo, T. reesei, o de una cepa de Humicola, por ejemplo,
H. insolens, o de Bacillus, por ejemplo, B. subtilis.

[0194] La proteasa puede ser de Bacillus, por ejemplo B. amyloliquefaciens.
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[0195] La oxidorreductasa puede ser una glucosa oxidasa, una hexosa oxidasa, una lipoxigenasa, una peroxidasa o una
lacasa.

Aditivo de mejora de la masa y/o el pan

[0196] Se puede proporcionar una alfa-amilasa de la invenciéon como aditivo de mejora de una masa y/o de un pan en
forma de granulado o polvo aglomerado. El aditivo de mejora de una masa y/o de un pan puede tener preferiblemente
en particular una distribucion del tamafio de las particulas estrecha con mas del 95% (en peso) de las particulas en el
rango de 25 a 500 ym.

[0197] Los granulados y los polvos aglomerados se pueden preparar por métodos convencionales, por ejemplo,
pulverizando la amilasa sobre un portador en un granulador de lecho fluidizado. El portador puede consistir en nucleos
de particulas con un tamafio de particula adecuado. El portador puede ser soluble o insoluble, por ejemplo, una sal (tal
como NaCl o sulfato de sodio), un azucar (tal como sacarosa o lactosa), un alcohol de azucar (tal como sorbitol),
almidon, arroz, sémola de maiz o soja.

Composicion que incluye una alfa-amilasa de la invencion

[0198] La presente invencién se describe con mas detalle por los siguientes ejemplos que no deberian interpretarse
como limitacién del ambito de la invencién.

[0199] En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion que incluye una alfa-amilasa de la invencion. En una
forma de realizacion, la composicién de la invencion comprende ademas una o mas enzimas seleccionadas del grupo
que consiste en una celulasa, tal como una endoglucanasa, una lipasa, una cutinasa, una oxidorreductasa, una
proteasa, ofra amilasa, una hemicelulasa, tal como una mananasa, una xilanasa, una galactanasa, una
arabinofuranosidasa, una esterasa, una liquenasa, unas arabinanasa, una pectato liasa y una mezcla de las mismas. La
enzima especifica puede ser cualquiera de las mencionadas anteriormente.

Uso de una alfa-amilasa de la invencion

[0200] Finalmente, la invencion también se refiere al uso de una alfa-amilasa de la invencion. En la forma de realizaciéon
preferida, la invencion se refiere al uso de una alfa-amilasa de la invencidon o composicién de la invencién para tratar
tejidos, telas, hilos o prendas, especialmente para desencolar tejidos, telas, hilos o prendas. Una alfa-amilasa de la
invencion también se puede usar en masas, tal como para mejorar la elasticidad de la miga de pan de un producto
horneado o para mejorar la firmeza de la miga de pan de un producto horneado o para mejorar la blandura de la miga
de pan de un producto horneado o para mejorar la humedad de un producto horneado. Una alfa-amilasa de la invencion
también se puede usar en una composicion de detergente, en particular una composicién de detergente para ropa y una
composicion de detergente lavavajillas.

[0201] Una alfa-amilasa de la invencion también se puede usar para licuefaccion de almidén o en un proceso de
produccién de etanol.

Material y métodos:

[0202] Los productos quimicos utilizados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad
reactiva.

Materiales:
Enzimas:

[0203] Alfa-amilasa maltogénica derivada de la cepa NCIB 11837 de B. stearothermophilus descrita en la EP 120 693
(disponible de Novozymes A/S, Dinamarca).

[0204] Xilanasa Il derivada de CBS 101.43 de Asperqgillus aculeatus descrita como Xyl Il en WO 94/21785 (disponible de
Novozymes A/S, Dinamarca).

Ingredientes:
[0205]
Emulsionante: SSL - sodio stearoil-2-lactulato - Palsgaard 3426

Fortalecedores de masa: ADA - azodicarbonamida - SIGMA
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Métodos generales de biologia molecular:

[0206] A menos que se especifique de otra manera, las manipulaciones de DNA vy las transformaciones se realizaron
usando métodos estandar de biologia molecular (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd
Ed., Cold Spring Harbor, 1989; Ausubel et al. (1995); Harwood and Cutting (1990)).

Fermentacion de alfa-amilasas

[0207] La fermentacién se puede realizar por métodos bien conocidos en la técnica o de la siguiente manera.

[0208] Una cepa de B. subtilis que contiene el plasmido de expresion pertinente se estria en una placa de LB-agar con
10 micro g/ml de canamicina de caldo a -80°C y se cultiva durante toda la noche a 37°C.

[0209] Las colonias se transfieren a 100 ml de medios BPX suplementados con 10 micro g/ml de canamicina en un
matraz de agitacion de 500 ml.

Composiciéon de medio BPX:

[0210]
Almiddn de patata 100 g/l
Harina de cebada 50 g/l
BAN 5000 SKB 0,1 g/l
Caseinato sadico 10 g/l
Harina de soja 20 g/l
NazHPO4, 12H,0 9 g/l
Pluronic™ 0,1 g/l

[0211] El cultivo se agita a 37°C a 270 r.p.m. durante 5 dias.

[0212] Las células y el detrito celular se retiran del caldo de fermentacion por centrifugado a 4500 r.p.m. en 20-25
minutos. Después, el sobrenadante se filtra para obtener una solucién completamente clara. El filtrado se concentra y se
lava en un filiro UF (membrana de corte de 10 000) y el tampdn se cambia a 20mM de acetato pH 5,5. El filirado UF se
aplica en una S-sefarosa F.F. y la elucion se realiza por elucién de paso con 0,2M de NaCl en el mismo tampén. El
eluato se dializa contra 10mM de Tris, pH 9,0 y se aplica en una Q-sefarosa F.F. y se eluye con un gradiente lineal de 0-
0,3M de NaCl sobre 6 volimenes de columna. Las fracciones, que contienen la actividad (medida por el ensayo
Phadebas) se agrupan, se ajusto el pH a pH 7,5 y el color restante se elimind por un tratamiento con 0,5% Wi/vol. de
carbon activo en 5 minutos.

Determinacion de la actividad de alfa-amilasa
1. Ensayo de PHADEBAS®

[0213] La actividad de alfa-amilasa se determina por un método que emplea tabletas de PHADEBAS® como sustrato.
Las tabletas de PHADEBAS (PHADEBAS® Amylase Test, suministrado por Pharmacia Diagnostic) contienen un
polimero de almidén de color azul insoluble entrecruzado que se ha mezclado con albumina de suero bovino y una
sustancia de tampdn y se ha transformado en tabletas.

[0214] Para cada medicion se suspende una tableta en un tubo que contiene 5 ml 50 mM de tampdn Britton-Robinson
(50 mM de acido acético, 50 mM de acido fosférico, 50 mM de acido bérico, 0,1 mM de CaCl,, pH ajustado al valor de
interés con NaOH). La prueba se realiza en un bafio maria a la temperatura de interés. La alfa-amilasa que se va a
evaluar se diluye en x ml de 50 mM de tampon Britton-Robinson. Se afiade 1 ml de esta solucion de alfa-amilasa a los 5
ml 50 mM de tampon Britton-Robinson. El almidén es hidrolizado por la alfa-amilasa, dando fragmentos azules solubles.
La absorbancia de la solucién azul resultante, medida espectrofotométricamente a 620 nm, es una funcién de la
actividad de alfa-amilasa.

[0215] Es importante que la absorbancia de 620 nm medida después 10 o 15 minutos de incubacion (tiempo de prueba)
esté en el rango de 0,2 a 2,0 unidades de absorbancia a 620 nm. En este rango de absorbancia hay linealidad entre la
actividad y la absorbancia (ley de Lambert-Beer). La dilucién de la enzima debe por lo tanto ajustarse para cumplir este
criterio. Bajo un conjunto especifico de condiciones (temp., pH, tiempo de reaccién, condiciones de tampoén) 1 mg de
una alfa-amilasa dada hidrolizara una cantidad determinada de sustrato y se producira un color azul. La intensidad del
color se mide a 620 nm. La absorbancia medida es directamente proporcional a la actividad especifica (actividad/mg de
proteina de alfa-amilasa pura) de la alfa-amilasa en cuestion bajo el conjunto de condiciones dado.

2. Método alternativo (ensayo PNP-G7)
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[0216] La actividad de alfa-amilasa se determina por un método que utiliza el sustrato PNP-G7. PNP-G7, que es una
abreviatura de p-nitrofenil-alfa,D-maltoheptadsido, es un oligosacarido bloqueado que puede ser dividido por una
endoamilasa. Después de la escision, la alfa-glucosidasa incluida en el kit asimila el sustrato para liberar una molécula
de PNP libre que tiene un color amarillo y, de este modo, se puede medir por espectofometria visible en
lambda=405nm. (400-420 nm.). Los kits que contienen el substrato PNP-G7 y alfa-glucosidasa son fabricados por
Boehringer-Mannheim (n° de catalogo: 1054635).

[0217] Para preparar el sustrato, se afiade una botella de sustrato (BM 1442309) a 5 ml de tampdn (BM1442309). Para
preparar la alfa-glucosidasa, se afiade una botella de alfa-glucosidasa (BM 1462309) a 45 ml de tampén (BM1442309).
La solucion de trabajo se hace mediante la mezcla de 5 ml de solucién de alfa-glucosidasa con 0,5 ml de sustrato.

[0218] El ensayo se realiza por transformacion de 20 micro 1 de solucién enzimatica en una placa de microtitulaciéon de
96 pocillos e incubacién a 25°C. Se afiaden 200 micro 1 de solucién de trabajo, 25°C. La solucion se mezcla y se
preincuba 1 minuto y se mide la absorcidon cada 15 seg. durante 3 minutos a OD 405 nm.

[0219] La pendiente de la curva de absorciéon en funcién del tiempo es directamente proporcional a la actividad
especifica (actividad por mg de enzima) de la alfa-amilasa en cuestion bajo el conjunto de condiciones dado.

Determinacion de la actividad de cutinasa (LU)

[0220] La actividad de cutinasa se determina como actividad lipolitica determinada utilizando tributirina como sustrato.
Este método se basé en la hidrdlisis de tributirina por la enzima, y el consumo de alcali se registra como una funcién de
tiempo. Una unidad de lipasa (LU) se define como la cantidad de enzima que, bajo condiciones estandar (es decir, a
30°C; pH 7; con goma arabica como emulsionante y tributirina como sustrato) libera 1 micro mol de acido butirico
titulable por minuto. Un folleto AF 95/5 que describe este método analitico con mas detalle se encuentra disponible bajo
pedido a Novozymes A/S, Dinamarca.

Determinacion de la actividad xilanolitica (FXU)

[0221] La actividad xilanolitica se puede expresar en unidades FXU, determinadas a pH 6,0 con remazol-xilano (4-O
metil-D-glucurono-D-xilano tefiido con Remazol azul brillante R, Fluka) como sustrato.

[0222] Una muestra de xilanasa se incuba con el sustrato de remazol-xilano. El fondo del sustrato teflido no-degradado
se precipita por etanol. El color azul restante en el sobrenadante (como determinado espectrofotométricamente a 585
nm) es proporcional a la actividad de xilanasa, y las unidades de xilanasa se determinan luego con respecto a una
enzima estandar en condiciones de reaccion estandar, es decir, a 50,0°C, pH 6,0 y 30 minutos de tiempo de reaccion.

[0223] Un folleto EB-SM-352,02/01 que describe este método analitico con mas detalle se encuentra disponible bajo
pedido a Novozymes A/S, Dinamarca.

Determinacion de la actividad celulitica (EGU)

[0224] La actividad celulitica se puede medir en las unidades de endoglucanasa (EGU), determinadas a pH 6,0 con
carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato. Se prepara una solucion de sustrato, que contiene 34,0 g/l CMC (Hercules 7
LFD) en 0,1 M de tampodn de fosfato a pH 6,0. La muestra enzimatica que se va a analizar se disuelve en el mismo
tampoén. Se mezclan 5 ml de solucién de sustrato y 0,15 ml de solucién enzimatica y se transfieren a un viscosimetro por
vibracioén (p. ej., MIVI 3000 de Sofraser, Francia), con termostato a 40°C durante 30 minutos. Una EGU se define como
la cantidad de enzima que reduce la viscosidad a la mitad bajo estas condiciones. La cantidad de muestra de enzima
deberia ajustarse para proporcionar 0,01-0,02 EGU/mI en la mezcla reactiva. El arco estandar se define como 880
EGU/g.

[0225] Un folleto EB-SM-0275.02/01 que describe este método analitico con mas detalle se encuentra disponible bajo
pedido a Novozymes A/S, Dinamarca.

Determinacion de la actividad de amilasa maltogénica (MANU)

[0226] Una MANU (novo unidad de amilasa maltogénica) se puede definir como la cantidad de enzima requerida para la
liberacion de un omol de maltosa por minuto en una concentracién de 10 mg de sustrato de maltotriosa (Sigma M 8378)
por ml de 0,1 M de tampdn de citrato, pH 5,0 a 37 oC durante 30 minutos.

Método de esponja y masa

Procedimiento de esponja y masa:

Receta
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Esponja

% sobre la base de harina

Aceite de soja 2,5

Estearoil-2-lactilato de sodio 0,38

Levadura 5

Harina de trigo 60

Agua 62

Masa % sobre la base de harina

Acido ascorbico se debe optimizar para cada harina
Azodicarbonamida 20 ppm

Sal 2

Jarabe 7 (sustancia seca)

Agua se debe optimizar para cada harina
Harina de trigo 40

Propionato de calcio + enzimas 0,25

Esponja
[0228] Pesado de ingredientes, adicion de levadura, agua, harina, SSL y aceite en el bol mezclador. Mezcla a 90 r.p.m.
durante 1 minuto, 150 r.p.m. durante 4 minutos. La esponja se pondera, la temperatura se mide y la esponja se coloca
en un bol ~ fermentacion 3 horas a 27°C, 86% RH.
Masa
[0229] Adicion de ingredientes y de la esponja en el bol mezclador. La esponja y los ingredientes se mezclan juntos a 90
r.p.m. durante 9 minutos. Se mide la temperatura, se evallan las caracteristicas de la masa, se pesa la masa en
pequefias piezas de 435 g cada una. La masa reposa sobre la mesa durante 10 minutos. La masa se lamina y se
moldea. Fermentacion durante 55 minutos a 42° C y 86% RH. Se hornea el pan a 200°C durante 22 minutos.
Afinidad de dominio de union
[0230] La adsorcion del dominio de union al almidéon (SBD) sobre el almidon granulado se determina mediante la
incubacion de cantidades en aumento de SBD (0-3 mg/ml) con almidéon de maiz granulado (10 mg/ml) en 5 mM de
acetato sédico, pH 3,6 a 4°C durante 16 horas, esencialmente como se describe en Belshaw & Williamson, FEBS Lett.
1990 Sep 3;269(2):350-3. La reaccion se termina por centrifugado y la concentracién de proteina en el sobrenadante se
determina y se sustrae posteriormente de la proteina para dar la cantidad de proteina ligada al almidon.
Método general para mutagénesis aleatoria usando el programa DOPE
[0231] La mutagénesis aleatoria se puede llevar a cabo por los siguientes pasos:

1. Seleccionar las regiones de interés para su modificaciéon en la enzima progenitora.

2. Elegir los sitios de mutacion y los sitios no mutados en la region seleccionada.

3. Elegir qué especie de mutaciones deberian llevarse a cabo, por ejemplo, con respecto a la estabilidad
deseada y/o al rendimiento de la variante que se va a construir.

4. Seleccionar las mutaciones estructuralmente razonables.

5. Ajustar los residuos seleccionados por el paso 3 con respecto al paso 4.

6. Analizar usando un algoritmo DOPE adecuado la distribucién de nucleétidos.

7. Si es necesario, ajustar los residuos deseados a la realidad del codigo genético, por ejemplo, teniendo en
cuenta las limitaciones derivadas del codigo genético, por ejemplo, para evitar la introducciéon de codones de
parada; el experto en la materia sera consciente de que algunas combinaciones de codén no se pueden usar
en la practica y tendran que ser adaptadas.

8. Hacer cebadores.

9. Realizar la mutagénesis aleatoria usando los cebadores.
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10. Seleccionar las variantes de alfa-amilasa resultantes mediante la deteccién de las propiedades mejoradas
deseadas.

Algoritmo dope

[0232] Algoritmos dope adecuados para su uso en el paso 6 son bien conocidos en la técnica. Tal algoritmo es descrito
por Tomandl, D. et al., 1997, Journal of Computer-Aided Molecular Design 11:29-38. Otro algoritmo es DOPE (Jensen,
LJ, Andersen, KV, Svendsen, A, and Kretzschmar, T (1998) Nucleic Acids Research 26:697-702).

Ensayos de seleccion de filtro

[0233] El ensayo puede utilizarse para la seleccion de variantes que tienen una estabilidad mejorada en un pH alto en
comparacion con las variantes de enzima progenitora y de alfa-amilasa que tienen una estabilidad mejorada en pH alto
y a temperaturas medias en comparacién con la enzima progenitora que depende de la configuracion de la temperatura
de seleccion.

Ensayo de filtro a alto pH

[0234] Las bibliotecas de Bacillus se colocan en placas en un sandwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher &
Schuell, Dassel, Alemania) - y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) en placas
de agar TY con 10 micro g/ml de canamicina a 37°C durante al menos 21 horas. La capa de acetato de celulosa se
encuentra en la placa de agar TY.

[0235] Cada sandwich de filtro se marca especificamente con una aguja después de la colocacioén en placas, pero antes
de la incubacion, con el objetivo de poder localizar las variantes positivas en el filtro, y el filtro de nitrocelulosa con
variantes ligadas se transfiere a un recipiente con tampén de glicina-NaOH, pH 8,6-10,6 y se incuba a temperatura
ambiente (se puede alterar de 10°-60°C) durante 15 min. Los filiros de acetato de celulosa con colonias se almacenan
en las placas TY a temperatura ambiente hasta su uso. Tras la incubacién, la actividad residual se detecta en placas
que contiene 1% de agarosa, 0,2% de almidén en el tampén de glicina-NaOH, pH 8,6-10,6. Las placas de ensayo con
filtros de nitrocelulosa se marcan de la misma manera que el sandwich de filtro y se incuban durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después de eliminar los filtros, las placas de ensayo se manchan con 10% de solucion de Lugol.
Las variantes de degradacion de almidon se detectan como puntos blancos en el fondo azul oscuro y luego se
identifican en las placas de almacenamiento. Las variantes positivas se vuelven a seleccionar dos veces bajo las
mismas condiciones de la primera seleccion.

Ensayo de filtro a calcio bajo

[0236] La biblioteca de Bacillus se coloca en placas en un sandwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher &
Schuell, Dassel, Alemania) - y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) en placas
de agar TY con un antibiético pertinente, por ejemplo, canamicina o cloranfenicol, a 37°C durante al menos 21 horas. La
capa de acetato de celulosa se encuentra en la placa de agar TY.

[0237] Cada sandwich de filiro se marca especificamente con una aguja después de su colocacién en placas, pero
antes de la incubacion, con el objetivo de poder localizar las variantes positivas en el filtro, y el filtro de nitrocelulosa con
variantes ligadas se transfiere a un recipiente con tampén de carbonato/bicarbonato, pH 8,5-10 y con diferentes

2 3 4 5
Alfa-amilasa maltogénica 0 400 - 400 400
MANU/kg
AMY 1048 mg/kg 0 - 1 1 3
XYL Il FXU/kg 0 - - - -

concentraciones de EDTA (0,001 mM - 100 mM). Los filtros se incuban a temperatura ambiente durante 1 hora. Los
filtros de acetato de celulosa con colonias se almacenan en las placas TY a temperatura ambiente hasta su uso. Tras la
incubacion, la actividad residual se detecta en placas que contienen 1% de agarosa, 0,2% de almidén en tampén de
carbonato/bicarbonato pH 8,5-10. Las placas de ensayo con filtros de nitrocelulosa se marcan de la misma manera que
el sandwich de filtro y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la eliminacién de los filtros, las
placas de ensayo se manchan con 10% de solucién Lugol®. Las variantes de degradacion de almidon se detectan como
puntos blancos en el fondo azul oscuro y luego se identifican en las placas de almacenamiento. Las variantes positivas
se vuelven a seleccionar dos veces bajo las mismas condiciones de la primera seleccion.
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Ejemplos
Ejemplo 1:
Blandura y humedad de la miga de pan usando AMY 1048

[0238] Se horne6 pan segln el método "Esponja y masa" descrito en la seccién "MATERIALES Y METODOS". Se
dosificaron las enzimas segun la siguiente tabla:

Tabla 1: dosificaciones de enzima
Se almacend el pan a temperatura ambiente hasta su analisis.

[0239] La textura y la migracién de agua por NMR se midieron en los dias 7, 14 y 21. Se llev6 a cabo una pequeia
evaluacion sensorial de blandura y humedad el dia 21. Los resultados de las pruebas se presentan en la fig. 1y la fig. 2.

[0240] Las figuras muestran que AMY 1048 tiene un efecto significativo sobre la firmeza tanto sola como en combinacion
con la alfa-amilasa maltogénica, ademas, la elasticidad es al menos comparable o mejor que la de la alfa-amilasa
maltogénica después de 21 dias de almacenamiento.

[0241] La fig. 3 muestra el efecto de las enzimas sobre la cantidad de agua libre. La clasificacion de la pequefa
evaluacion sensorial se da en circulos junto a cada curva. La clasificaciéon maxima se da al pan mas humedo.

[0242] Los datos NMR sobre agua libre se correlacionan con la humedad percibida de la miga de pan, que se pueden
ver en la clasificacion de pan de la Tabla 2 mas adelante y también se muestran en circulos en el grafico NMR.

Tabla 2: clasificacion de la evaluacion sensorial de la humedad de la miga de pan

Pan N°: Humedad
Control 1
AMY 1048 1 mg 2

Alfa-amilasa maltogénica + AMY1048 1 mg 4
Alfa-amilasa maltogénica + AMY1048 3mg 5
Alfa-amilasa maltogénica 3

[0243] Los datos muestran que la alfa-amilasa AMY 1048 mejora la blandura y la humedad de la miga de pan sola y en
combinacién con una alfa-amilasa maltogénica.

Ejemplo 2

[0244] Se realiz6 la conversion de almidon de trigo granulado en glucosa usando una glucoamilasa (200 AGU/kg DS),
una amilasa fungica acida (50 AFAU/kg DS) y la alfa-amilasa mostrada en la SEQ ID N° 2 (100 KNU/kg DS). Se
prepardé un lodo con 33% de almidon granulado de solidos secos (DS) afiadiendo 247,5 g de almidon de trigo bajo
agitacion a 502,5 ml de agua. El pH se ajust6 con HCI a 4,5. El lodo de almidén granulado se distribuy6 en matraces de
100 ml de tapa azul con 75 g en cada matraz. Los matraces se incubaron con agitacion magnética en un bafio maria a
60°C. A las cero horas, las actividades enzimaticas se dosificaron en los matraces. Se retiraron las muestras después
de 24, 46, 70 y 90 horas.

[0245] El almidon de sodlidos secos total se determind usando el siguiente método. El almidon se hidrolizé
completamente afiadiendo una cantidad excesiva de alfa-amilasa (300 KNU/Kg de sodlidos secos) y colocando la
muestra en un bafio de aceite a 95°C durante 45 minutos. Posteriormente, las muestras se enfriaron a 60°C y se afiadié
una cantidad excesiva de glucoamilasa (600 AGU/kg DS) seguida de incubacion durante 2 horas a 60°C.

[0246] Los solidos secos solubles en el hidrolizado de almidén se determinaron por medicion del indice de refraccion en
las muestras después de la filtracion a través de un filtro de 0,22 microM. Los perfiles de azlcar se determinaron por
HPLC. La composicién de azucar de los hidrolizados de almidén se determiné por HPLC y el rendimiento de glucosa se
calculo posteriormente como DX.

[0247] Los resultados se muestran en las tablas 3 y 4.

Tabla 3. Solidos secos solubles como porcentaje de sustancia seca total. Enzimas: glucoamilasa, amilasa y alfa-amilasa
acida fungica (SEQ ID N°: 2).

24 horas 46 horas 70 horas 90 horas
Con CBD 94 1 95,2 96,9 97 1
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Tabla 4. ElI DX del hidrolizado soluble: enzimas: glucoamilasa, amilasa acida fungica y alfa-amilasa bacteriana con la
alfa-amilasa (SEQ ID N°: 2).

24 horas 46 horas 70 horas 90 horas
Con CBD 89,9 93,3 93,0 93,2

Ejemplo 3
Desencolado

[0248] Se obtuvo tela de sarga tejida de algodon (270g/m2 a) de Boras Inc, Suecia. El hilo de urdimbre de este tejido
contenia 8% de tamafio de almidéon y a base de almidon (% en peso seco/peso de tejido). La tela se cortd en
aproximadamente 65 x 25 cm x cm de muestras. Se hizo un tampén de 25 mM, pH 7,0 disolviendo 20,7 gramos de
NaHPO4 H, O (Aldrich) en 6 litros de agua desionizada y ajustando el pH con NaOH. Aproximadamente 1 mM de CaCl;
(Fisher) y 3ml de surfactante Kieralon Jet B (BASF) se adicionaron a la solucién tamponada.

[0249] La muestra de tela se sumergié en la solucién tamponada (2 litros) durante aproximadamente 30 segundos a
40°C y luego se impregné mediante una gasa para obtener una absorcién de humedad del 100%. La muestra de tela se
incubd luego en una camara de temperatura controlada a 70°C durante 1 hora. Después se lavé a 90°C por cuatro cajas
de lavado durante un total 16 minutos. La muestra de tela se secé después al aire.

[0250] Para comprobar el residuo de almidén en la tela, se cortd una muestra y se sumergioé en una solucién de yodo
durante 60 segundos a temperatura ambiente y se enjuagd en agua desionizada durante aproximadamente 10
segundos. Después de escurrir el exceso de agua de la tela, el color azul formado en la muestra de tela se comparé con
unas fotos estandar que oscilaban de 1 a 9, donde 1 indicaba color azul fuerte y 9 indicaba color blanco. El niumero
(Tegewa) asignado a la muestra tratada fue 3. La solucion de yodo se hizo por disolucién de 10 g de yodo de potasio,
Kl, en 100 ml de agua desionizada primero, luego afiadiendo 0,635 g de yodo, J, y disolviendo completamente éste

bajo agitacion, luego diluyendo con agua desionizada a 800 ml y agregando 200 ml de etanol, 96%, para mejorar la
humectacion. La solucién se almacend en una botella de vidrio marrén.

Ejemplo 4
Desencolado con AMY 1048
[0251] Se us6 la misma tela que en el ejemplo 3. La solucién tamponada con el CaCly y el surfactante se hizo
exactamente del mismo modo que en el ejemplo 3. Ademas, se afiadié 4,8mg/L de amilasa AMY1048 a la solucion. La
tela se trat6 y se evalu6 usando el mismo procedimiento que en el ejemplo 3. El niumero Tegewa fue 5, lo que indica una
eliminacion de almidéon mucho mayor de la tela tratada en este ejemplo que en el ejemplo 3.
Ejemplo 5
Desencolado con AMY 1048
[0252] Se us6 la misma tela que en el ejemplo 3. La solucién tamponada con el CaCly y el surfactante se hizo
exactamente del mismo modo que en el ejemplo 3. Ademas, se agreg6 12mg/L de amilasa Amyil 1048 a la solucion. La
tela se traté y se evalué usando el mismo procedimiento que en el ejemplo 3. El nUmero Tegewa fue 6,5, lo que indica
mucha mas eliminacién de almidén de la tela tratada en este ejemplo que en el ejemplo 4.
Listado de secuencias
[0253]
<110> Hoff, Tine Pedersen, Sven Schaefer, Thomas Andersen, Carsten Spendler, Tina Viksg-Nielsen, Anders Liu, Jiyin
<120> Polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa y polinucleétidos que codifican los mismos
<130> 10474.200-US
<160> 6
<170> Version de patentin 3,2
<210>1
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Thr Gln Tyr Lau Gln Alz Ile Gln Ala ala Lys Ser Ala Glf-Met Gln
85 80 85

val Tyx Ala Rsp Val Val Phe Asn His Lys Ala Giy Ala Asp Ser Thr
100 105 110

Giu Trp Vel Asp Ala Val Glu Val Asn Pro¢ Sex Asn Arg Asn Gln Glu
118 120 125 130

Thr Sar Gly Thr Tyr Gln Ile Gln Ala Trp Thr Lys Phe Asp Phe Pro
138 140 145

Gly Arg Gly Asn Thr Tyr.Ser Ser Phe Lys Trp Arg Trp Tyr Hie Phe
150 155 160

Asp Gly Thr Rsp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Asn Arg Ile Tyr Lys
16d 170 178

Phe Arg Gly Thr Gly Lys Ala Trp 3sp Trp Glu Vel Asp Thr Glu Asn
180 185 18¢

Gly Asn Tyr Asp Tyr Leu Met Phe Ala Asp Leu asp Mzt Asp His Pro
185 200 2905 21¢

Glu Val Val Alz Glu Leu Lys Asn Trp Gly Lys Trp Tyr Val asn Thr
218 220 225

Thr asn Val Asp Gly Phe Arg lLeu Rsp Ala Val Lys His Ile Lys Tyr
230 235 240

Sar Pha Phe Pro Asp Trp lLeu Ber Tyr Val Arg Asn Gln Thr Gly Lys
245 250 255

2sn Leu Phe 2la Val Qly Glu Phe Trp Gly Tyr Asp Val Asn Lys Leu
260 265, 270

His Asn Tyr Ile Thr Lys Thr Asn Gly Ala Met Ser Lsu Phe Asp Ala
275 280 285 280

Pro Leu His Ren Asn Phe Tyr Ile Ala Sar Lys 3Sar Ser Gly Tyr Phe
285 300 305

Bsp Met Rrg Tyr Leu Leu Asn Asn Thr Leu Met Lys Asp &ln Pre Ala
310 315 320
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa y afinidad de enlace de carbohidrato, donde dicho polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 99% de identidad con los aminoacidos 1 a 586 de SEQ
ID Ne°: 2.

2. Polinucledtido que tiene una secuencia de nucleoétidos que tiene al menos 99% de identidad con la secuencia de los
nucledtidos 100 a 1857 de SEQ ID N°: 1 y codifica para el polipéptido definido en la reivindicacion 1.

3. Constructo de acidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleétidos definida en la reivindicacion 2,
operativamente enlazada a una o mas secuencias de control que dirigen la produccion del polipéptido en un huésped
adecuado.

4. Vector de expresion recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos definido en la reivindicacion 3.

5. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de acidos nucleicos definido en la reivindicacién 3 o
vector de expresion recombinante definido en la reivindicacién 4.

6. Composicion que comprende el polipéptido segun la reivindicacién 1 y, opcionalmente, una o mas enzimas
seleccionadas del grupo que consiste en una celulasa, tal como una endoglucanasa, una lipasa, una cutinasa, una
oxidorreductasa, una proteasa, otra amilasa, una hemicelulasa, tal como una mananasa, una xilanasa, una galactanasa,
una arabinofuranosidasa, una esterasa, una liquenasa, una arabinanasa, una pectato liasa y una mezcla de las mismas.

7. Uso del polipéptido segun la reivindicacion 1 o una composicion segun la reivindicacién 6 para tratar tejidos, telas, hilo
o prendas, por ejemplo, para desencolado de tejidos, telas, hilo o prendas.

8. Uso del polipéptido segun la reivindicacion 1 en masas, por ejemplo, para mejorar la elasticidad, la consistencia, la
blandura y/o la humedad de la miga de pan de un producto de horneado.

9. Uso del polipéptido segun la reivindicacién 1 en una composicion de detergente, en particular una composicion de
detergente para lavado de ropa y una composicion de detergente para lavado de vaijilla.

10. Uso del polipéptido segun la reivindicacion 1 para licuefaccion de almidén.

11. Uso del polipéptido segun la reivindicacion 1 en la produccién de etanol.
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