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DESCRIPCION

Mutantes de alfa-amilasa

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere, entre otras cosas, a variantes nuevas de a-amilasas progenitoras tipo
Termamyl, en particular a variantes que presentan alteraciones en una o mas propiedades (con respecto a la
progenitora) que son ventajosas con respecto a las aplicaciones de las variantes, en particular, en el tratamiento del
almidoén industrial (p. ej., licuefaccién o sacarificacion del almidon).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Las a-amilasas (a-1,4-glucan-4-glucanohidrolasas, EC 3,2,1,1) constituyen un grupo de enzimas que catalizan la
hidrélisis del almidén y otros oligo y polisacaridos 1,4-glucosidicos lineales y ramificados, y existe una muy amplia
bibliografia cientifica y de patentes relativa a esta clase de enzimas muy importantes industrialmente.

[0003] Entre las descripciones mas recientes en relacién a las a-amilasas, el documento WO 96/23874 proporciona
datos estructurales de cristales tridimensionales por rayos X para una a-amilasa tipo Termamyl que consiste en 300
residuos de aminoacidos N-terminales de a-amilasa de B. amyloliquefaciens que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 4 en la presente y los aminoacidos 301-483 del extremo C. -terminal de la o-
amilasa de B. licheniformis que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 2 en la presente
(estando este ultimo disponible comercialmente con el nombre comercial Termamyl™), y que esta por tanto muy
relacionada con las a-amilasas de Bacillus industrialmente importantes (que en este contexto se incluyen dentro del
significado del término “a-amilasas tipo Termamyl”, y que incluye, entre otros, las a-amilasas de B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens y B. stearothermophilus). El documento WO 96/23874 también describe la metodologia para disefiar,
en base a un andlisis de la estructura de una a-amilasa progenitora tipo Termamyl, variantes de la a-amilasa progenitora
tipo Termamyl que presentan propiedades alteradas relativas a la progenitora.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0004] Como se ha indicado anteriormente, la presente invencién se refieren, entre otras cosas, a nuevas variantes
(mutantes) alfa-amiloliticas de una a-amilasa tipo Termamyl, en particular a variantes que presentan propiedades
alteradas que son ventajosas con respecto al tratamiento industrial del almidén (licuefaccion o sacarificacion del almidon
y similares).

[0005] Alteraciones en propiedades que se han conseguido en mutantes de la descripcidon son alteraciones en, por
ejemplo, la especifidad de sustrato, unién de sustrato, modelo de segmentacion de sustrato, termoestabilidad, pH/perfil
de actividad, pH/perfil de estabilidad [tal como estabilidad aumentada en valores de pH bajos (p. ej. pH<6, en particular
pH<5) o altos (p. ej. pH>9)], estabilidad hacia oxidacién, dependencia de Ca®", actividad especifica, y otras propiedades
de interés. Por ejemplo, la alteracion puede suponer una variante que, en comparacién con la a-amilasa progenitora tipo
Termamyl, tiene una dependencia reducida de ca® y/o un pH/perfil de actividad alterado.

[0006] La descripcion se refiere ademas, entre otras cosas, a variantes construcciones de ADN que codifican variantes
de la invencion, a métodos para preparar variantes de la invencion, y al uso de variantes de la invencion, solas o en
combinacioén con otras enzimas alfa-amiloliticas, en varios procesos industriales, por ejemplo, la licuefaccion de almidon.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La a-amilasa tipo Termamyl

[0007] Es bien conocido que varias a-amilasas producidas por Bacillus spp. son altamente homdlogas en el nivel
aminoacido. Por ejemplo, la a-amilasa de B. licheniformis que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N.° 2 (disponible comercialmente como Termamyl™) se ha descubierto que es aproximadamente un 89%
homéloga con la a-amilasa de B. amyloliquefaciens que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC
ID N.° 4 y aproximadamente un 79% homologa con la a-amilasa de B.stearothermophilus que comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 6. Otras a-amilasas homdlogas incluyen una a-amilasa derivada de una
cepa de Bacillus sp. NCIB 12289, NCIB 12512, NCIB 12513 o DSM 9375, todas ellas aparecen descritas en detalle en
el documento WO 95/26397, y la a-amilasa descrita por Tsukamoto et al., Biochemical and Biophysical Research
Communications, 151 (1988), pp. 25-31 . Otras a-amilasas homaélogas incluyen una a-amilasa producida por la cepa de
B. licheniformis descrita en el documento EP 0252666 (ATCC 27811), y las a-amilasas identificadas en los documentos
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WO 91/00353 y WO 94/18314 . Otras a-amilasas de B. licheniformis tipo Termamyl son Optitherm™ y Takatherm™
(disponibles en Solvay), Maxamyl™ (disponibles en Gist-brocades/Genencor), Spezym AA™ (disponible en Genencor),
y Keistase™ (disponible en Daiwa).

[0008] Debido a la homologia sustancial encontrada entre estas a-amilasas, se considera que pertenecen a la misma
clase de a-amilasas, concretamente a la clase de "a-amilasas tipo Termamyl".

[0009] Por tanto, en el contexto presente, el término "a-amilasa tipo Termamyl" tiene por objetivo indicar una a-amilasa
que, en el nivel de aminoacido, muestra una homologia sustancial con el Termamyl™, es decir, la a-amilasa de B.
licheniformis que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2 del presente documento. En otras
palabras, una a-amilasa tipo Termamyl es una a-amilasa que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID
N.° 2, n.° 4 o n.° 6 del presente documento, o la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 1 del documento
WO 95/26397 (dicha secuencia de aminoacidos se muestra en la Fig. 1y Fig. 2 del presente documento) o en la SEC ID
N.° 2 del documento WO 95/26397 (dicha secuencia de aminoacidos se muestra en la Fig. 2 del presente documento) o
en Tsukamoto et al., 1988, (dicha secuencia de aminoacidos se muestra en la Fig. 2 del presente documento) o i) que
muestra al menos un 60%, tal como al menos 70%, por ejemplo al menos un 75%, o al menos un 80%, por ejemplo al
menos un 85%, al menos un 90% o al menos un 95% de homologia con al menos uno de dichas secuencias de
aminoacidos y/o ii) muestra reactividad cruzada inmunoldgica con un anticuerpo producido contra al menos una de
dichas a-amilasas, y/o iii) esta codificada por la secuencia de ADN que hibridiza a las secuencias de ADN que codifican
las a-amilasas anteriormente especificadas que son evidentes a partir de las SEQ ID Nos. 1, 3 y 5 de la presente
solicitud (dichas secuencias de codificacion codifican las secuencias de aminoacidos mostradas en las SEQ ID Nos. 2, 4
y 6 del presente documento, respectivamente), a partir de la SEC ID N.° 4 del documento WO 95/26397 (dicha
secuencia de ADN, junto con el codén de parada TAA, se muestran en la Fig. 1 del presente documento y codifica la
secuencia de aminoacidos mostrada en la Fig. 1 del presente documento) y a partir de la SEC ID N.° 5 del documento
WO 95/26397, respectivamente.

[0010] En conexién con la propiedad i), la "homologia" puede ser determinada mediante el uso de cualquier algoritmo
convencional, preferiblemente mediante el uso del programa GAP del paquete GCG version 7.3 (Junio 1993) usando
valores por defecto para penalizaciones por hueco [Genetic Computer Group (1991) Manual del programa para el
paquete GCG, versién 7, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, EE. UU. 53711 ].

[0011] Propiedad ii) de la a-amilasa, es decir, la reactividad cruzada inmunolégica, se puede ensayar usando un
anticuerpo generado contra, o reactivo con, al menos un epitopo de la a-amilasa tipo Termamyl relevante. El anticuerpo,
que puede ser monoclonal o policlonal, puede ser producido por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se
describe por Hudson et al.,, 1989. La reactividad cruzada inmunoldgica puede determinarse utilizando ensayos
conocidos en la técnica, ejemplos de los cuales son ensayo de inmunodifusién radial o de Western Blot, por ejemplo,
como se describe por Hudson et al., 1989. A este respecto, la reactividad cruzada inmunolégica entre las a-amilasas
que tienen las secuencias de aminoacidos SEC ID Nos. 2, 4 y 6, respectivamente, se ha encontrado.

[0012] La sonda de oligonucledtido utilizada en la caracterizacion de la a-amilasa tipo Termamyl de acuerdo con la
propiedad iii) anteriormente mencionada se pueden preparar adecuadamente sobre la base de la secuencia de
nucledtidos o de aminoacidos completa o parcial de la a-amilasa en cuestion. Las condiciones adecuadas para evaluar
la hibridacién incluyen remojo previo en 5x SSC y prehibridacién durante 1 h a ~ 40 °C en una solucién de formamida al
20%, soluciéon de 5xDenhardt, fosfato de sodio 50 mM, pH 6,8, y 50 uyg de ADN de timo de ternera, sonicado y
desnaturalizado, seguido de hibridacion en la misma solucion complementada con 100uM ATP durante 18h a ~ 40 °C, u
otros métodos descritos por, por ejemplo, Sambrook y col., 1989.

[0013] En el presente contexto, "deriva de" pretende no solo indicar una a-amilasa producida o producible por una cepa
del organismo en cuestion, sino también una a-amilasa codificada por una secuencia de ADN aislada a partir de tal cepa
y producida en un organismo huésped transformado con dicha secuencia de ADN . Finalmente, el término pretende
indicar una a-amilasa que esta codificada por una secuencia de ADN de origen sintético y/o de ADNc y que tiene las
caracteristicas de identificacion de la a-amilasa en cuestion. El término también pretende indicar que la a-amilasa
progenitora puede ser una variante de una forma natural de a-amilasa, es decir, una variante que es el resultado de una
modificacién (insercion, sustitucion, delecion) de uno o mas residuos de aminoacidos de la a-amilasa de origen natural.

a-amilasas hibridas progenitoras

[0014] La a-amilasa progenitora puede ser una a-amilasa hibrida, es decir, una a-amilasa que comprende una
combinacién de secuencias de aminoacidos parciales derivadas de al menos dos a-amilasas.

[0015] La a-amilasa hibrida progenitora puede ser una que sobre la base de la homologia de aminoacidos y/o la
reactividad inmunoldgica cruzada y/o hibridacion del ADN (como se definié anteriormente) puede ser determinada para
pertenecer a la familia de a-amilasas tipo Termamyl. En este caso, la a-amilasa hibrida esta normalmente compuesta de
al menos una parte de una a-amilasa tipo Termamyl y parte(s) de una o mas a-amilasas seleccionadas a partir de a-
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amilasas de tipo Termamyl o a-amilasas no de tipo Termamyl de origen microbiano (bacteriano o fungico) y/o de origen
de mamifero.

[0016] Por ejemplo, la a-amilasa progenitora puede comprender una parte C- terminal de una a-amilasa derivada de
una cepa de B. licheniformis, y una parte N-terminal de una a-amilasa derivada de una cepa de B. amyloliquefaciens o
una cepa de B. stearothermophilus. Por ejemplo, la a-amilasa progenitora puede comprender al menos 430 residuos de
aminoacidos de la parte C- terminal de la a-amilasa de B. licheniformis, y puede, por ejemplo, comprender a) un
segmento de aminoacidos correspondiente a los 37 residuos de aminoacidos de N-terminal de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 4 y un segmento de aminoacidos
correspondiente a los residuos de aminoacidos C-terminal 445 de la a-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2, o b) un segmento de aminoacidos correspondiente a los residuos de
aminoacidos N-terminal 68 de la a-amilasa de B. stearothermophilusque tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N.° 6 y un segmento de aminoacidos correspondiente a los residuos de aminoacidos C-terminal 415 de la a-
amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2.

[0017] Una realizacion preferida de una variante de la invencion es un derivado de una a-amilasa B. licheniformis (como
a-amilasa tipo Termamyl p), tal como la a-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada
enla SEC ID N.° 2.

Construccion de variantes de la invencion

[0018] La construccion de la variante de interés puede llevarse a cabo mediante el cultivo de un microorganismo que
comprende una secuencia de ADN que codifica la variante bajo condiciones que son propicias para producir la variante.
La variante puede luego ser recuperada posteriormente del caldo de cultivo resultante. Esto se describe en detalle mas
adelante.

Propiedades alteradas de variantes de la divulgacion

[0019] A continuacién se analiza la relacién entre mutaciones que pueden estar presentes en las variantes de la
divulgacion, y las alteraciones deseables en propiedades (relativas a aquellos una a-amilasa progenitora tipo Termamyl)
que pueden resultar de ello.

Disminucién de la dependencia de Ca2+t

[0020] Es altamente deseable poder disminuir la dependencia de Ca®* de una a-amilasa tipo Termamyl. En
consecuencia, un aspecto de la divulgacion esta relacionado con una variante de una a- amllasa tipo Termamyl. Dicha
variante muestra actividad a-amilasa y presenta una dlsmlnumon de la dependencia a Cca® en comparacion con la a-
amilasa progenitora. Una disminucién de la dependencia de Ca®" tendra, en general, la consecuencia funcional de que
la variante muestre una actividad amilolitica satisfactoria en presencia de una concentracién mas baja de iones de calcio
en el medio extrafio que es necesario para la enzima madre. Tendra mas a menudo la consecuencia de que la variante
sea menos sensible que la progenitora a las condiciones desionizantes de calcio, tal como la que se obtienen en medios
que contienen agentes complejantes de calcio (tales como determinados mejoradores de detergentes).

[0021] La disminucion en la dependencia de Ca®* de una variante de Ia divulgacion puede ventajosamente conseguirse,
por ejemplo, mediante el aumento de la afinidad de unién de Ca relativa a la de la a-amilasa progenitora tzpo
Termamyl; en otras palabras, cuanto mas fuerte sea la unién de Ca®" en la enzima, menor sera la dependencia de Ca

[0022] Puede que se mencione aqui que el documento WO 96/23874 establece que se cree que los residuos de
aminoacidos situados dentro de 10 A de un ién de sodio o de calcio estan implicados en, o son de importancia para, la
capacidad de unién de Ca®" de la enzima, y que a este respecto la mutacion N104D [de la a-amilasa de B. licheniformis
que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2, o una mutacion (N a D) equivalente o de una
posicién equivalente en otra a- amllasa tipo Termamyl] se considera que es de especial interés con respecto a la
disminucion de la dependencia de Ca®" de una a-amilasa tipo Termamyl.

[0023] Otras mutamones mencionadas en el documento WO 96/23874 como de posible importancia en relacion con la
dependencia de ca® incluyen mutaciones que se contemplan en el mismo para conseguir un aumento de la unién del
calcio (y/o la termoestabilidad de la enzima) a través de la estabilizacion del dominio C (tal y como se define en el
documento WO 96/23874) de la estructura tridimensional de una a-amilasa tipo Termamyl a través de la formacion, por
ejemplo, de puentes de cisteina o puentes salinos. Asi, el documento WO 96/23874 divulga que el dominio C de la a-
amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2 puede ser estabilizado
mediante la introduccidon de un puente de cisteina entre el dominio A y el dominio C (tal y como se define en el
documento WO 96/23874) mediante la introduccién de las siguientes mutaciones:

A349C+1479C y/o L346C+1430C.
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[0024] Del mimos modo, el documento WO 96/23874 divulga que se puede obtener un puente de sal mediante la
introduccion de una o mas de las siguientes mutaciones en la a-amilasa de B. licheniformis que tienen la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2:

N457D,E
N457D,E+K385R
F350D,E+I430R,K
F350D,E+I1411R,K

y que el sitio de calcio del Dominio C puede ser estabilizado mediante la sustitucion de los residuos de aminoacidos
H408 y/o G303 con cualquier otro residuo de aminoacido, en particular, mediante la introduccién de una de las
sustituciones:

H408Q, E, N, D y/o G303N, D, Q, E

que se contemplan para proporcionar una mejor unién de calcio o proteccién contra la deplecién de calcio.
(mutaciones similares en posiciones equivalentes de otras a-amilasas tipo Termamyl estan aqui englobadas).

[0025] Otras mutaciones de sustitucion (relativas a a-amilasa de B. Licheniformis, la SEC ID N.° 2) que se describen en
el documento WO 96/23874 como de importancia aparente, entre otros, en el contexto de la reduccién de la
dependencia de calcio incluyen las siguientes: R23K, H156Y, A181T, A209V, R214, G310D y P345 (o mutaciones
equivalentes en posiciones equivalentes en otra a-amilasa tipo Termamyl).

[0026] En el contexto de la presente descripcion, otras mutaciones de sustitucién que parecen ser de importancia, entre
otras cosas, en relacion con la reduccion de la dependencia de calcio incluyen las siguientes mutaciones en el dominio
B (tal y como se define en el documento WO 96/23874):

A181E, D, Q, N, V (que parecen dar como resultado la proteccion del sitio de union de Ca®* mas exterior en la region
de union entre el dominio A 'y el dominio B, hasta cierto punto);

1201 (aminoacido mas voluminoso), por ejemplo, 1201W, F, L (que parecen dar como resultado ligeras alteraciones
en la geometria de la region en las inmediaciones del sitio(s) de union de Ca®-Na*-Ca* en la regiéon de unién entre
el dominio A y el dominio B, y en la geometria y/o el tamafio de un cerca del hueco/cavidad), y

Y203E,Q (que se cree que da como resultado una unién mas fuerte del ion Ca®" mas exterior en su sitio de unién en
la regién de unién entre el dominio A y el dominio B);

(o mutaciones equivalentes en posiciones equivalentes en otra a-amilasa tipo Termamyl).

PH o6ptimo alterado (perfil de pH/actividad alterada)

[0027] El documento WO 96/23874 describe que se contempla como posible el cambiar el pH éptimo de una a-amilasa
tipo Termamyl, o la actividad enzimatica de la misma a un pH dado, cambiando el pKa de los residuos del sitio activo, y
que esto puede lograrse, por ejemplo, mediante el cambio de la interaccion electrostatica o la interaccion hidrofébica
entre los grupos funcionales de las cadenas laterales de aminoacidos del residuo de aminoacido que debe ser
modificado y de sus alrededores.

[0028] En el contexto de la presente descripcion, se cree sobre la base de consideraciones electrostaticas [véase, por
ejemplo, MK Gilson, Current Opinion in Structural Biology 5 (1995) pags. 216-223 ; y B. Honig y A. Nicholls, Science 268
(1995) pags. 1144-1149; y referencias en ellos fijados] y consideraciones de higroscopicidad en relacion con la
estructura tridimensional de la a-amilasa tipo Termamyl descrita en el documento WO 96/23874, que las mutaciones de
relevancia, entre otras cosas, para alterar (aumentar o disminuir) el pH éptimo de una a-amilasa tipo Termamyl incluyen
las siguientes mutaciones o equivalentes de las mismas [refiriéndose aqui a la secuencia de a-amilasa de B.
licheniformis (SEQ ID NO 2)]:

Q9K,L,E; F1MRK,E; E12Q; D100N,L; V101H,R,K,D,E,F; V102A,T; 1103H,K; N104R, K, D; H105R,K,D,E,W,F;
L196R K, D,E,F,Y; 1212R,K,D,E; L230H,K,l; A232G H,F,S,V; V233D; K234L,E; 1236R,K,N,H,D.E; L241R,K,D,E,F;
A260S; W263H; Q264R,D.K.E; N265K,R,D; A269R,\K,D,E; L270RKMH,D,E; V283H,D; F284H; D285N,L;
V286R,K,H,D,E; Y290R,E; V312RK,D,E; F323H; D325N; N326KH,D,L; H327Q,N,E,D,F; Q330L,E; G332D;
Q333R,K,H,E,L; S334A,V,T,L,I.D; L335G,A,S,T,N; E336R+R375E; T337D,K; T338D,E; T339D; Q360K,R,E; D365N;
G371D,R;
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Aumento de la estabilidad a pH bajo (acido)
[0029] En el contexto de la presente descripcion, las mutaciones (sustituciones de aminoacidos) de importancia con
respecto a la consecucién de una mayor estabilidad a pH bajo parecen incluir mutaciones correspondientes a las
Islijgni.%nzt:es mutaciones en la a-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC
mutaciones en posiciones H68, H91, H247, R305, K306, H382, K389, H405, H406, H450 o R483;
las mutaciones:
H140Y;
H142Y;
H156Y;
H159Y;
H140D+H142R;
H140K+H142D; o

H142Y+H156Y

asi como combinaciones de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones.

Aumento de la termoestabilidad y/o condiciones 6ptimas de temperatura alteradas (perfil de temperatura/actividad
alterado)

[0030] Un aspecto adicional de la descripcién se refiere a una variante de una a-amilasa progenitora tipo Termamyl.
Dicha variante es el resultado de uno o mas residuos de aminoacidos que han sido eliminados de, sustituido en o
afiadido a la a-amilasa progenitora a fin de lograr una mayor termoestabilidad de la variante.
[0031] Puede que se mencione que, en relacién a la consecuciéon de un aumento de la termoestabilidad, el documento
WO 96/23874 describe que una variante particularmente interesante de una a-amilasa un tipo Termamyl comprende
una mutaciéon correspondiente a una de las siguientes mutaciones (utilizando la numeracién de la secuencia de
aminoacidos de a-amilasa de B. licheniformis mostrada en la SEC ID N.° 2):

L61W,V,F;

Y62W;

FB7W;

K106R,F,W;

G145F,W

1212F,L,W,Y,RK;

S151 sustituido con cualquier otro residuo de aminoacido y en particular con F,W,l o L;

R214W;

Y150RK;

F143W; y/o

R146W.

[0032] EIl documento WO 96/23874 divulga ademas a este respecto que las mutaciones correspondientes a una o mas
de las siguientes mutaciones en la a-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la
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SEC ID N.° 2 son de interés en relacion con el logro de una termoestabilidad aumentada respecto a la de la a-amilasa
progenitora:

L2411,F,Y,W; y/o
1236L,F,Y,W
L7F, I, W
V259F,I.L
F284W

F350W

F343wW
L427F,LW
V481,F,ILLW

[0033] En el contexto de la presente descripcion, se puede observar a partir de una alineaciéon de las secuencias de
aminoacidos de a-amilasas de diversas especies de Bacillus que la a-amilasa de B. licheniformis y la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens contienen ambas una "insercién" o tres aminoacidos en relacién con, por ejemplo, la a-amilasa de B.
stearothermophilus.

[0034] A partir de un modelo de la estructura de la. a-amilasa de B. licheniformis construida sobre la base de la
estructura tridimensional de la a-amilasa tipo Termamyl descrita en el documento WO 96/23784 (vide supra), teniendo
en cuenta la homologia de la a-amilasa de B. licheniformis con la a-amilasa tipo Termamyl en cuestion, se puede
observar que la "insercion" mencionada anteriormente se encuentra dentro de una parte de la estructura designada
"bucle de 8" en el documento WO 96/23784, haciendo este bucle mas voluminoso en la a-amilasa de B. licheniformis
que en la a-amilasa tipo Termamyl y que da como resultado un bucle que sobresale de la estructura, lo que
posiblemente desestabiliza de la estructura. Por lo tanto, se contempla que la delecién de uno o mas aminoacidos en la
regiéon en cuestion en la a-amilasa de B. licheniformis o B. amyloliquefaciens mejorara la termpoestabilidad de estas a-
amilasas.

[0035] Especialmente interesante a este respecto es la supresion de tres aminoacidos dentro de la secuencia parcial de
T369 a 1377 (en referencia a la secuencia de aminoacidos de a-amilasa de B . licheniformis se muestra en la SEC ID N.°
2), es decir, la secuencia parcial: T369-K370-G371-D372-S373-Q374-R375-E376-1377 (0 la secuencia parcial
correspondiente en la la a-amilasa de B. amyloliquefaciens). Ademas de tales deleciones, la sustitucion de uno o mas
de los aminoacidos no eliminados dentro de esta ultima secuencia parcial puede también ser ventajosa.

[0036] Deleciones preferibles de tres aminoacidos en la secuencia parcial de T369 a 1377 (en la a-amilasa de
B.licheniformis) son la supresion de K370+G371+D372 (es decir, K370*+G371*+ D372*) o la supresién de
D372+S373+Q374 (es decir, D372*+*+Q374 S373*) (o deleciones equivalentes en la secuencia parcial correspondiente
en la la a-amilasa de B. amyloliquefaciens).

[0037] Otro tipo de mutaciéon que parece ser de valor en la mejora de la termoestabilidad de estas a-amilasas es la
sustitucion (reemplazo) de la totalidad de la secuencia de aminoacidos parcial de T369 a 1377 (en referencia a la
secuencia de la a-amilasa de B. licheniformis) por una de las siguientes secuencias parciales de seis aminoacidos
(secuencia de numeracion creciente de izquierda a derecha): I-P-T-H-S-V; I-P-T-H-G-V, y I-P-Q-Y-N-I (0 una de las
mismas sustituciones de la secuencia parcial correspondiente en la la a-amilasa de B. amyloliquefaciens).
[0038] Otras mutaciones que, aparentemente, pueden ser de alguna importancia en relaciéon a la consecucion de un
aumento de la termoestabilidad incluyen sustituciones de aminoacidos en las siguientes posiciones (en referencia a la
SEC ID N.° 2):

R169 (por ejemplo R169I,L,F,T);

R173 (especialmente R173I,L,F,T);

1201F;

1212F;

A209L,T; o
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V208l

asi como combinaciones de dos o mas de cualquiera de estas mutaciones.

El aumento de la termoestabilidad a un pH &cido y/o a una baja concentracion de Ca**

[0039] En el contexto de la divulgacion, las mutaciones que parecen ser de particular relevancia en relaciéon con la
obtencion de variantes segun la invencion con mayor termoestabilidad a pH acido (pH <7) y/o a una baja concentracién
de Ca® incluyen mutaciones en las posiciones siguientes (en relacién con la a-amilasa de B. licheniformis, (SEC ID N.°
2):

H156, N172, A181, N188, N190, H205, D207, A209, A210, E211, Q264, N265

[0040] Se puede mencionar aqui que los residuos de aminoacidos N y E, respectivamente, en las posiciones
correspondientes a los N109 y E211, respectivamente, en la SEC ID N.° 2 constituyen residuos de aminoacidos que se
conservan en numerosas a-amilasas tipo Termamyl. Asi, por ejemplo, las posiciones correspondientes de estos
residuos en las secuencias de aminoacidos de varias a-amilasas tipo Termamyl que ya se han mencionado(vide supra)
son de la siguiente manera:

a-amilasa tipo Termamyl posicion N posicion E
B. licheniformis (SEC ID N.° 2) N190 E211
B. amyloliquefaciens (SEC IDN.°4)  N190 E211
B. stearothermophilus (SEC ID N.°6) N193 E210
Bacillus NCIB 12512 (WO 95/26397) N195 E212
Bacillus NCIB 12513 (WO 95/26397) N195 E212
"Bacillus sp. #707" (Tsukamoto et al.) N195 E212

[0041] Las mutaciones de estos residuos de aminoacidos conservados parecen ser muy importantes en relacién con la
mejora de la termoestabilidad a pH acido y/o a una baja concentracion de calcio, y las mutaciones siguientes son de
particular interés a este respecto (con referencia a la numeracién de la secuencia de aminoacidos de a-amilasa de B.
licheniformis mostrada en la SEC ID N.° 2):

H156Y,D

N172R,H,K

A181T

N188P

N190L,F

H205C

D207Y

A209L,TV

A210S

E211Q

Q264AE,LK,S,T

N265A,S,T,.Y

asi como cualquier combinacién de dos o mas de estas mutaciones.

[0042] Un ejemplo de una doble mutacion particularmente interesante a este respecto es Q264S+N265Y.
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Patrén de escision alterado

[0043] En el proceso de licuefaccion del almidén es deseable usar una a-amilasa que sea capaz de degradar las
moléculas de almidén en oligosacaridos ramificados largos, en vez de una a-amilasa lo que dé lugar a la formacién de
oligosacaridos ramificados mas cortos, (como a-amilasas tipo Termamyl convencionales). Los oligosacaridos
ramificados cortos (precursores de panosa) no son hidrolizados satisfactoriamente por las pululanasas, que se utilizan
después del tratamiento de a-amilasa en el proceso de licuefaccion, pero antes de la adicién de una amiloglucosidasa
sacarificante (glucoamilasa). Por lo tanto, en presencia de los precursores de panosa, la mezcla de producto presente
después del tratamiento de glucoamilasa contiene una proporcion significativa de la asi llamada dextrina limite, corta y
ramificada, a saber, el trisacarido panosa. La presencia de panosa reduce el rendimiento de sacarificacion
significativamente y es por lo tanto indeseable.

[0044] Por lo tanto, un objetivo de la presente divulgacion es llegar a una a-amilasa mutante que tenga caracteristicas
de degradacion de almidéon modificadas adecuadamente, pero que conserve la termoestabilidad de la a-amilasa
progenitora tipo Termamyl.

[0045] Se puede mencionar aqui que, de acuerdo con el documento WO 96/23874, se espera que las variantes que
comprenden al menos una de las siguientes mutaciones eviten la escisiéon cerca del punto de ramificacion:

V54L,1,F,Y,W,R,K,H,E,Q

D53L, I, F, Y, W

Y56W

Q333w

G57todos los residuos de aminoacidos posibles

A52residuos de aminoacidos mas largos que A, por ejemplo, A52W,Y,L,F,I.
Aumento de la actividad especifica

[0046] En un aspecto adicional de la presente invencion, las mutaciones importantes con respecto a la obtencién de
variantes que muestran un aumento de la actividad especifica parecen incluir mutaciones correspondientes a las
siguientes mutaciones en la a-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID
N.° 2:

mutacion (sustitucion de aminoacidos) en la posicion Q264 (por ejemplo, Q264R, K, S);

asi como combinaciones de dos o0 mas de cualquiera de estas Ultimas mutaciones, o combinaciones de una, dos o0 mas
de estas ultimas mutaciones con la siguiente mutacion multiple:
A1*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H35I

Mutaciones generales en variantes de la divulgacion

[0047] Se puede preferir que una variante de la invencidn comprenda una o mas modificaciones ademas de las
descritas anteriormente. Asi, puede ser ventajoso que uno o mas residuos de prolina presentes en la parte de la
variante de a-amilasa que estd modificada sea/sean sustituidos por un residuo no prolina que puede ser cualquiera de |
residuos no prolina posibles de origen natural, y que preferiblemente es una alanina, glicina, serina, treonina, valina o
leucina.

[0048] Analogamente, se puede preferir que uno o mas residuos de cisteina presentes entre los residuos de
aminoacidos con el que la a-amilasa progenitora es modificada sea/sean sustituidos por un residuo no cisteina tal como
serina, alanina, treonina, glicina, valina o leucina.

[0049] Ademas, una variante de la divulgacion puede - o como la Unica modificacion o bien en combinaciéon con
cualquiera de las modificaciones descritas mas arriba- ser modificada de modo que uno o mas Asp y/o Glu presentes en
un fragmento de aminoacidos correspondiente al fragmento de aminoacido 185 -209 de la SEC ID N.° 2 se sustituye por
un Asn y/o GIn, respectivamente. También es de interés la sustitucién, en la a-amilasa tipo Termamyl, de uno o mas de
los residuos de Lys presentes en un fragmento de aminoacidos correspondiente al fragmento de aminoacidos 185-209
de la SEC ID N.° 2 por una Arg.
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[0050] Se entendera que la presente divulgacion abarca las variantes que incorporan dos o mas de las modificaciones
descritas mas arriba.

[0051] Ademas, puede ser ventajoso introducir mutaciones puntuales en cualquiera de las variantes descritas en este
documento.

Los métodos para preparar variantes de a-amilasa

[0052] Varios métodos para introducir mutaciones en genes son conocidos en la técnica. Después de una breve
discusién sobre la clonacién de las secuencias de ADN que codifican la a-amilasa, se discutiran los métodos para
generar mutaciones en sitios especificos dentro de la secuencia que codifica la a-amilasa.

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

[0053] La secuencia de ADN que codifica una a-amilasa progenitora puede ser aislada de cualquier célula o
microorganismo que produce la a-amilasa en cuestion, usando varios métodos bien conocidos en la técnica. En primer
lugar, un deberia construirse una genoteca de ADN y/o de ADNc gendmico utilizando ADN cromosémico o ARN
mensajero del organismo que produce la a-amilasa que debe ser estudiada. Entonces, si la secuencia de aminoacidos
de la a-amilasa es conocida, sondas de oligonucleétidos homodlogas y marcadas pueden ser sintetizadas y utilizadas
para identificar los clones que codifican la a-amilasa a partir de una genoteca preparada a partir del organismo en
cuestion. Alternativamente, una sonda de oligonucleétido marcada que contiene secuencias homaélogas a un gen de a-
amilasa conocido podria ser utilizada como sonda para identificar clones que codifican la a-amilasa, usando hibridacién
y condiciones de lavado de una exigencia menor.

[0054] Sin embargo, otro método para la identificacion de clones que codifican la a-amilasa implicaria insertar
fragmentos de ADN gendémico en un vector de expresion, tal como un plasmido, tranformando la bacteria negativa de a-
amilasa con la genoteca de ADN gendmico resultante, y, a continuacion, poner en placas las bacterias transformadas
sobre agar con un sustrato para la a-amilasa, permitiendo de este modo que los clones que expresan la a-amilasa sean
identificados.

[0055] Alternativamente, la secuencia de ADN que codifica la enzima puede ser preparada sintéticamente mediante
métodos estandar establecidos, por ejemplo, el método de fosforamidita descrito por S.L. Beaucage y M.H. Caruthers
(1981) o el método descrito por Matthes et al. (1984). En el método de fosforamidita, los oligonucleétidos son
sintetizados, por ejemplo, en un sintetizador automatico de ADN, purificados, fortalecidos, ligados y clonados en
vectores apropiados.

[0056] Por ultimo, la secuencia de ADN puede ser de origen genémico mixto y de origen sintético, de origen sintético y
de ADNc mixto o gendmico mixto y origen de ADNc, preparado ligando fragmentos de origen sintético, genémico o de
ADNCc (segun sea apropiado, los fragmentos correspondientes a varias partes de la secuencia de ADN entera), de
acuerdo con técnicas estandar. La secuencia de ADN también se puede preparar por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo como se describe en el documento EE.UU. 4.683.202 o
RK Saiki et al. (1988).

Mutagénesis dirigida al sitio

[0057] Una vez que una secuencia de ADN que codifica a-amilasa ha sido aislada y e identificados los sitios deseables
para la mutacioén, se pueden introducir mutaciones usando oligonucleoétidos sintéticos. Estos oligonucleétidos contienen
secuencias de nucleétidos que flanquean los sitios de mutaciéon deseados; nucleétidos mutantes se insertan durante la
sintesis de oligonucledtidos. En un método especifico, un espacio monocatenario de ADN, que enlaza la secuencia que
codifica la a-amilasa, se crea en un vector que lleva el gen de a-amilasa. Luego el nucleétido sintético, que lleva la
mutacion deseada, se hibrida con una porcién homdéloga del ADN monocatenario. El hueco restante se rellena entonces
con ADN polimerasa | (fragmento de Klenow) y el constructo se liga usando ligasa T4. Un ejemplo especifico de este
método se describe en Morinaga et al. (1984). El documento EE.UU. 4.760.025 describe la introduccion de
oligonucledtidos que codifican mutaciones multiples mediante la realizaciéon de alteraciones menores del casete. Sin
embargo, una variedad aun mayor de mutaciones puede ser introducida en cualquier momento mediante el método de
Morinaga, ya que una multitud de oligonucleétidos, de varias longitudes, se puede introducir.

[0058] Otro método para introducir mutaciones en secuencias de ADN que codifican la a-amilasa se describe en Nelson
and Long (1989). Se trata de la generacion de 3er paso de un fragmento de PCR que contiene la mutacién deseada
introducida usando una cadena de ADN sintetizada quimicamente como uno de los cebadores en las reacciones de
PCR. Del fragmento generado por PCR, un fragmento de ADN que lleva la mutacion puede ser aislado por escisiéon con
endonucleasas de restriccion y reinsertado en un plasmido de expresion.
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Mutagénesis aleatoria

[0059] La mutagénesis aleatoria se lleva a cabo adecuadamente ya sea como mutagénesis aleatoria localizada o
especifica de la regién en al menos tres partes del gen que se traduce en la secuencia de aminoacidos en cuestion, o
dentro de todo el gen.

[0060] El documento WO 96/23874 divulga que, en relacion con la consecucion de la union mejorada de un sustrato (es
decir, la unién mejorada de una especie de hidratos de carbono, tales como la amilosa o la amilopectina) por una
variante de a-amilasa tipo Termamyl, modificada (por ejemplo, superior) especificidad de sustrato y/o modificado (por
ejemplo, superior) especificidad con respecto a la escision (hidrélisis) del sustrato, las siguientes posiciones de codén de
la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2 (o posiciones del codén equivalentes para otra a-amilasa
progenitora tipo Termamyl en el contexto de la divulgacién) parece ser particularmente apropiado para la determinar:

13-18

50-56

70-76

102-109
163-172
189-199
229-235
360-364
327-335

Mejora del rendimiento de licuefaccion a bajo pH y baja concentracion de iones de calcio

[0061] Para que una a-amilasa sea utilizada en un proceso de licuefaccion de almiddn, es de particular interés que sea
termoestable y capaz de funcionar a pH bajo y concentraciones bajas de calcio Con el fin de mejorar estas propiedades
de una a-amilasa progenitora tipo Termamyl, en particular, la B. a-amilasa de Blicheniformis o una variante o hibrido de
la misma, se puede realizar una mutagénesis aleatoria (preferiblemente mediante el uso de cebadores de
oligonucleétidos dopados o puas) seguida de la seleccion adecuada de las enzimas mutadas resultantes. La direccion
de la seleccién de las regiones a aleatorizar y la seleccion de dopaje se basan principalmente en la estabilizacién de los
iones de calcio que ya estan presentes, y en la mejora de las interacciones electrostaticas residuo/residuo o
dominio/dominio a pH bajo. Ademas, se pueden seleccionar las regiones que se ha demostrado que incluyen posiciones
importantes para la consecuciéon de un buen rendimiento licuefaccion del almidén. Con el fin de preparar una variante de
una a-amilasa tipo Termamyl que tenga las propiedades anteriores, al menos una de las siguientes regiones puede ser
ventajosamente sometida a mutagénesis aleatoria (la numeracion de los residuos de aminoacidos siendo como en la
SECID N.° 2)

Regién  Residuo Descripcion
I: 153-163 Region de calcio entre el dominio A y B, que también
contiene H156

I 178-192 Region de calcio entre el dominio A & B

Il 193-214 Region de calcio entre el dominio A y B, que también

contiene A209

IV: 232-237 Region de calcio entre el dominio A & B
V: 297-308 Region de calcio entre el dominio A & B
VI: 403-409 Region de calcio entre el dominio A & B
VILI: 428-435 Region de calcio entre el dominio A & B
VIII: 131-136  Region que contiene H133

IX: 164-175 Region en contacto con H133 region

X: 262-278 Region que contiene Q264

11
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[0062] Preferiblemente, dos, tres o cuatro de las regiones mas arriba se someten a mutagénesis aleatoria en la
construccién de una nueva variante de a-amilasa de la divulgacion. Por ejemplo, las siguientes combinaciones de
regiones son adecuadamente sometidas a mutagénesis aleatoria:

VII+IX
VII+IX+II
+1+1V
IV+I

[0063] Ademas, se prefiere que la mutagénesis se lleve a cabo mediante el uso de oligonucleétidos dopados o
enriquecidos. El dopaje se lleva a cabo preferiblemente a fin de introducir aminoacidos que contribuyen a la mejora de la
estabilidad a bajo pH ya la reduccién de la dependencia de calcio a pH bajo de la variante de a-amilasa resultante.
Ademas, cuando se selecciona el esquema de dopaje, en general, debe evitarse la posibilidad de introducir los residuos
Asn y GIn, ya que los residuos Asn y GIn en general se asocian con la inestabilidad a un pH bajo. Preferiblemente,
cuando un residuo Pro puede ser insertado con beneficios potenciales (por ejemplo, como se evalu6é a partir de
consideraciones de proteinas estructurales), el esquema de dopaje se prepara para incluir una preferencia por la
introduccion de un residuo Pro.

[0064] La a-amilasa tipo Termamyl que debe ser sometida a mutagénesis aleatoria de acuerdo con el principio anterior
puede ser cualquier a-amilasa de tipo salvaje o una variante de la misma que contenga una o mas mutaciones. La
progenitora puede ser un hibrido entre al menos dos a-amilasas como se explica en mas detalle en este documento.
Preferiblemente, la a-amilasa progenitora es un mutante de la a-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2 que contiene al menos una mutacion, y preferiblemente mutaciones multiples.
La a-amilasa progenitora puede ser, de forma alternativa, una a-amilasa hibrida que contiene al menos una parte de la
a-amilasa de B. licheniformis (SEC ID N.° 2). Ejemplos especificos de a-amilasas progenitoras adecuadas para la
mutagénesis de acuerdo con los principios descritos anteriormente incluyen: variantes de la a-amilasa de B.
licheniformis (SEC ID N.° 2) que contienen al menos uno de, es decir, uno, dos, tres, cuatro o todas las cinco de las
mutaciones H156Y, A181T, N190F, A209V y Q264S.

[0065] En relacion con lo anterior, un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un método para generar
una variante de una a-amilasa progenitora tipo Termamyl, dicha variante presenta una mayor estabilidad a pH bajo y a
baja concentracion de calcio con relacién a la progenitora, comprendiendo el método:

someter una secuencia de ADN que codifica la a-amilasa progenitora tipo Termamyl a mutagénesis aleatoria,

Este ultimo método de la invencion se lleva a cabo preferiblemente usando cebadores dopados, como se describe
en los ejemplos de trabajo en este documento (vide infra).

Método de realizaciéon de la mutagénesis aleatoria

[0066] La mutagénesis aleatoria de una secuencia de ADN que codifica una a-amilasa progenitora a realizar de
acuerdo con el paso a) del método anteriormente descrito de la invencidon puede llevarse a cabo convenientemente
mediante el uso de cualquier método conocido en la técnica.

[0067] Por ejemplo, la mutagénesis aleatoria se puede realizar mediante el uso de un agente mutagenizante fisico o
quimico adecuado, mediante el uso de un oligonucleétido adecuado, o sometiendo la secuencia de ADN a mutagénesis
generada por PCR. Ademas, la mutagénesis aleatoria se puede realizar mediante el uso de cualquier combinacién de
estos agentes mutagenizantes.

[0068] EIl agente mutagenizante puede, por ejemplo, ser uno que induzca transiciones, transversiones, inversiones,
aleatorizacion, deleciones y/o inserciones.

[0069] Ejemplos de un agente mutagenizante fisico o quimico adecuado para el presente propdsito incluyen irradiacion
ultravioleta (UV), hidroxilamina, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), O-metil hidroxilamina, acido nitroso, etil
metano sulfonato (EMS), bisulfito de sodio, acido féormico, y analogos de nucleétidos.

[0070] Cuando se usan tales agentes, la mutagénesis se realiza normalmente mediante la incubacién de la secuencia
de ADN que codifica la enzima madre que debe ser mutagenizada en presencia del agente mutagenizante de eleccion
bajo condiciones adecuadas para que la mutagénesis tenga lugar, y seleccionando el ADN mutado que tiene las
propiedades deseadas.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2432519713

[0071] Cuando la mutagénesis se realiza mediante el uso de un oligonucleétido, el oligonucleétido puede ser dopado o
enriquecido con los tres nucleétidos no progenitores durante la sintesis del oligonucleétido en las posiciones que han de
ser cambiadas. El dopaje o enriquecimiento se puede hacer de manera que se eviten los codones de los aminoacidos
no deseados. El oligonucleétido dopado o enriquecido puede ser incorporado en el ADN que codifica la enzima
amilolitica mediante cualquier técnica publicada, usando, por ejemplo PCR, LCR o cualquier ADN polimerasa y ligasa.

[0072] Preferiblemente, el dopaje se lleva a cabo usando "dopaje aleatorio constante”, en el que el porcentaje de tipo
salvaje y mutacion en cada posicion esta predefinido. Ademas, el dopaje puede ser dirigido para que tenga una
preferencia para la introducciéon de nucleétidos determinados, y de ese modo una preferencia para la introduccion de
uno o mas residuos de aminoacidos especificos. El dopaje puede, por ejemplo, realizarse con el fin de permitir la
introduccion de un 90% de tipo salvaje y un 10% de mutaciones en cada posicion. Una consideracion adicional en la
eleccion del sistema de dopaje es genética, asi como las limitaciones estructurales de las proteinas. El esquema de
dopaje puede realizarse usando el programa DOPE (véanse los ejemplos de trabajo en este documento), que, entre
otras cosas, asegura que se evite la introducciéon de codones de parada.

[0073] Cuando se utiliza la mutagénesis generada por PCR, bien un gen tratado quimicamente o bien uno no tratado
que codifica una enzima de a-amilasa progenitora es sometido a PCR bajo condiciones que aumentan la mala
incorporacion de nucleétidos (Deshler 1992; Leung et al., Technique, Vol.1, 1989, pp. 11-15).

[0074] Una cepa mutadora de E. coli (Fowler et al., Molec. Gen. Genet., 133, 1974, pp. 179-191), S. cereviseae o
cualquier otro organismo microbiano puede ser usado para la mutagénesis aleatoria del ADN que codifica la enzima
amilolitica, por ejemplo, transformando un plasmido que contiene la enzima madre en la cepa mutadora, creciendo la
cepa mutadora con el plasmido y aislando el plasmido mutado de la cepa mutadora. El plasmido mutado puede
posteriormente ser transformado en el organismo de expresion.

[0075] La secuencia de ADN a mutagenizar puede estar convenientemente presente en una genoteca gendémica o de
ADNCc preparada a partir de un organismo que exprese la enzima amilolitica madre. Alternativamente, la secuencia de
ADN puede estar presente en un vector adecuado tal como un plasmido o un bacteriéfago, que como tal puede ser
incubado con o, si no, expuesto al agente mutagenizante. EI ADN a mutagenizar puede también estar presente en una
célula huésped ya sea por estar integrado en el genoma de dicha célula o estando presente en un vector albergado en
la célula. Finalmente, el ADN a mutagenizar puede estar en forma aislada. Se entendera que la secuencia de ADN que
debe ser sometida a mutagénesis aleatoria es preferiblemente una secuencia de ADNc o de ADN gendmico.

[0076] En algunos casos puede ser conveniente amplificar la secuencia de ADN mutada antes de realizar el paso de
expresion (b) o el paso de deteccion (c). Tal amplificacion puede llevarse a cabo de conformidad con métodos
conocidos en la técnica, siendo el método actualmente preferido la amplificacion generada por PCR usando cebadores
oligonucledtidos preparados sobre la base de la secuencia de ADN o de aminoacidos de la enzima madre.

[0077] Después de la incubacién con o de la exposicion al agente mutagenizante, el ADN mutado se expresa mediante
el cultivo de una célula huésped adecuada que lleva la secuencia de ADN bajo condiciones que permitan que la
expresion tenga lugar. La célula huésped usada para este propoésito puede ser una que ha sido transformada con la
secuencia de ADN mutada, opcionalmente presente en un vector, o una que se llevé a la secuencia de ADN que
codifica la enzima madre durante el tratamiento de mutagénesis. Ejemplos de células huésped adecuadas son las
siguientes: bacterias gram positivas tales comoBacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans,
Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, Streptomyces lividans orStreptomyces murinus; y las
bacterias gramnegativas tales como E.coli.

[0078] La secuencia de ADN mutada puede comprender ademas una secuencia de ADN que codifique funciones que
permitan la expresién de la secuencia de ADN mutada.

[0079] Mutagénesis aleatoria localizada: la mutagénesis aleatoria puede ventajosamente estar localizada en una parte
de la a-amilasa progenitora en cuestién. Esto puede, por ejemplo, ser ventajoso cuando determinadas regiones de la
enzima han sido identificadas como de importancia particular para una propiedad dada de la enzima, y cuando se
modifican se espera que den lugar a una variante con propiedades mejoradas. Tales regiones pueden normalmente ser
identificadas cuando la estructura terciaria de la enzima madre ha sido dilucidada y relacionada con la funcién de la
enzima.

[0080] La mutagénesis aleatoria localizada se realiza convenientemente mediante el uso de técnicas de mutagénesis
generadas por PCR como se describio anteriormente, o cualquier otra técnica adecuada conocida en la técnica.

[0081] Alternativamente, la secuencia de ADN que codifica la parte de la secuencia de ADN que debe ser modificada

puede ser aislada, por ejemplo, al ser insertada en un vector adecuado, y dicha parte puede posteriormente ser
sometida a mutagénesis mediante el uso de cualquiera de los métodos de mutagénesis mencionados anteriormente.
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[0082] Con respecto al paso de seleccion en el método anteriormente mencionado de la invencién, este puede ser
convenientemente realizado mediante el uso de un ensayo como se describe en relaciéon con el Ejemplo 2 en este
documento.

[0083] Con respecto a la seleccion, en general, un ensayo de filiro basado en lo siguiente es generalmente aplicable:

Un microorganismo capaz de expresar la enzima mutada amilolitica de interés es incubado en un medio adecuado y
bajo condiciones adecuadas para que la enzima sea secretada, disponiendo el medio de un filtro doble que
comprende un primer filtro de unién a proteinas y en la parte superior del mismo un segundo filiro que muestra una
capacidad baja de uniéon a proteinas. El microorganismo esta localizado en el segundo filtro. Después de la
incubacion, el primer filiro que comprende enzimas segregadas a partir de los microorganismos se separan del
segundo filtro que comprende los microorganismos. El primer filiro se somete a la seleccidon de la actividad
enzimatica deseada y se identifican las colonias microbianas correspondientes presentes en el segundo filtro.

[0084] EI filtro utilizado para la unién de la actividad enzimatica puede ser cualquier filtro de unién a proteinas, por
ejemplo nylon o nitrocelulosa. La parte superior del filtro que lleva las colonias del organismo de expresion puede ser
cualquier filtro que tenga poca o ninguna afinidad por las proteinas de unién, por ejemplo, acetato de celulosa o
Durapore™ . El filtro puede ser pretratado con cualquiera de las condiciones a ser utilizadas para la seleccion o puede
ser tratado durante la deteccion de la actividad enzimatica.

[0085] La actividad enzimatica puede ser detectada por un tinte, indicador de fluorescencia, precipitacion, indicador de
pH, absorbancia IR o cualquier otra técnica conocida para la deteccion de la actividad enzimatica.

[0086] El compuesto de deteccion puede ser inmovilizado por cualquier agente de inmovilizacién, por ejemplo, agarosa,
agar, gelatina, poliacrilamida, almidén, papel de filtro, tela, o cualquier combinacién de agentes de inmovilizacion.

[0087] La actividad de a-amilasa es detectada mediante amilopectina marcada Cibacron Red, que esta inmovilizada en
agarosa. Para la seleccién de variantes con una mayor estabilidad térmica y de pH alto, el filtro con las variantes de a-
amilasa se incubaron en un tampén a pH 10,5y 60 ° o0 65 °C durante un tiempo especificado, se enjuagé brevemente en
agua desionizada y se coloc6 en la matriz de amilopectina-agarosa para la deteccion de la actividad. La actividad
residual se ve como la lisis de Cibacron Red por degradacion de la amilopectina. Las condiciones se eligen para ser de
manera que la actividad debida a la a-amilasa que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.° 2
apenas pueda ser detectada. Variantes estabilizadas muestran, en las mismas condiciones, el aumento de la intensidad
del color debido a una mayor liberacion de Cibacron Red.

[0088] Para la seleccion de variantes con una actividad 6ptima a una temperatura inferior y/o por encia de un rango de
temperatura mas amplio, el filtro con las variantes unidas es colocado directamente en la placa de sustrato amilopectina-
Cibacron Rojo y se incubé a la temperatura deseada (por ejemplo, 4 °C, 10 °C o 30 °C) durante un tiempo determinado.
Después de este tiempo, la actividad debiao a la a-amilasa que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC
ID N.° 2 apenas puede ser detectada, mientras que las variantes con actividad 6ptima a una temperatura inferior
mostraran un aumento de lisis amilopectina. Antes de la incubacion en la matriz de amilopectina, la incubacién en todos
los tipos de medios deseados -por ejemplo, soluciones que contienen ca®, detergentes, EDTA u ofros aditivos
pertinentes- puede llevarse a cabo con el fin de seleccionar la dependencia cambiada o la reaccién de las variantes en
cuestion con tales aditivos.

Pruebas de variantes de la divulgacion

[0089] La prueba de variantes de la invencién puede llevarse a cabo convenientemente mediante la determinacion de la
actividad que degrada almidén de la variante, por ejemplo, mediante el cultivo de células huésped transformadas con
una secuencia de ADN que codifica una variante en una placa de agarosa que contiene almidén y la identificacion de
células huésped que degradan el almidon. Pruebas adicionales en cuanto a propiedades alteradas (incluyendo la
actividad especifica, especificidad de sustrato, patron de escision, termoactivation, pH 6ptimo, dependencia del pH,
condiciones 6ptimas de temperatura, y cualquier otro parametro) pueden llevarse a cabo de conformidad con métodos
conocidos en la técnica.

Expresién de variantes de a-amilasas

[0090] De acuerdo con la divulgacion, una secuencia de ADN que codifica la variante producida por métodos
anteriormente descritos, o por cualesquiera métodos alternativos conocidos en la técnica, puede ser expresada, en
forma de enzima, usando un vector de expresidon que normalmente incluye secuencias de control que codifican un
promotor, operador, el sitio de unién al ribosoma, sefial de iniciacidon de la traduccién, y, opcionalmente, un gen represor
o varios genes activadores.

[0091] El vector de expresion recombinante que lleva la secuencia de ADN que codifica una variante de a-amilasa de la
invenciéon puede ser cualquier vector que pueda convenientemente ser sometido a procedimientos de ADN
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recombinante, y la eleccion del vector dependera a menudo de la célula huésped en la que se va a introducir. Asi, el
vector puede ser un vector de replicacién auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracromosémica,
cuya replicacion es independiente de la replicacion cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un bacteriéfago o un
elemento extracromosémico, minicromosoma o un cromosoma artificial. Alternativamente, el vector puede ser uno que,
cuando se introduce en una célula huésped, se integra en el genoma de la célula huésped y se replica junto con el
cromosoma(s) en el que se ha integrado.

[0092] En el vector, la secuencia de ADN deberia estar operativamente conectada a una secuencia promotora
adecuada. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre actividad transcripcional en la célula
huésped de eleccion y puede ser derivado de genes que codifican proteinas bien homadlogas o heterdlogas a la célula
huésped. Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de ADN que codifica una
variante de a-amilasa de la invencion, especialmente en un huésped bacteriano, son el promotor del operén lac de E.
coli, Streptomyces coelicolor los del gen de agarasa dagA de promotores, los promotores del Bacillus licheniformis gen
de a-amilasa (amyL), los promotores de los géneros Bacillus stearothermophilus, gen de amilasa maltogénica (amyM),
los promotores de los géneros Bacillus amyloliquefaciens a-amilasa (amyQ), los promotores de los géneros Bacillus
subtilis genes xylA y xyIB etc Para la transcripciéon en un huésped fungico, ejemplos de promotores utiles son aquellos
derivados del gen que codifica la amilasa TAKA de A. oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, A. niger
neutro a-amilasa, A. niger estable a los acidos a-amilasa, glucoamilasa de A. niger, lipasa de Rhizomucor miehei, la
proteasa alcalina de A. oryzae, A. oryzae, triosa fosfato isomerasa o A. nidulans, acetamidasa. Para la transcripciéon en
un huésped fungico, ejemplos de promotores utiles son aquellos derivados del gen que codifica . TAKA amilasa
A.oryzae, proteinasa aspartica Rhizomucor miehei, a-amilasa neutra de A.niger, a-amilasa acido establede A. niger,
glucoamilasa A. niger, lipasa Rhizomucor miehei, proteasa alcalina A. oryzae, isomerasa de fosfato de triosaA.oryzae o
acetamidasa A.nidulans.

[0093] El vector de expresion de la invencion también puede comprender un terminador de transcripcion adecuado v,
en eucariotas, secuencias de poliadenilacion operativamente conectadas a la secuencia de ADN que codifica la variante
de a-amilasa de la invencion. Las secuencias de terminacién y de poliadenilacion pueden derivar adecuadamente
pueden de las mismas fuentes que el promotor.

[0094] EIl vector puede comprender ademas una secuencia de ADN que permita que el vector se replique en la célula
huésped en cuestion. Ejemplos de tales secuencias son los origenes de replicacion de plasmidos pUC19, pACYC177,
pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

[0095] EI vector también puede comprender un marcador seleccionable, por ejemplo, un gen cuyo producto
complementa un defecto en la célula huésped, tales como los genes dal de B. subtilis o B. licheniformis, o uno que
confiera resistencia a antibiéticos tales como ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o resistencia a la tetraciclina. Por otra
parte, el vector puede comprender marcadores de seleccion de Aspergillus tales como amdS, argB, niaD y sC, un
marcador que dé lugar a resistencia a la higromicina, o la seleccién puede llevarse a cabo mediante la co-
transformacion, por ejemplo, como se describe en el documento WO 91/17243.

[0096] Mientras que la expresion intracelular puede ser ventajosa en algunos aspectos, por ejemplo, cuando se utilizan
determinadas bacterias como células huésped, se prefiere generalmente que la expresion sea extracelular. En general,
el las a-amilasas Bacillus mencionadas en este documento comprenden una prerregion que permite la secrecion de la
proteasa expresada en el medio de cultivo. Si se desea, esta prerregidon puede ser sustituida por una prerregion
diferente o secuencia sefal, convenientemente realizada mediante la sustitucién de las secuencias de ADN que
codifican las respectivas prerregiones.

[0097] Los procedimientos usados para enlazar el constructo de ADN de la invenciéon que codifica una variante de a-
amilasa, el promotor, terminador y otros elementos, respectivamente, y para insertarlas en vectores adecuados que
contienen la informacidén necesaria para la replicaciéon, son bien conocidos para las personas expertas en la técnica
(véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989)).

[0098] La célula de la invencién, ya sea que comprende una construccion de ADN o un vector de expresion de la
invencion tal como se ha definido anteriormente, se utiliza ventajosamente como una célula huésped en la produccion
recombinante de una variante de a-amilasa de la invencion. La célula puede ser transformada con el constructo de ADN
de la invencion que codifica la variante, integrando convenientemente el constructo de ADN (en una o mas copias) en el
cromosoma huésped. Esta integraciéon se considera generalmente que es una ventaja, ya que es mas probable que la
secuencia de ADN se mantenga estable en la célula. La integracion de los constructos de ADN en el cromosoma
huésped puede ser realizada segun métodos convencionales, por ejemplo, por recombinacion homoéloga o heteréloga.
Alternativamente, la célula puede ser transformada con un vector de expresién como se ha descrito anteriormente en
relaciéon con los diferentes tipos de células huésped.

[0099] La célula de la invencién puede ser una célula de un organismo superior tal como un mamifero o un insecto,

pero es preferiblemente una célula microbiana, por ejemplo, una célula bacteriana o una fungica (incluyendo la
levadura).
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[0100] Ejemplos de bacterias adecuadas son las bacterias grampositivas como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, o Streptomyces lividans
orStreptomyces murinus, o las bacterias gramnegativas como la E. coli. La transformacién de las bacterias puede, por
ejemplo, ser efectuada por transformacion de protoplastos o mediante el uso de células competentes de una manera
conocida per se.

[0101] EIl organismo de la levadura puede ser seleccionado favorablemente de una especie de Saccharomyces o
Schizosaccharomyces, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae. El hongo filamentoso puede pertenecer ventajosamente
a una especie de Aspergillus, por ejemplo, Aspergillus oryzae o Aspergillus niger. Las células fungicas pueden ser
transformadas mediante un proceso que implica la formacién de protoplastos y la transformacion de los protoplastos
seguido de la regeneracion de la pared celular en una manera conocida per se. Un procedimiento adecuado para la
transformacion de células huéspedes de Aspergillus se describe en el documento EP 238 023.

[0102] En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a un método de produccién de una variante de a-
amilasa de la invencién, dicho método comprende el cultivo de una célula huésped como se ha descrito anteriormente
bajo condiciones propicias para la produccién de la variante y la recuperacion de la variante de las células y/o medio de
cultivo.

[0103] EI medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para el cultivo de la
célula huésped en cuestion y obtener la expresién de la variante de a-amilasa de la invencién. Los medios adecuados
estan disponibles de proveedores comerciales o pueden ser preparados segun recetas publicadas (por ejemplo, como
se describe en catalogos de la American Type Culture Collection).

[0104] La variante de a-amilasa secretada de las células huésped puede ser convenientemente recuperada del medio
de cultivo mediante procedimientos bien conocidos, incluyendo la separacion de las células del medio por centrifugacion
o filtracion, y precipitacion de los componentes proteinicos del medio por medio de un sal tal como sulfato de amonio,
seguido del uso de procedimientos cromatograficos tales como cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de
afinidad, o similares .

Aplicaciones industriales

[0105] Las variantes de a-amilasa de esta invencidn poseen propiedades valiosas que permiten una variedad de
aplicaciones industriales. En particular, variantes de la enzima de la invencién son aplicables como componente en
composiciones detergentes de lavado, lavavajillas y de limpieza de superficies duras. Numerosas variantes son
particularmente utiles en la produccion de edulcorantes y etanol a partir de almidén, y/o para el desencolado textil.
Condiciones para procesos de conversion de almidon convencionales, incluyendo la licuefaccion del almidén y/o
procesos de sacarificacion, estan descritos en, por ejemplo, EE.UU. 3.912.590 y en las publicaciones de patente EP N.°
252,730y 63,909 .

[0106] Produccién de edulcorantes a partir de almidéon : Un proceso " tradicional " para la conversiéon de almidén en
jarabes de fructosa normalmente consiste en tres procesos enzimaticos consecutivos, a saber, un proceso de
licuefaccion seguido de un proceso de sacarificacion y un proceso de isomerizacion. Durante el proceso de licuefaccion,
el almidén se degrada a dextrinas por una a-amilasa (por ejemplo, Termamyl™) a valores de pH entre 55y 6.2y a
temperaturas de 95 a 160 °C durante un periodo de aprox. 2h. Con el fin de garantizar una estabilidad enzimatica
6ptima bajo estas condiciones, se aflade 1 mM de calcio (40 ppm de iones libres de calcio).

[0107] Después del proceso de licuefaccion las dextrinas se convierten en dextrosa mediante la adicion de una
glucoamilasa (por ejemplo, AMG™) y una enzima desramificante, tal como una isoamilasa o una pululanasa (por
ejemplo, Pro-mozyme™). Antes de esta etapa, el pH se reduce a un valor por debajo de 4.5, manteniendo la
temperatura alta (por encima de 95 °C), y la actividad a-amilasa de licuacion se desnaturaliza. La temperatura se baja a
60 °C y se afaden la glucoamilasa y la enzima desramificante. El proceso de sacarificacion procede durante 24-72
horas. Después del proceso de sacarificacion el pH se aumenta a un valor en el intervalo de 6-8, preferiblemente pH
7.5, y el calcio se elimina mediante intercambio i6nico. El jarabe de dextrosa es luego convertido en jarabe rico en
fructosa usando, por ejemplo, un glucosa isomerasa inmovilizada (tal como Sweetzyme™).

[0108] Al menos 3 mejoras enzimaticas de este proceso podrian contemplarse. Las tres mejoras, todas ellas, podrian
ser vistas como beneficios individuales, pero cualquier combinacion (por ejemplo, 1+2, 1+3, 2+3 o 1+2+3) se podria
emplear:

Mejora 1. Reduccion de la dependencia de calcio de la a-amilasa de licuacion.

[0109] Se requiere que la adicion de calcio libre asegure adecuadamente una alta estabilidad de la a-amilasa, pero el

calcio libre inhibe fuertemente la actividad de la glucosa isomerasa y necesita ser eliminado, por medio de una
operacion de unidad costosa, hasta un punto en el que reduzca el nivel de calcio libre por debajo de 3-5 ppm. Los
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ahorros de costes se podrian obtener si tal operacion pudiera ser evitada y el proceso de licuefaccion pudiera ser
realizado sin adicién de iones de calcio libres.

[0110] Para lograrlo, es necesaria una a-amilasa tipo Termamyl con menor dependencia del calcio que sea estable y
altamente activa a concentraciones bajas de calcio libre (<40 ppm). Tal a-amilasa tipo Termamyl deberia tener un pH
6ptimo a un pH en el rango de 4.5 a 6.5, preferiblemente en el intervalo de 4.5 a 5.5.

Mejora 2. Reduccion de la formacion de productos de Maillard indeseados

[0111] La extension de la formacion de productos de Maillard no deseados durante el proceso de licuefaccion depende
del pH. El pH bajo favorece la reduccion de la formacion de productos de Maillard. Por lo tanto, seria deseable poder
bajar el pH del proceso de alrededor de pH 6,0 a un valor de alrededor de pH 4,5, por desgracia, todas las a-amilasas
tipo Termamyl termoestables y conocidas cominmente no son muy estables a pH bajo (es decir, pH <6,0) y su actividad
especifica es generalmente baja.

[0112] EIl logro del objetivo antes mencionado requiere una a-amilasa tipo Termamyl que es estable a pH bajo en el
rango de 4.5 a 5.5 y en las concentraciones de calcio libre en el rango de 0-40 ppm, y que mantiene una alta actividad
especifica.

Mejora 3.

[0113] Se ha informado anteriormente (patente de EE.UU. 5.234.823) que en caso de sacarificacién con glucoamilasa
de A. niger y pululanasa de B. acidopullulyticus, la presencia de la actividad de a-amilasa residual del proceso de
licuefaccién puede conducir a la disminucién de los rendimientos de dextrosa si la a-amilasa no es inactivada antes de
la fase de sacarificacion. Esta inactivacion tipicamente puede llevarse a cabo mediante el ajuste del pH por debajo de
4.3 a 95 °C, antes de bajar la temperatura a 60 °C para la sacarificacion.

[0114] La razén de este efecto negativo en el rendimiento de dextrosa no se entiende completamente, pero se supone
que la a-amilasa de licuefaccion (por ejemplo, Termamyl™ 120 L de B. licheniformis). genera "dextrinas limite" (que son
sustratos pobres para pululanasa de B. acidopullulyticus) mediante hidrélisis de enlaces glucosidicos alfa 1,4 cercay a
ambos lados de los puntos de ramificacion en la amilopectina. La hidrélisis de estas dextrinas limite por la glucoamilasa
conduce a una acumulacion del trisacarido panosa, que solo es hidrolizado lentamente por la glucoamilasa.

[0115] EIl desarrollo de una a-amilasa termoestable que no sufra de esta desventaja seria una mejora de proceso
importante, ya que no seria necesario ningun paso de inactivacion por separado.

[0116] Si se desarrolla una a-amilasa tipo Termamyl estable a pH bajo, una alteracién de la especificidad podria ser
una ventaja necesaria en combinacién con el aumento de la estabilidad a pH bajo.

[0117] La metodologia y los principios de la presente invencion permiten disefiar y producir variantes de acuerdo con la
divulgacion que tienen propiedades requeridas como se indicé anteriormente. A este respecto, las mutaciones
particularmente interesantes son las mutaciones en una a-amilasa tipo Termamyl [por ejemplo Termamyl™ en si mismo
(a-amilasa de B. licheniformis; SEC ID N.° 2), o una a-amilasa tipo Termamyl que tiene una secuencia de aminoacidos
N-terminal (es decir, la secuencia parcial hasta la posiciéon del aminoacido correspondiente a la posicion 35 en
Termamyl™) que es idéntica a la de a-amilasa de B. amyloliquefaciens (SEC ID N.° 4), es decir, una a-amilasa tipo
Termamyl que tiene la siguiente secuencia N-terminal con respecto a la secuencia de aminoacidos de Termamy|™:
A1*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H35I, donde un asterisco (*) indica delecion del
residuo de aminoacido en cuestién] en posiciones correspondientes a cualquiera de las siguientes posiciones en
Termamyl™:
H156
A181
A209
[0118] Sustituciones particularmente preferidas en las posiciones indicadas anteriormente son las siguientes:
H156Y
A181T

A209V
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las siguientes mutaciones multiples:

H156Y+A181T+A209V;

H156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S
A1*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H351+H156Y+A181T+A 209V;
A1*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H351+H156Y+A181T+N 190F+A209V; o
A1*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H351+H156Y+A181T+N 190F+A209V+Q264S.

[0119] Como ya se ha indicado, numerosas variantes de acuerdo con la invencion son particularmente adecuadas para
su uso en la conversion del almidén, por ejemplo, en la licuefaccion de almidén. A este respecto, un aspecto adicional
de la presente descripcion se refiere a composiciones que comprenden una mezcla de:

(i) la a-amilasa de B. licheniformis que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 2 con una o mas variantes (a-
amilasas mutantes) derivadas de (como la a-amilasa tipo Termamyl) la a-amilasa de B. stearothermophilus que tiene la
secuencia mostrada en la SEC ID N.°6; o

(i) la a-amilasa de B. stearothermophilus que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 6 conuna o mas variantes
(a-amilasas mutantes) derivadas de una o mas a-amilasas tipo Termamyl (por ejemplo, de la a-amilasa de B.
licheniformis que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 2 o de una de las otras a-amilasas progenitoras tipo
Termamyl nombradas especificamente en este documento); o

(iii) una 0 mas variantes (a-amilasas mutantes) derivadas de (como la a-amilasa tipo Termamyl) la a-amilasa de B.
stearothermophilus que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 6 con una o mas variantes (a-amilasas mutantes)
segun la invencién derivadas de una o mas a-amilasas tipo Termamyl (por ejemplo, de la a-amilasa de B. licheniformis
que tiene la secuencia mostrada en la SEC ID N.° 2 o de una de las otras a-amilasas progenitoras tipo Termamyl
nombradas especificamente en este documento).

[0120] Mutaciones preferidas de una variante de a-amilasa de B. stearothermophilus a incorporar en dicha mezcla
incluye sustituciones en N193 y/o en E210, y/o las deleciones de pares R179*+G180* o 1181*+G182* (usando la
numeracion de la secuencia de aminoacidos para esta a-amilasa particular).

[0121] Las composiciones de uno de los ultimos tipos, que contienen a-amilasa de B. stearothermophilus o una variante
de la misma de acuerdo con la invencion, parecen tener un gran potencial para su uso en la licuefaccién de almidén. La
relacion (expresada, por ejemplo, en términos de mg de proteina amilolitica activa por litro de medio liquido) entre los
componentes a-amiloliticos individuales de una mezcla dada dependera de la naturaleza exacta y las propiedades de
cada componente.

Composiciones detergentes

[0122] Como se menciond anteriormente, las variantes de la invenciéon convenientemente se pueden incorporar en las
composiciones detergentes. Se hace referencia, por ejemplo, al documento WO 96/23874 y WO 97/07202 para mas
detalles relativos a ingredientes pertinentes de composiciones detergentes (tales como detergentes para lavar platos o
ropa), métodos apropiados de formulacion de las variantes en tales composiciones detergente, y para ejemplos de tipos
pertinentes de composiciones detergentes.

[0123] Composiciones detergentes que comprenden una variante de la invenciéon pueden comprender adicionalmente
una o mas de otros enzimas, tales como una lipasa, cutinasa, proteasa, celulasa, peroxidasa o lacasa, y/u otra a-
amilasa.

[0124] Variantes de a-amilasa de la invencion pueden ser incorporadas en detergentes a concentraciones empleadas
convencionalmente. En la actualidad se contempla que una variante de la invenciéon se pueda incorporar en una
cantidad correspondiente a 0,00001-1mg (calculado como proteina enzimatica pura activa) de a-amilasa por litro de
liquido de lavado/lavaplatos usando niveles de dosificacion convencionales de detergente.

[0125] La presente invencion se describe adicionalmente con referencia al dibujo adjunto, en el que:
La Fig. 1 muestra la secuencia de ADN, junto con el codén de parada TAA, que codifica la cepa de Bacillus NCIB 12512
de a-amilasa que se describe en el documento WO 95/26397, junto con la secuencia de aminoacidos de la a-amilasa

codificada (véase la Fig. 2).

La Fig. 2 es una alineacién de las secuencias de aminoacidos de cuatro a-amilasas progenitoras tipo Termamyl. Los
numeros en el extremo izquierdo designan las secuencias de aminoacidos respectivas como sigue:

la secuencia de aminoacidos de la cepa de Bacillus NCIB 12512 de a-amilasa que se describe en el
documento WO 95/26397;
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2: la secuencia de aminoacidos de la cepa de Bacillus NCIB 12513 de a-amilasa que se describe en el
documento WO 95/26397;

3: la secuencia de aminoacidos de la a-amilasa de B. stearothermophilus como se muestra en la SEC ID
N.° 6 en este documento;

4: la secuencia de aminoacidos de la cepa Bacillus sp. # 707 de a-amilasa descrita por Tsukamoto et al. en
Biochem. Biophys. Res. Commun. 151 (1988), pags.25-31 .

[0126] Los numeros en el extremo derecho de la figura dan el numero total corriente de aminoacidos para cada una de
las secuencias en cuestion. Notese que para la secuencia numerada 3 (correspondiente a la secuencia en la SEQ ID N
° 6), la alineacién da como resultado "huecos" en las posiciones correspondientes al aminoacido N © 1 y N ° 175,
respectivamente, en las secuencias numeradas 1, 2 y 4.

[0127] La Fig. 3 ilustra la estrategia de PCR empleada en el Ejemplo 2 (véase mas adelante).
MATERIALES Y METODOS

Construccion de pSNK101

[0128] Este vector transportador de E. coli/Bacillus se puede utilizar para introducir mutaciones sin expresion de la a-
amilasa en E. coli y luego ser modificado de tal manera que la a-amilasa sea activa en Bacillus . El vector se construy6
de la siguiente manera: El gen de la a-amilasa en el vector pX (pDN1528 con las siguientes alteraciones dentro de
amyL: BAN (1-33), H156Y, A181T, N190F, A209V, Q264S, el plasmido pDN1528 se describe adicionalmente en el
Ejemplo 1) fue inactivado mediante la interrupcién en el sitio Pstl en la region codificante 5' del gen de la a-amilasa
mediante un fragmento de 1,2 kb que contiene un fragmento de origen de E. coli. Este fragmento se amplificé a partir de
las pUC19 (GenBank n ° de acceso: X02514) utilizando el cebador directo: 5'-gacctgcagtcaggcaacta-3' y el cebador
inverso: 5'-tagagtcgacctgcaggcat-3'. La amplificacion de PCR y el plasmido que contiene el gen pX de a-amilasa fueron
digeridos con Pstl a 37 °C durante 2 horas. El fragmento de vector pX y el amplicon de origen E. coli fueron ligados a
temperatura ambiente durante 1 hora y transformados en E. coli mediante electrotransformacion. El vector resultante se
denomina pSnK101.

Fermentacion y purificacion de variantes de a-amilasa

[0129] Una cepa de B. subtilis que albergue el plasmido de expresion relevante se coloca en lineas sobre una placa de
agar LB con 15 pg/ml de cloranfenicol a partir de un calco a -80 °C, y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Las
colonias se transfirieron a 100 ml de medios BPX suplementados con 15 pg/ml de cloranfenicol en un matraz de
agitacion de 500 ml. Composicién del medio BPX:

Almidén de patata 1 g/l

Harina de cebada 50 g/l
BAN 5000 SKB 0,14/

Caseinato sodico 10 g/l

Harina de soja 20 g/l
Naz HPO4, 12 H,O 9 g/l
Pluronic™ 0,149/

[0130] El cultivo es agitado a 37°C a 270 rpm durante 5 dias.

[0131] Las células y restos celulares se eliminan del caldo de fermentacion por centrifugado a 4500 rpm en 20-25
minutos. Después, el sobrenadante se filtra para obtener una solucién completamente clara. El filtrado se concentra y se
lava en un filtro UF (membrana de corte de 10000) y el tampén se cambia a 20 mM de acetato de pH 5,5. El producto
filtrado por UF es aplicado en una S-sepharose F.F. y se realiza la elucién mediante una elucion por fases con 0.2 M
NaCl en el mismo tampodn. El eluato es dializado contra 10 mM de Tris, pH 9.0 y aplicado en una Q-sepharose F.F. y
eluido con un gradiente lineal de 0-0,3 M de NaCl sobre 6 volimenes de columna. Las fracciones que contienen la
actividad (medida por el ensayo Phadebas) son agrupadas, el pH se ajustdé a pH 7.5 y el color restante fue eliminado
mediante un tratamiento con 0,5% W/vol. de carbén activo en 5 minutos.
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Ensayo para la actividad a-amilasa

[0132] La actividad a-amilasa esta determinada por un método que utiliza comprimidos de Phadebas® como sustrato.
Los comprimidos de Phadebas.(Phadebas® Amylase Test, suministrada por Pharmacia Diagnostic) contienen un
polimero de almidén azul insoluble entrecruzado que ha sido mezclado con albumina de suero bovino y una sustancia
del tampén y colocado en comprimidos.

[0133] Para cada medicion individual una pastilla es suspendida en un tubo que contiene 5 ml de tampdn Britton-
Robinson 50 mM (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 es realizada al bafio maria a la temperatura de interés. La a-amilasa
que debe evaluarse es diluida en x ml de 50 mM de tampén Britton-Robinson. 1 ml de esta solucién de a-amilasa es
afiadido a 5 ml de tampdn Britton-Robinson 50 mM. El almidon es hidrolizado por la a-amilasa dando fragmentos azules
solubles. La absorbancia de la solucién azul resultante, medida espectrofotométricamente a 620 nm, es una funcién de
la actividad a-amilasa.

[0134] Es importante que la absorbancia medida de 620 nm después de 10 o 15 minutos de incubacién (duracién de
la prueba) esté en el intervalo de 0,2 a 2,0 unidades de absorbancia a 620 nm. En este intervalo de absorbancia hay
linealidad entre actividad y absorbencia (ley de Lambert-Beer). La dilucién de la enzima debe en consecuencia ser
ajustada para cumplir este criterio. Bajo un grupo especifico de condiciones (temp., pH, tiempo de reaccién, condiciones
del tampdn) 1 mg de una a-amilasa dada hidrolizara una cantidad determinada de sustrato y se producira un color azul.
La intensidad del color es medida a 620 nm. La absorbencia medida es directamente proporcional a la actividad
especifica (actividad/mg de proteina pura de a-amilasa) de la a-amilasa en cuestion bajo el grupo dado de condiciones.

Método general para la mutagénesis aleatoria mediante el uso del programa DOPE

[0135] La mutagénesis aleatoria puede llevarse a cabo mediante los siguientes pasos:

1. Seleccionar las regiones de interés para la modificacion de la enzima madre.

2. Decidir sobre sitios de mutacion y sitios no mutados en la region seleccionada.

3. Decidir qué tipo de mutaciones deberian llevarse a cabo, por ejemplo, con respecto a la estabilidad deseada y/o el
rendimiento de la variante que se construira.

4. Seleccionar mutaciones estructuralmente razonables.

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

6. Analizar mediante el uso de un algoritmo de dopado adecuado la distribucion de nucledétidos.

7. Si es necesario, ajustar los residuos deseados al realismo del cédigo genético (por ejemplo, teniendo en cuenta las
limitaciones que resultan del coédigo genético (por ejemplo, con el fin de evitar la introduccion de codones de parada)) (la
persona experta sera consciente de que algunas combinaciones de codén no se pueden utilizar en la practica y tendra
que ser adaptado).

8. Producir cebadores.

9. Realizar mutagénesis aleatoria mediante el uso de los cebadores.

10. Seleccionar las variantes de a-amilasa resultantes mediante la seleccién de las propiedades mejoradas deseadas.

[0136] Algoritmos de dopado adecuados para su uso en el paso 6 son bien conocidos en la técnica. Un algoritmo es
descrito por Tomandl, D. et al., Journal of Computer-Aided Molecular Design, 11 (1997), pp. 29-38). Otro algoritmo,
DOPE, es descrito a continuacion:

Programa de dopado

[0137] EIl programa "DOPE" es un algoritmo informatico util para optimizar la composicién de nucleétidos de un codoén
triplete de tal manera que codifica una distribucion de aminoacidos que se asemeja mas a la distribucién de
aminoacidos deseada. Con el fin de evaluar cual de las distribuciones posibles es la mas similar a la distribucion de
aminoacidos deseada, se necesita una funcién de puntuacion. En el programa "Dope" se encontré la siguiente funcion
que se adapta:

(7 (1)

Y, (l—y,)l"'

donde x; son las cantidades obtenidas de acidos y grupos de aminoacidos, calculada por el programa de aminoacidos, y;
son las cantidades deseadas de acidos y grupos de aminoacidos amino definidos por el usuario del programa (por
ejemplo, especificar cuales de los 20 aminoacidos o codones de parada se quieren introducir, por ejemplo, con un cierto
porcentaje (por ejemplo 90% Ala, 3% lle, 7% de Val), w; se asignan factores de peso tal como se define por el usuario
del programa (por ejemplo, en funcién de la importancia de tener un residuo de aminoacido especifico insertado en la
posicion en cuestion). N es 21 mas el numero de grupos de aminoacidos tal como se define por el usuario del programa.
Para los propésitos de esta funcion 0 ° se define como 1.

S=

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2432519713

[0138] Un algoritmo de Monte-Carlo (un ejemplo es el descrito por Valleau, J.P. & Whittington, S.G. (1977) A guide to
Mont Carlo for statistical mechanics: 1 Highways. In "Stastistical Mechanics, Part A" Equlibrium Technigeues ed. B.J.
Berne, New York: Plenum) se utiliza para encontrar el valor maximo de esta funcion. En cada iteracion se realizan los
siguientes pasos:

1.Una nueva composiciéon de nucleétidos aleatoria se elige para cada base, donde la diferencia absoluta entre la
corriente y la nueva composicidon es menor que o igual a d para cada uno de los cuatro nucleétidos G, A, T, C en las tres
posiciones del codén (véase la definicion de d).

2.Las puntuaciones de la nueva composicion y la composicion actual se comparan mediante el uso de la funcién s como
se describe anteriormente. Si la nueva puntuacion es superior o igual a la puntuacién de la composicién actual, la nueva
composicion se mantiene y la composicién actual se cambia a la nueva. Si la nueva puntuacion es mas pequeia, la
probabilidad de mantener la nueva composicion es exp(1000(new_score-current_score)).

[0139] Un ciclo consiste normalmente en -1000 iteraciones como se describié anteriormente en donde d va decreciendo
linealmente de 1 a 0. Cien o mas ciclos se llevan a cabo en un proceso de optimizacion. La composicion de nucleotidos
que resulta en la puntuacion mas alta se presenta finalmente.

EJEMPLO 1
Construccioén de variantes de Termamyl™

[0140] Termamyl (a-amilasa de B. licheniformis de la SEC ID N.°: 2) se expresa en B. subtilis a partir de un plasmido
indicado pDN1528. Este plasmido contiene el gen completo que codifica Termamyl, amyL, cuya expresion esta dirigida
por su propio promotor. Ademas, el plasmido contiene el origen de replicacion, ori, del plasmido pUB110 y el gen cat del
plasmido pC194 que confiere resistencia hacia el cloranfenicol. pPDN1528 se muestra en la Fig. 9 del documento WO
96/23874.

[0141] Se prepard un vector de la mutagénesis especifica que contiene una mayor parte de la regidon codificante de la
SEC ID N.° 1. Las caracteristicas importantes de este vector, denominado pJeEN1, incluyen un origen de replicacion
derivado de los plasmidos pUC, el gen cat que confiere resistencia hacia el cloranfenicol, y una version con
desplazamiento de marco del gen bla, cuyo tipo salvaje normalmente confiere resistencia hacia la ampicilina (fenotipo
ampR). Esta versién mutada resulta en un fenotipo amps. El plasmido pJeEN1 se muestra en la Fig. 10 del documento
WO 96/23874, y el E. coli origen de replicacion, ori, bla, cat, la versién 5'-truncada del gen de amilasa Termamyl, y sitios
de restriccion seleccionados estan indicados en el plasmido.

[0142] Las mutaciones se introducen en amyL por el método descrito por Deng y Nickoloff (1992, Anal. Biochem. 200,
pp. 81-88) salvo que los plasmidos con el "cebador de seleccion" (cebador # 6616, véase mas adelante) incorporados
sean seleccionados en base al fenotipo ampR de células de E. coli transformadas que contienen un plasmido con un gen
bla reparado, en lugar de emplear la seleccidon por digestion con enzimas de restriccion como se explica en Deng y
Nickoloff. Productos quimicos y enzimas usados para la mutagénesis fueron obtenidos a partir del kit de mutagénesis
ChameleonO de Stratagene (niimero de catalogo 200509).

[0143] Después de la verificacion de la secuencia de ADN en los plasmidos variantes, el gen truncado, que contiene la
alteracion deseada, es subclonado en pDN1528 como un fragmento Pstl-EcoRl y transformado en la cepa de Bacillus
subtilis con deplecién de proteasa y amilasa SHA273 (descrita en W092/11357 y WO95/10603 para expresar la enzima
variante.

[0144] La variante de Termamyl V54W fue construida por el uso del siguiente cebador de mutagénesis (escrito 5'a 3',
de izquierda a derecha): PG GTC GTA GGC ACC GTAGCC CCAATCCGC TTG

[0145] La variante de Termamyl A52W+V54W fue construida por el uso del siguiente cebador de mutagénesis (escrito
5'a 3', de izquierda a derecha): PG GTC GTA GGC ACC GTA GCC CCA ATC CCATTG GCT CG

Cebador # 6616 (escrito 5'a 3', de izquierda a derecha, P denota un fosfato 5'): P CTG TGA CTG GTG AGT ACT CAA
CCAAGTC

[0146] La variante de Termamyl V54E fue construida por el uso del siguiente cebador de mutagénesis (escrito 5'-3', de
izquierda a derecha): PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC TCATCC GCTTG

[0147] La variante de Termamyl V54M fue construida por el uso del siguiente cebador de mutagénesis (escrito 5'-3', de
izquierda a derecha): PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCC ATATCC GCT TG

[0148] La variante de Termamyl V541 fue construida por el uso del siguiente cebador de mutagénesis (escrito 5'-3', de
izquierda a derecha): PGG TCG TAG GCA CCG TAG CCAATATCC GCTTG

[0149] Las variantes de Termamyl Y290E y Y290K fueron construidas mediante el uso del siguiente cebador de la
mutagénesis (escrito 5'-3', de izquierda a derecha): PGC AGC ATG GAA CTG CTY ATG AAG AGG CAC GTC AAAC
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Y representa una mezcla igual de C y T. La presencia de un codén que codifica bien glutamato o lisina en la posicion
290 fue verificada por secuenciacion del ADN.

[0150] La variante de Termamyl N190F fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5'-3',
de izquierda a derecha): PCA TAG TTG CCG AAT TCATTG GAAACTTCC C

[0151] La variante de Termamyl N188P+N190F fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis
(escrito 5'-3', de izquierda a derecha): PPCA TAG TTG CCG AAT TCA GGG GAAACT TCC CAATC

[0152] La variante de Termamyl H140K+H142D fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis
(escrito 5'-3', de izquierda a derecha): PCC GCG CCC CGG GAA ATC AAATTT TGT CCA GGC TTT AAT TAG

[0153] La variante de Termamyl H156Y fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5'-3',
de izquierda a derecha): PCA AAA TGG TAC CAA TAC CAC TTAAAATCG CTG

[0154] La variante de Termamyl A181T fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5'-3',
de izquierda a derecha): PCT TCC CAATCC CAA GTC TTC CCT TGA AAC

[0155] La variante de Termamyl A209V fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5'-3',
de izquierda a derecha): PCTT AAT TTC TGC TAC GAC GTC AGG ATG GTC ATA ATC

[0156] La variante de Termamyl Q264S fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5'-3',
de izquierda a derecha): PCG CCC AAG TCA TTC GAC CAG TAC TCA GCT ACC GTA AAC

[0157] La variante de Termamyl S187D fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5'-3',
de izquierda a derecha): PGC CGT TTT CAT TGT CGA CTT CCC AAT CCC

[0158] La variante de Termamyl DELTA (K370-G371-D372) (es decir, eliminada de residuos de aminoacidos nos. 370,
371 y 372) fue construida por el uso del siguiente cebador de la mutagénesis (escrito 5'-3', de izquierda a derecha):
PGG AAT TTC GCG CTG ACT AGT CCC GTA CAT ATC CcCC

[0159] La variante de Termamyl DELTA(D372-S373-Q374) fue construida por el uso del siguiente cebador de
mutagénesis (escrito 5'-3', de izquierda a derecha):PGG CAG GAATTT CGC GAC CTTTCG TCC CGT ACATATC

[0160] Las variantes de Termamyl A181T y A209V fueron combinadas a A181T+A209V mediante la digestion del
A181T que contiene plasmido tipo pDN1528 (es decir, pPDN1528 conteniendo dentro de amyL la mutacién que da como
resultado la alteracion de A181T) y el plasmido tipo pDN1528 que contiene A209V (es decir, pDN1528 que contiene
dentro amyL la mutacion que da como resultado la alteracion A209V) con la enzima de restriccion Cla | que corta los
plasmidos tipo pDN1528 dos veces dando como resultado un fragmento de 1116 pb y la parte-vector (es decir, contiene
el origen de replicacion del plasmido) de 3850 pb. El fragmento que contiene la mutacion A209V y la parte del vector
que contiene la mutacion A181T se purificaron mediante el kit de extraccion de gel QlAquick (adquirido de Qiagen)
después de la separacion en un gel de agarosa. El fragmento y el vector fueron ligados y transformados en la cepa
deBacillus subtilis con deplecion de proteasa y amilasa mencionada anteriormente. El plasmido de amy+ (limpieza de
zonas en almidon que contiene placas de agar) y los transformantes resistentes a cloranfenicol fueron analizados para
la presencia de ambas mutaciones en el plasmido.

[0161] En forma similar a como se ha descrito anteriormente, H156Y y A209V fueron combinados utilizando las
endonucleasas de restriccion Acc651 y EcoRI, dando H156Y+A209V.

[0162] H156Y +A209V y A181T+A209V fueron combinadas en H156Y+ A181T+A209V mediante el uso de
endonucleasas de restriccion Acc651 y Hindlll.

[0163] Los 35 residuos N-terminales de la parte madura de la variante de Termamyl H156Y+A181T+A209V fueron
sustituidos por los 33 residuos N-terminales de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens (SEC ID N.° 4) (que en el presente
contexto se denomina BAN) por un enfoque de SOE-PCR (Higuchi et al. 1988, Nucleic Acids Research 16:7351) de la
siguiente manera:

Cebador 19364 (secuencia 5'-3'): CCT CAT TCT GCA GCA GCA GCC GTA AAT GGC ACG CTG

Cebador 19362: CCA GAC GGC AGT AAT ACC GAT ATC CGATAAATGTTC CG

Cebador 19363: CGG ATATCG GTATTACTG CCG TCT GGATTC

Cebador 1C: CTC GTC CCA ATC GGT TCC GTC
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[0164] Una PCR estandar, reaccion en cadena de la polimerasa, se llevé a cabo utilizando la polimerasa termoestable
Pwo de Boehringer Mannheim segun las instrucciones del fabricante y los ciclos de temperatura: 5 minutos a 94 °C, 25
ciclos de (94 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 45 segundos, 72 °C durante 1 minuto), 72 °C durante 10 minutos.

[0165] Un fragmento de aproximadamente 130 pb fue amplificado en una primera PCR denotada PCR1 con los
cebadores 19364 y 19362 en un fragmento de ADN que contiene el gen que codifica la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens.

[0166] Un fragmento de aproximadamente 400 pb fue amplificado en otra PCR denotada PCR2 con los cebadores
19363 y 1C en el molde pDN1528.

[0167] PCR1 y PCR2 fueron purificadas a partir de un gel de agarosa y usadas como moldes en PCR3 con los
cebadores 19364 y 1C, que dieron lugar a un fragmento de aproximadamente 520 pb. Este fragmento contiene asi una
parte del ADN que codifica el extremo N-terminal de BAN fusionado a una parte del ADN que codifica el Termamyl a
partir del aminoacido 35.°.

[0168] El fragmento de 520 pb se subcloné en un plasmido tipo pDN1528 (que contiene el gen que codifica la variante
de Termamyl H156Y+A181T+A209V) mediante la digestién con endonucleasas de restriccion Pst | y Sacll, la ligadura y
la transformacion de la cepa de B. subtilis como se ha descrito anteriormente. La secuencia de ADN entre los sitios de
restriccion Pst | y Sac Il se verific6 mediante secuenciacion de ADN de los plasmidos extraidos de amy+y
transformantes resistentes al cloramfenicol.

[0169] La construccion final que contiene el extremo N-terminal correcto de BAN yH156Y+ A181T+A209V fue marcada
como BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+A209V.

[0170] N190F fue combinado con BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+A209V dando BAN(1-35)+ H156Y+
A181T+N190F+A209V mediante la realizacion de mutagénesis como se describié anteriormente exepto que la
secuencia de amyL en pJeEN1 fue sustituida por la secuencia de ADN que codifica la variante de Termamyl BAN(1-
35)+ H156Y+ A181T+A209V

[0171] Q264S fue combinado con BAN (1-35)+H156Y+A181T+A209V dando BAN (1-
35)+H156Y+A181T+A209V+Q264S mediante la realizacion de mutagénesis como se describid anteriormente exepto
que la secuencia de amyL en pJeEN fue sustituida por la secuencia de ADN que codifica la variante de Termamyl BAN
(1-35)+H156Y+A181T+A209V.

[0172] BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+A209V+Q264S y BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+N190F+A209V fueron combinados
en BAN(1-35)+ H156Y+ A181T+N190F+A209V+Q264S utilizando endonucleasas de restriccionBsaHI (BsaHI sitio fue
introducido cerca de la mutacion A209V) y Pstl.

EJEMPLO 2

Construccion, localizada por mutagénesis aleatoria dopada, de variantes de a-amilasa tipo Termamyl que tienen una
mejor estabilidad a pH bajo y una dependencia reducida de iones de calcio para la estabilidad en comparacién con la
enzima madre

[0173] Las a-amilasas son de gran importancia para el proceso de licuefaccion del almidon industrial. La variante de la
a-amilasa deBlicheniformis termpoestable consistiendo en los aminoacido 1-33 de la amilasa de B. amyloliquefaciens
(SEC ID N.° 4) fusionados a los aminoacidos 36-483 de la amilasa de B. licheniformis (SEC ID N.° 2) y que comprende
ademas las siguientes mutaciones:

Y156, T181, F190, V209 y S264 (la construccion de esta variante se describe en el Ejemplo 1)

tiene una estabilidad muy satisfactoria a bajo pH y concentraciones bajas de calcio. En un intento de mejorar ain mas la
estabilidad a bajo pH y baja concentracion de calcio de dicha variante de a-amilasa, se llevé a cabio una mutagénesis
aleatoria en regiones preseleccionadas.

[0174] Las regiones fueron:

Regién Residuo
I: Phe153-Thr163

II: GIn178-Asn192
: His205-Arg214
IV: Ala232-Asp237
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y

VIl Gly131-Lys136

IX: Asp164-Tyr175

X: Tyr 262-Thr278

Region cambiada % % medio Numero de residuos
total

I: 35 88 8de 11

II: 20 86 11 de 15

I 27 88 10 de 10

IV: 34 91 11 de 12

VIl 39 86 6de6

IX: 46 93 12 de 12

X: 27 90 12de 13

VIII+IX: 18

VI+IX+II: 4

+11+1V: 2

IV+I: 12

[0175] Los numeros bajo % total dan el numero total de aminoacidos de tipo salvaje (wt.) deseados en una region
determinada después de dopaje. El nimero se obtiene por la multiplicacion del numero de posiciones mutadas (por
ejemplo, 8 con respecto a la region 1) por sus respectivos wt. en peso. Con respecto a la region |, el % total deseado es
80*80*90*90*90*90*95*90/100 = 35%.

[0176] El % medio es el nivel de dopaje medio para el nimero total de posiciones de la regién en cuestion (por ejemplo,
11 posiciones con respecto a la region 1). Para la region | el % medio se calcula de la siguiente forma:
80+80+90+90+90+90+95+90= 705 dividido por 11=88%

[0177] El software de DOPE (ver Materiales y Métodos) se utilizé para determinar los codones enriquecidos para cada
cambio sugerido en las siete regiones minimizando la cantidad de codones de parada. La distribucién exacta de
nucledtidos se calculd en las tres posiciones del codon para dar la poblaciéon sugerida de cambios de aminoacidos. Las
regiones dopadas fueron dopados especificamente en las posiciones indicadas para tener una alta probabilidad de tener
los residuos deseados, pero todavia permitir otras posibilidades.

[0178] Por ejemplo, el original H156 en la secuencia wt. fue mutada en una Y, es decir, un nuevo codon, y luego
dopado 10% para los demas residuos. Esa es la secuencia de ADN que tiene el cédigo para una Y en lugar de una H.
En la posicion 156 la Tyr ha sido programado para ser 90% deseada y otros residuos se han permitido libremente. Para
algunas posiciones no era posible crear la poblaciéon sugerida de residuos de aminoacidos debido a que el cédigo
genético restringia los residuos deseados estructural y funcionalmente. Los resultantes siete oligonucleétidos dopados
se muestran en las tablas 1-7: con las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos wt. y la distribuciéon de nucleétidos
para cada posicion dopada. Todos los cebadores de la genoteca se sintetizaron en forma de cadenas con sentido.

Tabla 1: Genoteca DASI (Phe153-Thr163)

153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163

Phe Lys Trp Tyr Trp Tyr His Phe Asp Gly Thr
Cebador: 5’CGC GGC AGC ACA TAC AGC GAT T1T 2A3 TGG 45T TGG 67T

8AT TTT GAC GGA A9C GAT TGG GAC GAG TCC CGA AAG3’

Distribucidon de nucleétidos para cada posicién dopada.

1: 80% T,20% A.
2: 96% A, 2% G, 2% C.
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98% A, 2% T.

93% T, 4% G, 3% A.
97% A, 3% G.

98% T, 2% A.

97% A, 3% C.

90% C,10% T.

95% C, 5% A.

Tabla 2: Genoteca DASII (GIn178-Asn192)

178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192

Gln Gly Lys Thr Trp Asp Trp Glu Val Ser Asn Glu Phe Gly Asn
Cebador: 5'CTG AAC CGC ATC TAT AAG TTT 1AZ2 34T AAG 567 TGG GAT

88G GAl(0 GTT All1T 1213T GAA T1415 161718 AAC TAT GAT TAT TTG
ATG TAT3”’

Distribucidon de nucleétidos para cada posicién dopada.

93% C, 7% A.

84% G, 16% T.

95% G, 5% A.

95% G, 5% C.

94% A, 6% G.

95% C, 5% A.

62% T, 38% G.

87% T, 13% A.

91% G, 9% C.

92% G, 8% T.

90% G, 5% A, 5% C.
88% A, 12% C.

88% A, 12% C.

93% T, 5% A, 2% C.
97% T, 3% G.

86% G, 14% A.

89% G, 11% C.
60% G, 40% T.

© ® N o g s Wb =2
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Tabla 3: Genoteca DASIII (His205-Arg214)

205 206 207 208 209 210 211 212 213 214

His Pro Asp Val Val Ala Glu Ile Lys Arg
Cebador: 5’TAT GCC GAC ATC GAT TAT GAC 12T 3CT 456 7TT 8910 1112T

13A14 15T16 Al7A 1819A TGG GGC ACT TGG TAT GCC AAT 3’
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Distribucién de nucleétidos para cada posicién dopada.

1: 89%C, 11% T.

2: 89% A, 11% G.

3: 95% C, 2.5 %T, 2.5% A.
4: 96% G, 1% A, 3% T.

5: 96% A, 4% C.

6: 98% T, 2% A.

7: 95% G, 2.5% A, 2.5% C.
8: 93% G, 7% A.

9: 96% T, 4% A.

10: 84% A, 16% G.

11: 81% G, 7% A, 7% T,5% C.
12: 98% C, 2% A.

13: 96% G, 4% C.

14: 94% G, 6% T.

15: 82% A, 18% T.

16: 50% A, 50% T.

17: 90% A, 10% G.

18: 70% A, 30% C.

19: 86% G, 14% A

Tabla 4: Genoteca DASIV (Ala232-Asp243)

232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243

Ala Val Lys His Ile Lys Phe Ser Phe Leu Arg Asp
Cebador: 5'TTG GAC GGT TTC CGT CTT GAT 12T G3T AAA 456 7TIT AS8G

TO9T 1011T T12T 13T14 1516G GAl7 TGG GTT AAT CAT GIC AGG GAA

Distribucién de nucleétidos para cada posicién dopada.

1: 93% G, 3.5% A, 3.5% T.
2: 94% C,4% T.

3: 94% T, 6% C.

4: 93% C,2% T, 2% A, 3% G.
5: 98% A, 2% T.

6: 98% T, 2% A.

7: 95% A, 5% C.

8: 94% A, 6% G.

9: 90% T, 10% A.

10: 89% T, 11% A.

11: 89% C, 1% A.

12: 95% T, 5% A.

13: 64% C, 33% T, 3% A.
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14: 9B% A, 7% T.

15: 90% A, 10% C.

16: 90% G, 5% A, 5% C
17: 90% T, 10% A

Tabla 5: Genoteca DASVIII (Gly131-Lys136)

131 132 133 134 135 136

Gly Glu His Leu Ile lys
Cebador: 5’ GCT GAC CGC AAC CGC GTA ATT TCA 123 GA4 56T 78A 9TA

A10G GCC TGG ACA CAT TTT CAT TTT 3’
Distribucidon de nucleétidos para cada posicién dopada.

91% G, 9% A.

87% G, 13% C.
90% T, 10% G.

90% G, 10% T.

85% C,8% T, 7% A.
89% A, 9% T, 2% C.
88% T, 12% A

88% T, 1% C,1% G
92% A, 8% T

0: 93% A, 7% G

2 © ® N o g s w2

Tabla 6: Genoteca DASIX (Asp164-Tyr175)
164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175

Asp Trp Asp Glu Ser Arg lys Leu Asn Arg Ile Tyr
Cebador: 5’TGG TAC CAT TTT GAC GGA ACC GAT TGG 1A2 GAG 3CG CGA

A4G 56A A7T A8G 9 1011 T12T AAG TTT CAA GGA AAG GCT TGG 3’
Distribucidn de nucleétidos para cada posicién dopada.

94% G, 6% A.

96% T, 4% G.

92% T, 4% A, 4% G.
95% A, 5% G.

93% C, 7% A.

92% T, 8% A.

90% A, 5% G,5% C.
90% G, 10% A.

92% A, 6% G, 2% T.
92% T, 8% A.

50% T, 50% C.

96% A, 4% T.

O XN g kw2
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Tabla 7: Genoteca DASX (Tyr262-Asn278)

262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 374 275 276 277
278
Tyr Trp Ser Asn Asp Leu Gly Ala Leu Glu Asn Tyr Leu Asn Lys Thr
Asn

Cebador: 5'GAA ATG TTT ACG GTA GCT GAA T1T TGG 234 56T 7A8 91011
1213T 1415T 16T17 GA1l8 A19T T20T 21T22 A23C A24G ACA 25AT TTT
AAT CAT TCA GTG TTT GAC3’

Distribucién de nucleétidos para cada posicién dopada.

1: 95% A, 5% T.

2: 97% A, 3% G.

3: 95% G, 2.5% A, 2.5% C.
4: 94% T, 6.2% G.

5: 97%A, 3% T.

6: 94% A, 3% G, 3% C.
7: 95% G, 5% A.

8: 95% T, 5% A.

9: 52% T, 45% C, 3% A.
10: 96% T, 4% C.

11: 60% A, 40% G.

12: 90% G, 10% A.

13: 94% G, 6% C.

14: 81% G,8% A, 8% T, 3% C.
15: 98% C,2% T.

16: 90% C, 10% A.

17: 50% G, 50% T.

18: 90% A, 10% T.

19: 90% A, 5% G, 5% C.
20: 95% A, 5% T.

21: 91% T,9% A.

22: 92% A, 8% G.

23: 94% A, 3% G, 3% C.
24: 93% G, 7% A.

25: 90% A, 10% G.

Mutagénesis aleatoria

[0179] Los oligonucleétidos enriquecidos aparentes de las Tablas 1-7 (que, por definicion comun, se designa FDAS en
la Fig. 3) y cebadores reversos RDAS para cada regiéon y cebadores de B. licheniformis especificos que cubren los
sitios Sacll y Sall se utilizan para generar fragmentos de genoteca de PCR mediante el método de extension de
solapamiento (Horton et al., Gene, 77 (1989), pp . 61-68) un solapamiento de 21 bp. La Figura 3 muestra la estrategia
PCR. Los fragmentos de PCR se clonaron en el vector transportador de E. coli/Bacillus pSNK101 (véase Materiales y
Métodos) que permite la mutagénesis en E. coli y la expresion inmediata en Bacillus subtilis previniendo la acumulacién
letal de amilasas en E. coli. Después de establecer los fragmentos de PCR clonados en E. coli, un fragmento de pUC19
modificado se digirié fuera del plasmido y el promotor y el gen Termamyl mutado se conecta fisicamente y la expresion
puede tener lugar en Bacillus.
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Seleccion

[0180] Las siete genotecas pueden ser examinadas en el bajo pH y los ensayos de filtros de calcio bajo se describen a
continuacion.

Ensayo de filtro de bajo pH

[0181] Genotecas de Bacillus se colocan 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 mg/ml de cloranfenicol a 37 °C durante al menos 21 horas. La capa de acetato de celulosa se encuentra en la placa
de agar TY.

[0182] Cada sandwich de filtro se marca especificamente con una aguja después de la colocarse en placa, pero antes
de la incubacién con el fin de poder localizar variantes positivas en el filtro y el filiro de nitrocelulosa con variantes
enlazadas se transfiere a un recipiente con tampoén de citrato, pH 4,5 y se incubé a 80 °C durante 15 min. Los filtros de
acetato de celulosa con colonias se almacenan en las placas TY a temperatura ambiente hasta su uso. Después de la
incubacion, se detecta actividad residual en placas que contenian 1% de agarosa, almidén de 0,2% en tampon citrato,
pH 6,0. 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 50°C. Después de la eliminacion de los filtros, las placas de ensayo se tifieron con una
solucién de Lugol 10%. Variantes degradantes del almidon son detectadas como puntos blancos sobre un fondo azul
oscuro y luego se identifican en las placas de almacenamiento. Variantes positivas se volvieron a seleccionar dos veces
bajo las mismas condiciones que la primera seleccion.

Ensayo de filtro de bajo nivel de calcio

[0183] El ensayo se realiza de la misma manera que el ensayo de filtro de bajo pH con las siguientes modificaciones: El
filtro con las proteinas unidas se incuba a 95 °C, pH 6,0 durante 1 h. con diferentes concentraciones de EDTA (0,001
mM - 100 mM).

[0184] Las siguientes variantes se obtuvieron por el método anterior (BAN designa la la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens).

* BAN/hibrido Termamyl*+ H156Y+A181T+N190F+ A209V+Q264S+E211Q
*BAN/hibrido Termamyl*+H156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S+H205C+D207Y+A210S

[0185] Las mutaciones indicadas en negrita fueron introducidas por el método de mutagénesis aleatoria. Los datos de
estabilidad para estas variantes aparecen en la Tabla 11 en el Ejemplo 3.

[0186] De una manera analoga a la descrita anteriormente, la mutagénesis aleatoria de las siete regiones identificadas
anteriormente se llevan a cabo en la a-amilasa progenitora de B. licheniformis de la SEC ID N.° 2. El esquema de
dopaje se determina de manera analoga a la utilizada anteriormente.

EJEMPLO 3
Medicion del calcio y la estabilidad dependiente del pH

[0187] Normalmente, el proceso de licuefaccion industrial se ejecuta utilizando pH 6,0-6,2 como pH de licuefaccién y
una adicion de 40 ppm de calcio libre con el fin de mejorar la estabilidad a 95 °C-105 °C. Algunas de las sustituciones
propuestas en este documento se han realizado con el fin de mejorar la estabilidad en

1. pH inferior a pH 6,2 y/o

2. en los niveles de calcio libre inferior a 40 ppm de calcio libre.

[0188] Tres métodos diferentes han sido usados para medir las mejoras en estabilidad obtenidas por las diferentes
sustituciones en Termamyl:

1. Un ensayo que mide la estabilidad a pH reducido ligeramente, pH 5,5, en presencia de 40 ppm de calcio libre. (de
este modo, se mide la mejora de la estabilidad a pH bajo). 10 ug de la variante fueron incubados bajo las condiciones
siguientes: Una solucion de 0,1 M acetato, pH 0,1 ajustado a pH 5,5, que contiene 40 ppm de calcio y 5% p/p de
almidén de maiz comun (libre de calcio). La incubacion se hizo en al bafio maria a 95 °C durante 30 minutos.

2. Otro ensayo que mide la estabilidad en la ausencia de calcio libre y donde el pH se mantiene a pH 6,2. Este ensayo
mide la disminucion de la sensibilidad al calcio:
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10 pg de la variante fueron incubados bajo las condiciones siguientes: Una solucién de acetato 0.1 M, pH
ajustado a pH 6,2, que contiene 5% p/p de almidén de maiz comun (libre de calcio). La incubacion se hizo
en al bafio maria a 95 °C durante 30 minutos.

3. Un tercer ensayo donde las condiciones de los ensayos n.° 1 y 2 hayan sido combinados. Este ensayo mide la
estabilidad en la ausencia de calcio libre y a pH bajo (pH 5.5).

4. Un cuarto ensayo similar al n.° 3. donde el pH se ha reducido ain mas a pH 5,0

Determinacion de la estabilidad

[0189] Todos los ensayos de estabilidad de 1,2, 3 y 4 se han realizado utilizando la misma configuracién. El método fue:

[0190] La enzima fue incubada bajo las condiciones pertinentes (1-4). Se tomaron muestras a 0, 5, 10, 15 y 30 minutos
y se diluyeron 25 veces (misma dilucion para todas las muestras tomadas) en tampén de ensayo (0,1 M tampén 50 mM
Britton pH 7,3) y la actividad se midié usando el ensayo de Phadebas (Pharmacia) bajo condiciones estandar de pH 7.3,
37 °C.

[0191] La actividad medida antes de la incubacion (0 minutos) fue usada como referencia (100%). La disminucion en
porcentaje se calculé como una funcién del tiempo de incubacion. La tabla muestra la actividad residual después de 30
minutos de incubacién.

Determinacion de la actividad especifica.

[0192] La actividad especifica se determind usando el ensayo de Phadebas (Pharmacia) como actividad/mg de enzima.
La actividad se determin6 usando el ensayo de a-amilasa que se describe en la seccion Materiales y Métodos del
presente documento.

Resultados:
[0193]
Tabla 8: Método de Estabilidad n.°1./Mejora de la estabilidad a pH bajo
Variante actividad residual después de |Actividad especifica, 37°C, pH 7.3.
30min. de incubaciéon Porcentaje con respecto al
Termamyl
Termamyl wt. 5% 100%
H156Y 15% 100%
A209V 18% 100%
Q264S 30% 130%
H156Y+A181T+ A209V 39% 100%

H133Y+H156Y+  A181T+A209V+
H293Y+A294V+ G310D+H450Y

58% 85%

BAN/Termamyl 48% 115%

hibrido*+H156Y+A181T+ A209V

Tabla 9: Método de Estabilidad n.°2./Disminucion de la sensibilidad de calcio

Variante actividad residual después Actividad especifica, 37°C, pH 7.3.
de 30min. de incubacién Porcentaje con respecto al Termamyl

Termamyl wt. 52% -

H156Y 70%

A209V 75%

A181T 57% 115%
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N190F 34% 140%

N190F+N188P 57% 190%

Tabla 10: Método de Estabilidad n.°3./Mejora de la estabilidad a pH bajo+disminucion de la sensibilidad de

calcio

Variante Actividad residual después de Actividad especifica, 37°C, pH 7.3

30min. de incubacién Unidades/mg enzima
Termamyl wt. 3% -
BAN/hibrido 20%
Termamyl*+H156Y+A181T+ A209V
Q264S 5%
H140K+H142D 5% 115%
V128E 50%** 115%
BAN/hibrido Termamyl*+ 39% 170%
H156Y+A181T+ N190F+ A209V
BAN/hibrido Termamyl™+ 29% 175%
H156Y+A181T+ A209V+Q264S
BAN/hibrido Termamyl™+ 57% 210%
H156Y+A181T+N19
OF+A209V+Q264S
* BAN (a-amilasa de B. amyloliquefaciens (SEC ID N.° 4)/Termamyl (a-amilasa de B. licheniformis (SEC ID N.° 2)
hibrido PCR. Los primeros 33 aminoacidos N-terminales son BAN y el resto 36-483 son Termamyl (la construccién
de la variante se describe en el Ejemplo 1).
** Medido después de 5min. de incubacion En comparacion con Termamyl wt., que bajo las mismas condiciones
muestra la actividad residual de 36%.

Tabla 11: Método de Estabilidad n.°4./Mejora de la estabilidad a pH bajo (pH 5,0)+disminucién de la sensibilidad

de calcio

Variante Actividad residual después de Actividad especifica, 37°C, pH 7.3

30min. de incubacién Unidades/mg enzima
BAN/hibrido Termamyl*+ 9% 210%
H156Y+A181T+N19 OF+
A209V+Q264S
BAN/hibrido Termamyl*+ 28% 160%
H156Y+A181T+N19 OF+
A209V+Q264S+E211Q
BAN/hibrido Termamyl*+ 33% 130%
H156Y+A181T+N190F+
A209V+Q264S+H205C+D207Y+A21
0S
* como se indica en relacion a la Tabla 10

[0194] Las variantes en la anterior Tabla 11 se construyeron por medio de la mutagénesis aleatoria localizada descrita
en el Ejemplo 2.

EJEMPLO 5
Estabilidad de la a-amilasa a pH bajo y alta temperatura

[0195] Este ejemplo resume los resultados de la estabilidad de las variantes caracterizadas por un ensayo fluorimétrico
a 70°C bajo dos condiciones diferentes, (1) pH 4.5y 1 mM CaCl, y (2) pH 6.2 y 10 uM CaCl,.

Descripcién del método
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[0196] Todos los experimentos de fluorescencia se realizaron en un espectrometro de luminiscencia Perkin-Elmer LS-
50 usando un soporte de 4 cubetas. La temperatura se control6 mediante un bafio de agua circulante y se midié
directamente en la cubeta usando un termémetro digital Noronix (modelo NTD 100). Durante las mediciones, la mezcla
completa de los reactivos en la cubeta se aseguré usando agitadores magnéticos que operan a una alta velocidad de
agitacion. Las cubetas fueron tapadas con tapas de teflén para minimizar la evaporacion.

[0197] La fluorescencia intrinseca de las proteinas (debido a las cadenas laterales Trp) se monitoriz6 mediante
excitacion a 280 nm y emision a 350 nm. El ancho de las hendiduras fue 5 nm.

[0198] Durante las mediciones cinéticas, 4 reacciones se controlaron en paralelo. Los datos fueron recogidos en el
didlogo de Wavelength Programme, permitiendo la recogida de datos automatica durante un periodo prolongado (por
ejemplo, mas de una hora).

[0199] El despliegue se efectu6 a 70°C. Las condiciones de despliegue fueron.
(1) 50 mM NaOAc pH 4.5y 1 mM CaCl,
(2) 50 mM NaOAc pH 6.2y 10 uM CaCls, .
La concentracion de proteina fue 5 ug/ml y el glicerol fue de 0,5% en p/v (a partir de la solucion madre de proteina).

[0200] Nota: Hubo alguna variacion de un dia a otro en el valor absoluto de las medias veces de despliegue debido a
leves variaciones de temperatura (ocasionadas por, por por ejemplo, diferentes cantidades de agua en el bafio maria).
Sin embargo, Termamyl se incluyé siempre como una de las cuatro enzimas analizadas en cada experimento, por lo
que es en efecto un estandar interno. Tasas de despliegue en relacion con este estandar interno fueron
satisfactoriamente reproducibles (realizados por friplicado). El analisis de datos se realizé utilizando el software
GraphPad Prism. A pH 4,5, los datos que se desarrollan se podrian encajar muy satisfactoriamente con un decaimiento
exponencial simple con desvio:

F{r) = A*exp(-In(2)*t/ty) + desvio*Et + equilibrio {1}
donde F es la fluorescencia medida, A es la amplitud del despliegue, t es el tiempo y t, es la media de tiempo de
desarrollo.

[0201] A pH 6,2, el despliegue era mas complejo (implicando una primera fase lag), y los datos no pudieron ser
encajados en eq. 1. En su lugar, el tiempo necesario para que la sefal de fluorescencia se deteriorara al 50% de la
sefal inicial se utilizé como una aparente ty,.

[0202] A partir de estos tiempos medios, el cambio en la energia libre de despliegue con relacién al de Termamyl podria
ser calculado de la siguiente manera:

DDG = R*T*1n {tbﬁmtantcﬁrtkkzm&mﬂ} { 2:|

donde R es la constante universal de los gases y T es la temperatura (el valor de R*T es 0,5919, dando un valor DDG
en kcal/mol)

[0203] Mediante la conversion de los datos a valores DDG, los efectos desestabilizadores/estabilizadores de diferentes
mutaciones se pueden comparar directamente y se examinaron para aditividad (DDG = DDG+DD1+212G) y sinergia
(DDG1+2 > DDG+1+DDG2) donde DDG1+2 es la energia-efecto de la introduccion de las mutaciones 1y 2.

Resultados

[0204] EIl despliegue de las amilasas a bajo pH y alta temperatura puede ser seguido por la caida de la fluorescencia
Trp. ApH 4,5y 1 mM CaCl,, todas las amilasas se despliegan con bastante rapidez.

[0205] Los datos que se desarrollan a pH 4,5 se ajustan mejor a una ecuacién exponencial doble que a una ecuacion
exponencial simple. Sin embargo, ya que la segunda fase es muy lenta, se aproxima por una desviacion lineal (ecuacion
1). El despliegue a pH 6,2 y 10 uM de CaCl; a 70 °C es mucho menos rapido que a pH 4.5 a pesar de la baja [CaZ+]. El
despliegue esta lejos de completarse en una hora y no es posible ajustar los datos a una ecuacién exponencial simple.
En su lugar, el tiempo necesario para que la sefal de fluorescencia caiga al 50% de la sefial inicial se utiliza como una
aparente ty, . Los resultados del ensayo de fluorescencia se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12
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Resumen de los datos de despliegue de variantes de Termamyl pH 4,5y pH 6,2 a 70°C.
ApH4,5, t, ™™™ =200s,apHde6,2,ty, ™™ =2800s.DDG = -RT*In (t,, ™™ /t,, ™=")

pH 4.5, 1 mM CaCl,

pH 6.2, 10 uM CaCl,

Mutacién DDG (kcal/mol) | ty /ty, *™™" 1 | DDG (kcal/mol) [ ty /ty, "*™™" amilo
Tipo salvaje 0 1.0 0 1.0
A209V -0.36 1.85 -0.72 3.39
H133Y+A209V -0.77 3.67 -0.61 2.78
H156Y 0.06 0.90 -0.10 1.18
A181T -0.06 1.10 -0.28 1.60
A181T+A209V -0.44 2.09 <-1(73%)a >5
S187D 0.37 0.54 0.19 0.72
H450Y -0.49 2.29 0.15 0.78
L270D -0.35 1.8 -0.10 1.2
A181T+H156Y -0.17 1.34 -0.62 2.84
H133l -0.33 1.75 -0.42 2.02
H133Y+H156Y+A181T+ -0.96 5.10 <-1(58%)a >5
A209V+H293Y+A294V+

G310D+H450Y

V128E -0.10 1.2 -0.25 15
H156Y+A181T+A209V -0.32 1.71 -0.49 2.30
H156Y+A181T+A209V+ H450Y -0.42 2.05 -0.63 2.92
H156Y+A181T+A209V+ -0.81 3.9 <-1(65%) >5
H450Y+H133I

H156Y+A181T+A209V+ H133I -0.70 3.3 <1 (77%)° >5
Q264S -0.26 1.6 -0.14 1.3
H156Y+A181T+A209V+ Delta -0.43 2.1 -0.82 4.0
(1,2)+L3V+M15T+

R23K+S31A+A32E+Y33H+A3

5S+E36D+H37I

Q264S+N265Y -0.33 1.8 -0.07 1.1
Q264S+N265Y+N190F -1.07 6.1 -0.67 3.1
Q264S+N265Y+N190F+ -1.66 16.5 <-1(82%)* >5
H1331+A209V

H156Y+A181T+A209V+ Delta(1,2)+ -0.30 1.7 <-1(66%)* >5
L3V+M15T+

R23K+S31A+A32E+Y33H+

A35S+E36D+H371+N190F

H156Y+A181T+A209V+Delt a(1,2) -0.43 2.1 -0.86 43
+L3V+M15T+

R23K+S31A+A32E+Y33H+

A35S+E36D+H371+Q264S

Tab

la12

Resumen de los datos de despliegue de variantes de Termamyl pH 4,5y pH 6,2 a 70°C.
ApH4,5, ty, ™™ =200s,apHde6,2,ty, ™™ =2800s. DDG = -RT*In (t, =™ ft,, ™)

pH 4.5, 1 mM CaCl,

pH 6.2, 10 M CaCl,

Mutacion

DDG (kcal/mol)

T T
|t1/2 It ermamyl 4

DDG (kcal/mol) [ty /ty, °™™ amilo
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H156Y+A181T+A209V+Delt a(1,2)+|-0.36 1.8 <-1(76%)? >5

L3V+M15T+

R23K+S31A+A32E+Y33H+

A35S+E36D+H371 Q264S+N190F

H156Y+A181T+A209V+N190 -1.3 8.6 < -1 (66%)? >5

F+Q264S

@ El porcentaje indica el nivel al que habia disminuido el nivel de fluorescencia inicial en el transcurso de 3 horas a
70 °C. El lento declive es indicativo de una alta estabilidad.

EJEMPLO 5
Variantes de a-amilasa con aumento de la actividad especifica

[0206] Este ejemplo resume los resultados de variantes caracterizadas por tener un aumento de la actividad especifica
en comparacion con Termamyl wt. La presencia de estas sustituciones, ya sea en combinacién unas con otras o como
sustituciones individuales afiadido a las sustituciones de estabilizacién aumenta la actividad especifica de la variante
resultante. La actividad especifica se determiné usando el ensayo de a-amilasa (Phadebas) descrito en los Materiales y
Métodos, donde se determiné la actividad/mg de enzima. La actividad se determind utilizando la siguiente descripcion
en donde el pH fue de 7,3, temperatura de 37 °C y 15 minutos de tiempo de prueba, y el tampoén tal como se ha
definido.

MUTACION ACTIVACION SPEC. (ENSAYO PHADEBAS), INDICE
CON RESPECTO AL TERMAMYL WT .

S187D 260%

V54| 160%

BAN/hibrido Termamyl: (A(1,2) 140%

+L3V+M15T+R23K+S31A+A3
2E+Y33H+A35S+E36D+H371)

A(D372+S373+Q374) 125%
A(K370+G371+D372) 125%
BAN/hibrido Termamyl: (A(1,2) 360%

+L3V+M15T+R23K+S31A+A3
2E+Y33H+A35S+E36D+H371)+A(D372+5373+Q374)+

V541+S187D

Q264S 130%
Y290E 155%
Y290K 140%
N190F 150%
EJEMPLO 6

Pruebas de especificidad de variantes (sacarificacion)

[0207] Se ha informado anteriormente (patente de EE.UU. 5.234.823) que, en caso de sacarificacion con glucoamilasa
y pululanasa, la presencia de la actividad de a-amilasa residual que surge del proceso de licuefaccion puede llevar a
rendimientos mas bajos de glucosa, si la a-amilasa no estad inactivada antes de la etapa de sacarificacion. Esta
inactivacion se puede lleva a cabo tipicamente mediante el ajuste del pH por debajo de 4.3 a 95 °C, antes de bajar la
temperatura a 60 °C para la sacarificacion.

[0208] La razén de este efecto negativo en el rendimiento de la glucosa no se entiende completamente, pero se supone
que la a-amilasa liquefactante(por ejemplo Termamyl 120 L de B. licheniformis) genera "dextrinas limite" (que son
sustratos pobres para la pululanasa), mediante hidrdlisis de enlaces glucosidicos alfa-1,4 cerca y en ambos lados de los
puntos de ramificaciéon en la amilopectina. La hidrdlisis de estas dextrinas limite por la glucoamilasa conduce a una
acumulacion del trisacarido panosa, que es hidrolizado sélo lentamente por la glucoamilasa.

[0209] El desarrollo de una a-amilasa termoestable, que no sufra de esta desventaja seria una mejora significativa, ya
que no haria falta ninguna etapa de inactivacién por separado.
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[0210] Diversas variantes de a-amilasa de B. licheniformis, con especificidad alterada, fueron evaluadas mediante
sacarificacion de un sustrato DE 10 maltodextrina con glucoamilasa de A. niger y pululanasa de B.acidopullulyticus en
condiciones en las que la amilasa variante estaba activa.

[0211] Las reacciones de sacarificacion se controlaron mediante la toma de muestras a intervalos de 24 horas y
analizandolas por HPLC. Las condiciones de reaccion estandar fueron:

Concentracion de sustrato 28.2% plp

Temperatura 60°C

pH inicial (a 60°C) 4.7

Dosis de enzima
Glucoamilasa 0.18 AG/g DS
pululanasa 0.06 PUN/g DS
a-amilasa 60 NU/g DS

Se utilizaron las siguientes enzimas:

Glucoamilasa:  AMG (Novo Nordisk) 153 AG/g
Pululanasa: Promozyme (Novo Nordisk) 295 PUN/g
a-amilasa:

Termamyl (Novo Nordisk) 135 KNU/g

V54Y 313 KNU/g
A52W 5,116 NU/ml
D53E 3,280 NU/ml
D53W 599 NU/ml
A52W+V54Y 134 NU/ml

Las mutaciones que figuran en la lista de a-amilasa anterior se utilizan para indicar las variantes de a-amilasa de B.
licheniformis (SEC ID N.° 2) (Termamyl) que ha sido modificada por la mutacién(es) indicada(s).

[0212] Los sustratos para la sacarificacion fueron preparados disolviendo 230g de maltodextrina secada por
pulverizacién DE 10, preparada a partir de almidén de maiz comudn, en 460 ml de agua desionizada hirviendo y
ajustando la sustancia seca a aproximadamente 30% p/p. El pH se ajusto a 4,7 (medido a 60 °C) y partes alicuotas de
sustrato correspondientes a 15 g de peso en seco fueron

transferidas a matraces de vidrio de 50 ml de tapa azul.

[0213] Los matraces se colocaron a continuacion en un bafio de agua con agitacion equilibrado a 60 °C, y los enzimas
afiadidas. El pH se reajusté a 4,7 en caso necesario. Se tomaron periédicamente muestras de 2 ml, el pH se ajusto a
aproximadamente 3,0 y después se calenté en un bafio de agua hirviendo durante 15 minutos para inactivar las
enzimas. Después de enfriar, las muestras se trataron con aproximadamente 0,1 g de resina de intercambio de iones de
lecho mixto (BIO-Rad 501 X8 (D)) durante 30 minutos en un mezclador giratorio para eliminar las sales y N soluble.
Después de la filtracion, la composicion de carbohidratos se determiné por HPLC. Después de 72 horas, se obtuvieron
los siguientes resultados:

a-amilasa afiadida % DP1 % DP2 % DP3 % DP4+

Ninguno (control)  96.59 2.2 0.3 1.0
V54Y 96.5 22 04 0.9
AB2W+V54Y 96.4 22 0.5 0.9
Termamyl 96.3 21 0.8 0.8

En comparacién con el control (sin presencia de a-amilasa activa durante la licuefaccion), la presencia de variantes de
a-amilasa activa V54Y y A52W+V54Y no dio lugar a niveles elevados de panosa (DP3).
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[0214] Si se utilizan estas variantes de a-amilasa para la licuefaccién de almidén, no sera necesario inactivar la enzima
antes del comienzo de la sacarificacion.

EJEMPLO 7
Evaluacion de las variantes de B. licheniformis en condiciones de licuefacciéon simulada

[0215] El proceso estandar para la licuefaccion de almidén industrial comprende dos etapas, a las normalmente se hace
referencia como licuefaccion primaria y secundaria. En la primera etapa, un 30-40 % p/p de suspension de almidén a un
pH de 5,5-6,0, a la que se ha afiadido una a-amilasa termoestable de B. licheniformis o B. stearothermophillus, se
calienta a 105-110 °C en un cocedor en chorro donde se inyecta vapor vivo en la corriente de almidén. Después de un
tiempo de mantenimiento de 5-10 minutos bajo presion a esta temperatura, el almidén licuado es somete a enfriamiento
rapido a una temperatura aproximadamente de 95 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 60-120 minutos.

[0216] Con el fin de evaluar pequeias cantidades de enzimas a escala de laboratorio se utilizé el método siguiente:

Alicuotas de 10 g de una suspension de almidon de maiz comun (Cerestar GL 3406) en agua desionizada
(aprox. 30 % p/p) se pesaron en matraces conicos de 100 ml (Schott GL 125), que estan equipados con
tapones de rosca de cierre hermético. El pH, el nivel de calcio y la dosis de la enzima en la suspensién pueden
ser variados.

Para cada conjunto diferente de condiciones experimentales se utilizan 4 matraces. Los matraces se colocaron
en un bafio de aceite con agitacién (Heto VS 01) mantenido a 105 °C. Después de un periodo de 7 minutos, se
vierte aceite frio en el bafio para bajar la temperatura a 95 °C. Para cada serie de experimentos, los matraces
se retiran después de 20, 40, 60 y 90 minutos y se enfrian inmediatamente con agua corriente. Una gota de HCI
1 N se afiade a cada matraz para inactivar la enzima. La reaccién se controla midiendo el DE (contenido de
azucares reductores expresados como glucosa) utilizando el método de Neocuproine.

[0217] Los detalles de este método se pueden encontrar en "Determination of reducing sugar with improved precision.
Dygert, Li, Florida and Thomas, Anal Biochem, 13, 368 (1965).

[0218] Los siguientes DE se registraron después de 90 minutos
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eE &.0
5 ppm calcio afiadido

10. 8mg proteina enzimatica

/g de almidén _
1.0 |Ier |Hybr | Hvbr |H1G6 | Hybr |HyD | Q26 10264 | Q264 |HL56Y
' mam | ido+ | id+ Y+ ido+ | rido | 48 S+I2 | B+NZ2 | +
no. |yl H156 |H156 |ALl81 |H156 |+ 65Y | 65Y+ |ALSLT
Y+ Y+ T+ Y+ H15 Nieo [+
AIBL |ALEL Al81 | 6Y+ F
T+ T+ R205 | T+ Al8 A209V
V+NI 1T+
A209 | A209 | 90F+ { A209
V+ V+ QZed | V4
N19Q |N1%0 |8 nZ64 | A20
F+Q2 |F 3 3V
645
(045 — 1 16,0 [16.9 |13.2
-96 -
038 |6.5 |13.9
-98
038 15.2 12,5 (9.9
-96
033 Gad | T2 |12.4
-96
D31 | 4.5 7.0 |B.8 |12.5
-96 '
G29 (4.0 8.7 | 5.2 T
T3
035 14.9 [16.3 14.4
-6

¢ Hibrido = hibrido de PCR BAN/Termamyl como se describe en Ejemplo 3
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pH 6.0
40 ppm calcio afadido | I.D. no. Termamyl
10. 9mg proteina enzimatica ~ |[ 045-96 12.6
/g almidén 007-97 12.1
pH 5.5
5 ppm calcio aiadido
10 . 9mg proteina enzimatica
/g almidon
I.D. Hybrido + Hybrido + H136Y+
no. H156Y+ H156Y+ Al81T+
Al81T+ Al81T+ A209V+N190F+Q2
A209V+ A209V+ 6453
N190F+Q264S N190F
001~-97 |14.8 15.2 12.6
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LISTADO DE SECUENCIAS

[0220] En las siguientes SEC ID Nos. 1, 3, 5y 5, se ilustran la secuencia de codificacion y la secuencia 3' de los genes
de a-amilasa relevantes. La secuencia 5' es la primera parte separada de la secuencia escrita con letras minusculas, la
secuencia de codificacion es la parte intermedia de la secuencia, donde la secuencia senal esta escrita con letras
minusculas y la secuencia que codifica la a-amilasa madura esta escrita con letras mayusculas, y la secuencia de 3' es
la tercera parte separada de la secuencia escrita con letras minusculas.

SECIDN.°1

39



ES 2432519713

cggaagattggaagtacaazaataagcaaaagattgtcaatecatgtcatgagecatgegg-
gagacggaazaatcgtctta atgcacgatatitatgcaacgttcgecagatgetgetgaa-
gagattattaaaaagctgaaagcaaaaggctatcaattggt aactgtatcteagettga-
agaagtgaagaagcagagaggctattgaataaatgagtagaagegecatateggegetttte
ttttggaagaasatatagggacsaatygtacttgttaaaaattcggaatatttatacaacate~

atatgtttcacattgaaa ggggaggagaatc
atgaaacaacaaaaacggetttacgececgattgetgacgctgttatttgegectecatecttctt-

gctge cteattotgeagecageggegGCAAATCTTAATGGGACGCTGATGCAGTATTTT-
GAATGGTACATGCCCAATGACGGCCAA CATTGGAGGCGTTTGCARRACGACT CGGCATAT~
TTGGCTGAACACGGTAT TACTGCCGTCTGEATTCCCCCGGCATATAR GGGAACGAGC~
CAAGCGGATGTGGGCTACGGTGCTTACGACCTT TATGAT TTAGGGGAGT TTCATCAAAAAG-
GGACGGTTC GGACAAAGTACGGCACAAAAGGAGAGC TGCAATCTGCGATCAAAAGTCT TC-
ATTCCCGCGACATTAACGTTTACGGGGAT GTIGGTCATCAACCACARAGGCGGCGCTGA-
TGCGACCGAAGATGTAACCECGG T TGAAGTCGATCCCGCTGACCGCAACTS CGTAATTT-
CAGGAGAACACCTAATTAAAGCC TGGACACATTTTCATT TTCCGEGGCGCGGCAGCACATA-
CAGCGATTTTA AATGGCATTGGTACCATTT TGACGGAACCGAT TGGCACGAGTCCCGAAR-
GCTGAACCGCATCTATAAGTTTCAAGGARAG GCTTGGGATTGGGAAGT TTCCAATGAA-
AACGGCARCTATGATTATTIGATGTATGCCGACATCGATTATGACCATCCTGA . TGTCGCAG-
CAGAAAT TAAGAGATGGGGCACTTGGTATGCCAATGAACTGCAAT TGGACGGT TTCCGTCTT-
GATGCTGTCA AACACATTAAATTTTCTTTTTTGCGGGATTGGGTTAATCATGTCAGGGA -
AAARAACGGGGAAGGAAATGTTTACGGTAGCT GAATATTGGCAGAAT-
GACTTGGGCGCGCTGGARAACTATTTGAACAAAACAAATTTTAATCATTCAGTGTTTGACGTGCT
GCTTCAT TATCAGTTCCATGCTIGCATCGACACAGGGAGGCGGCTATGATATGAG-
CAAATTGCTGAACGGTACGGTCGTTT CCAAGCATCCGTTGAAATCGGTTACATTTGTCG-
ATAACCATGATACACAGCCGGGGCAATCGCTTGAGTCGACTGTCCAA ACATGGTTTAAG-
CCGCTTGCTTACGCTTTTATTCTCACAAGGGAATC TGGATACCCTCAGGTTTTCTACGGG-
GATATGTA CGGBGACCAAAGGAGACTCCCAGCGCGAAAT TCCTGCCTTGAAACACAAAAT -
TGAACCGATCTTARAAGCGAGAAAACAGT  ATGCGTACGGAGCACAGCATGATTATTITCGAC-
CACCATGACATTGTCGGCTGGACAAGGGAAGGCGACAGCTCGGTTGCA  AATTCAGGTTTGG-
CGGCATTAATAACAGACCGACCCEETGEGECARACCCAATGTATGTCGGCCAG A

AAMACGCCGGTGA GACATGGCATGACATTACCGGAARCCGTTCGCAGCCGGTTGTCATCA~
ATTCGGAAGGCTGGGGAGAGTITCACGTAAACG GCGGGTCGGTTTCAATTTATGTTCARA~
GATAG '

aagagcagagaggacggatttcctgaaggaaatccagtttttitatttt
SEC ID No. 2
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ANLNGTLMOYFEWYMPNDGQAWRRLONDSAYLAEHGITAV
WIPPAYKGTSQADVGYGAYDLYDLGEFHECQKGTVRTKYGTK
GELQSAIRSLASRDINVYGDVVINHKGGADATEDVTAVEY
DPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGSTYSDFRWHWYHE
DGTDWOESRKLNRIYXFQOGXKAWDWEVENENGNYDY LMYAD
IDYDHPDVAAEIXKRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHIKFSFE
LRDWVNHVREKTGKEME TVAEYWONDLGALENY LNKTNEN
HSVFDVPLHYQFRBAASTQGGGYDMRKLLNGTVVSKHPLKS
VTFVDNHDTQPGOSLESTVQTWFKPLAYAFILTRESGYPQ
VEYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIERP ILKARKQYAYGACQH
DYFDHHDIVGWTREGDS SVANSGLAAL ITDGPGGAKRMYV
GRQNAGETWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFEVNGGEVSIY
VQR

SECIDN.°3
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gccccgcacatacgaaaagactggetgaaaacattgagectttgatgactgatgatttgg-
ctgaagaagtggatcgattyg tttgagaaaagaagaagaccatzaaaatacctigtetgt-
catcagacagggtattttttatgetgtecagactgtecget gtgtaaaaataaggaata-
aaggggggttgttattattttactgatatgtaaaatataatttgtataagaaaatgagaggg

agaggaaac
atgattcaaaaacgaaagcggacagttthttcagacttgtgcttatgtqcacqctgtt—

atttgtcagttt gccgattacaaaaacatcagecGTAAATGGCACGCTGATGCAGTATT -
TTGAATGGTATACGCCGAACGACGGCCAGCATT GGAAACGATTGCAGAATGATGCGGAA~-
CATTTATCGGATATCGGAATCACTGCCGTCTGGATTCCTCCCGCATACAAAGGA TTGAG-
CCAATCCGATAACGGATACGGACCTTATGATTTGTATGATITAGGAGAATTCCAGCAAAA~
AGGGACGGTCAGAAC GARATACGGCACARAATCAGAGCTTICAAGATGCGATCGGCTCAC~
TGCATTCCCGGAACCTCCAAGTATACGGAGATGTGG TTTTGAATCATRAGGCTGGTGCT -
GATGCAACAGAAGATGTAACTGCCGTCGAAGTCAATCCGGCCAATAGAARTCAGGAA ACTTCG-
GAGGAATATCARATCAAAGCGTGGACGGATTITCGTTTTICCGGGCCGTGGAAACACGTACAG-
TGATTTTAAATG GCATTGGTATCATTTCGACGGAGCGCACTGGGATGAATCCC-
GGAAGATCAGCCGCATCTTTAAGT TTCGTGGGGAAGGAA ARGCGIGGGATTGGGAAGTAT -
CAAGTGAAAACGGCAACTATGACTATITAATGTATGCTGATGT TGACTACGACCACCCT
GATGTCGTGGCAGAGACARARAAATGEGGTATCTGGTATGCGAATGAACTGTCATTAGACGG-
CTTCCGTATTGATGCCGC CARACATATTARATTTICATTICTGCGIGATTGGGTITCAGG-
CGGTCAGACAGGCGACGGGAAAAGAAATGTTTACGETTG CGGAGTATTGGCAG-
AATAATGCCCGEEARACTCGARAACTACTTGAATARAACAAGCTTTAATCAATCCGTGTTT -
GATGTT CCGCTTCATTTCAAT ITACAGCECCGCT TCCTCACAAGGAGGCGGATATGATAT -
GAGGCCTTTGCTGEACCGTACCGTTGT GICCAGGCATCCGGCARAAGGCGGTTACATTTIGT -
TCAAAATCATCACACACAGCCGCGACAGTCATIGGAATCCACAGTCC AMACTTGGTTTAA-
ACCGCTTGCATACGCCTTTATTTTGACAAGAGAATCCGGTTATCCTCAGGTIGTTCTATGGG~
GATATG TACGGGACAAAAGGGACATCGCCAAAGGAAATTCCCTCACTGAAAGATAATATA -
GAGCCGATTTTAAAAGCGCGTAAGGA GTACGCATACGGGCCCCAGCACGATTATATTIGAC~
CACCCGGATGTGATCGGATGGACCAGGGAAGGTGACAGCTCCGCCG CCAA-
ATCAGGTITTGGCCGCTTTAATCACGCACGGACCCGGCGGATCAAAGCGGATGTATGCCGG-
CCTGAAAAATGCCGGC GAGACATGGTATGACATAACGGGCAACCCTTCAGATACTGTAA
AMATCGCATCTGACGGCTGGGGAGAGTTTCATGTAAA CGATGGGTCCGICTCCATTTAT-

GTTCAGAAATAA .
ggtaataaaaaaacacctccaagetgagtgegggtatcagettgga ggtgcgtttattt-

tttcageegtatgacaaggteggecatecaggtgtgacaaatacggtatgetggetgtcata—-
ggtgaca aatccgggttttgcgccgtttggctttttcacatétctgatttttgtataat-
caacaggeacggageeggaatetttege cttggaaaaataagcggegatcgtagetget -
teccaatatggatigttcatcgggatcgetgettttaatcacaacgtgygg atcee

SECIDN.°4
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VNGTLMOYFEWYTPNDGQEWKRLONDAEHLSDIGI TAVHWI
PPAYKGLSQSDNGYGPYDLYDLOEFQQXGTVRTKYGTKSE
LQDAIGSLHSRNVOVYGDVVLNHKAGADATEDVTAVEVNE
ANRNQETSEEYQIKAWIDFRFPGRGNTYSDERKWHWYHFDG
ADWDESRKISRIFKFRGEGKAWDWE VS SENGNYDYLMYAD
VDYDHPDVVAETKXWGIWYANELSLDGFRIDAAKHIKEFSE
LRDWVQAVRQATGKEMF TVAEYWOQNNAGKLENYLNKTSEN
QEVEDVPLHFNLQAASSQGGGYDPMRRLLDGTVVSREPEKA
VIFVENHDTQPGQSLESTVQTWFKPLAYAFTLTRESGYPQ
VEYGDMYGTRGTSPKEIPSLKDNTIEPILKARKEYAYGPQH
DYIDHPDVIGWIREGDSSAAKSGLAALITDGPGGSKRMYA
GLENAGETWYDITGNRSDIVRIGSDGWGEFRVNDGEVSIY
SECIDN.°5
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aaattcgatattgaanaacgattacaaataazaattataatagacgtaaacgticgagggt-
ttgetecctttttactettt ttatgcaatcgittececttaattttttggaagccaaace-

gtcgaatgtaacatttgattaagggggaagggcatt
gtgct aacgtttcacegeatecattegaaaaggatggatgttoetgetegeogtt-

tttgetcactgtectegeotgtitetgeccaacayg gacagceeegecaaqggctGCCGCACCET -
TTAACGGCACCATGATGCAGTATTTIGAATGGTACTIGCCGGATGATGGCACG TTATGG-
ACCAAAGTGGCCAATGAAGCCAACAACTTATCCAGCCTTGGCATCACCGCTCTTTGGCTG-
CCGCCCGCTTACAA AGGAACAAGCCGCAGCGACGTAGGGTACGCAGTATACGACTTGTA-
TGACCTCGGCGAATTCAATCAAAAAGGGACCGETICC GCACAARATACGCAACAAAAGCTC-
AATATCTTCAAGCCATTCAAGCCGCCCACGCCGCTGGAATGCAAGTGTACGCCGAT GTIC-
GTGTTCGACCATAAAGGCGGCGCTGACGGCACGGAATGGGIGGACGCCGTCGAAGTCAATCCG-
TCCGACCGCAACCA AGRAATCTCGGGCACCTATCARATCCAAGCATGGACGAAATTTGA -
TTTTCCCCGGCGGGGCAACACCTACTCCAGCTTTA AGTGGCGCTGGTACCATTTITG
ACGGCGTTGATTGGGACGAAAGCCGAAAATTGAGCCGCATTTACARATTICCGCGGCATC
GGCAAAGCGTEGGATTGGGAAGTAGACACGGAAAACGCAAACTATGACTACTTAATGTAT-
GCCGACCTTIGATATGGATCA TCCCGAAGTCGTGACCCAGCTGAARAACTGGGGCAAATG—
GTATGTCAACACAACGAACATTGATGGGTTICCGGCTTGATG CCGTCAAGCATATITAAGT-
TCAGTTTTITTICCTGATTGGTTIGTCGTATGTGCGTTCTCAGACTGGCAAGCCGCTATTTACC
GTCGGGGAATATTGGAGCTATGACATCARCAAGTTGCACAATTACATTACGANAACAGAC-
GGAACGATGTICTTTGTTIGA TGCCCCGITACACAACAAATTTTATACCGCTICCAARTCAGG
GGGCGCATTTGATATGCGCACGTTAATGACCAATACTC TCATGAAAGATCAAC-
CGACATTGGCCGTCACCTTCGTTGATAATCATGACACCGAACCCGGCCAAGCGCTGCAGTCATGG
GTCGACCCATGGTTCAARCCGITGGCTTACGCCTTTATTCTAACTCGG-
CAGGAAGGATACCCGTGCGTCTTTTATGGTGA . CTATTATGGCATTCCACAATATAACAT-
TCCTTCGCTCAAAAGCARAATCGATCCGCTCCTCATCGCGCGCAGGGATTATG CITACG-
GAACGCAACATGATTATCTTGATCACTCCGACATCATCGGGTGGACAAGGGAAGGCGGCA-
CTGAAAAACCAGGA TCCGGACTGGCCGCACTGATCACCGATGEGCCOCGGAGGAAGCAAA -~
TGGATGTACGTTGGCAAACAACACGCTGGAARAGT GTTCTATGACCTITACCGGCAACCGGAG—
TGACACCGTCACCATCAACAGCTGATGGATGGGGGGAATTCAAAGTCAATGGCG GTT-
CGGTTTCGGTT TGGGTTCC TAGAAAAACGACCETTTCTACCATCGCTCCGCCGATCACAA-

CCCGACCGTGGACTGGT GARATTCGTICCGTTGGACCGAACCACGGTTGGTIGGCATGGCCTTGA
tgcctgega

SECIDN.°6
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AAPFNGTMMCYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITA
LWLPPAYRKGTSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGT
KAQYLQAIQAAHAAGMQVYADVVFDHKGGADGTENVDAVE
VNPSDRNQE ISGTYQIQAWIXFDFPGRGNTY SSFKWRWYH
FDGVDWDESRKLSRIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDYLM
YADLDMDHPEVVIELKNWGKWYVNTINIDGFRLDAVKRIK
FSFFPDWLSYVRSQTGKPLFIVGEYWSYDINKLEANYITKT
DGTMSLFDAPLHNKFYTASKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQP
TLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWERPLAYAF ILTRQEG
YPCVEYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGTQH
DYLDHSDIIGWTREGGTEKPGSGLAAL ITDGPGGSKWMYV
GKQHAGKVEYDLTGNRSDIVTINSDGNGEFKVNGGSVSVIW
VPRKTTVSTIARPITTRPWTIGEFVRWTEPRLVAW

SECIDN.°10

1
31
61
91

121
151
181l
211
24%
271
301
331
361
3391
421
451

ATPADWRSQS
NTADQKYCGG
WITPVTAQLP
NENYGTADDL
NHMGYDGAGS
FIQNYEDQTQ
DVVKNEWYDW
VOKDEWPGYN
PYQNVMDGVL
DLYNMINTVK
FASYTNDIAL
QEQHEYAGGND
LIASANAIRN
DITIAMRKGT
LSLSGAGYTA
VPVPMAGGLP

IYFLLTDRFA
TWQGIIDKLD
QTTAYGDAYH
KALSSALHER
SVDYSVEKPF
VEDCWLGDNT
VGSLVSNYSI
KAAGVYCIGE
NYPIYYPLLN
SDCPDSTLLG
AKNVAAFIIL

PANREATWLS

YAISKDIGEV
DGSQIVTILS
GRLTEVIGC
RVLYETEKLA

RIDGSTTATC
YIQGMGETAIL
GYWQQRDIYEL
GMYLMVDVVA
SSQDYFHPEFC
VSLPDLDTTK
DGLRIDTVEH
VLDGDPAYTC
AFKSTSGEMD
TFVENHDNPR
NDGIPIIYAG
GYPTDSELYK
TYRNWPIYKRD

‘NKGASGDSYT

TTVIVGSDGN
GSKRICSSS
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REIVINDICACIONES

1. Variante de la a-amilasa progenitora tipo Termamyl, que tiene la secuencia SEC ID N.°: 2 donde dicha variante consta
de la SEC ID N.°: 2 con una de las siguientes mutaciones seleccionadas de:

i)H156Y+A181T+A209V;

ii)H156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S;

iii)A1*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H351+ H156Y+A181T+A209V;

iv)A1T*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H351+ H156Y+A181T+N190F+A209V;

V)AT*+N2*+L3V+M15T+R23K+S29A+A30E+Y31H+A33S+E34D+H351+ H156Y+A181T+N190F+A209V+Q264S,
donde un asterisco (*) indica delecion del aminoacido.

2. Constructo de ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica una variante de a-amilasa segun la
reivindicacion 1.

3. Vector de expresion recombinante que lleva un constructo de ADN segun la reivindicacion 2.

4. Célula que se transforma con un constructo de ADN segun la reivindicacion 2 o un vector segun la reivindicacién 3.

5. Célula segun la reivindicacion 4, que es un microorganismo.

6. Célula segun la reivindicacion 4, que es una bacteria o un hongo.

7. Célula segun la reivindicacién 6, que es una bacteria gram positiva tal como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus o Bacillus thuringiensis.

8. Uso de una variante de a-amilasa segun la reivindicacion 1 para lavar y/o lavar platos.

9. Uso de una variante de a-amilasa segun la reivindicacion 1 para desencolado textil.

10. Uso de una variante de a-amilasa segun la reivindicacién 1 para licuefaccion de almidon.

11. Aditivo detergente que comprende una variante de a-amilasa segun la reivindicacion 1, opcionalmente en forma de
granulado no pulverulento, liquido estabilizado o enzima protegida.

12. Aditivo detergente segun la reivindicacion 11 que contiene desde 0,02 hasta 200 mg de proteina enzimatica/g de
aditivo.

13. Aditivo detergente segun la reivindicacion 11 o 12, que adicionalmente comprende otra enzima tal como una
proteasa, una lipasa, una peroxidasa, otra enzima amilolitica y/o una celulasa.

14. Composicion detergente que comprende una variante de a-amilasa segun la reivindicacion 1.

15. Composiciéon detergente segun la reivindicacion 14 que comprende adicionalmente otra enzima tal como una
proteasa, una lipasa, una peroxidasa, otra enzima amilolitica y/o una celulasa.

16. Composicion detergente para el lavado de platos manual o automatico que comprende una variante de a-amilasa
segun la reivindicacion 1.

17. Composicién detergente para el lavado de platos segun la reivindicacién 16 que comprende adicionalmente otra
enzima tal como una proteasa, una lipasa, una peroxidasa, otra enzima amilolitica y/o una celulasa.

18. Composicion para el lavado de ropa a mano o automatico que comprende una variante de a-amilasa segun la
reivindicacion 1.

19. Composicion detergente para el lavado de ropa segun la reivindicacion 18, que comprende adicionalmente otra
enzima tal como una proteasa, una lipasa, una peroxidasa, otra enzima amilolitica y/o una celulasa.
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20. Método para generar una variante segun la reivindicacién 1, variante que presenta una mayor estabilidad a pH bajo
en relacion con la progenitora, comprendiendo el método el someter una secuencia de ADN que codifica la a-amilasa
progenitora tipo Termamyl a mutagénesis dirigida al sitio.
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301
TCT AAT AGC GGT GGT TAT TAT GAT ATG AGA AAT ATT TTA AAT GGT TCT GTG CTG CAA AAA

321
CAT CCA ACA CAT GCC GTT ACT TTT GTT GAT AAC CAT GAT TCT CAG CCC GGG GAA GCA TTG

341
GAA TCC TTT GTT CAA CAA TGG TTT AAA CCA CTT GCA TAT GCA TTG GTT CTG ACA AGG GAA

361
CAA GGT TAT CCT TCC GTA TTT TAT GGG GAT TAC TAC GGT ATC CCA ACC CAT GGT GTT CCG

3Bl
GCT ATG AXA TCT AAA ATA GAC CCT CTT CTG CAG GCA CGT CAA ACT TTT GCC TAT GGT ACG

401
CAG CAT GAT TAC TTT GAT CAT CAT GAT ATT ATC GGT TGG ACA AGA GAG GGA AAT AGC TCC

421
CAT CCA AAT TCA GGC CTT GCC ACC ATT ATG TCA GAT GGT CCA GGT GGT AAC AAA TGG ATG

441
TAT GTG GGG AAA AAT AAA GCG GGA CAA GTT TGG AGA GAT ATT ACC GGA AAT AGG ACA GGC

261
ACC GTC ACA ATT AAT GCA GAC GGA TGG GCGT AAT TTC TCT GTT AAT GGA GGG TCC GTIT TCG

481
GTT TGG GTG AAG CAA TAA

Fig. 1 (cont.)
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