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DESCRIPCION
Oxidorreductasas para la reduccién estereoselectiva de compuestos cetdnicos

La presente invencioén se refiere a un procedimiento para la reduccién enzimatica enantioselectiva de un compuesto
ceténico para dar el correspondiente compuesto de hidroxilo quiral, en el que el compuesto cetdnico se reduce con
una oxidorreductasa. La invencién se refiere ademas a nuevas oxidorreductasas para su uso en la reduccién
enantioselectiva de compuestos cetonicos para dar compuestos de hidroxilo quirales.

Los compuestos de hidroxilo épticamente activos son modulos quirales valiosos con amplia aplicaciéon para la
sintesis de compuestos farmacolégicamente activos, sustancias aromaticas, feromonas, compuestos agroquimicos e
inhibidores de enzimas. A este respecto se registra en particular en el sector farmacéutico una necesidad creciente
de compuestos quirales y por consiguiente tecnologias de sintesis quirales, dado que en el futuro ya apenas se
usaran como farmacos los compuestos racémicos.

La reduccién asimétrica de compuestos cetdnicos proquirales es un sector de la catalisis estereoselectiva, en el que
la biocatdlisis representa una tecnologia de competencia eficiente con respecto a la catalisis quimica. La
hidrogenacion asimétrica quimica requiere el uso de catalizadores de metales pesados con alto grado de toxicidad y
contaminantes, de condiciones de reaccion extremas y por consiguiente que requieren mucha energia asi como
grandes cantidades de disolventes organicos. Ademas, estos procedimientos estan caracterizados con frecuencia
por reacciones secundarias y excesos enantioméricos insuficientes.

Las reducciones de compuestos cetdnicos proquirales para dar compuestos de hidroxilo y a la inversa se producen
en la naturaleza en numerosas rutas bioquimicas, tanto en el metabolismo primario como en el metabolismo
secundario, en cualquier organismo y se catalizan por distintos tipos de alcoholdeshidrogenasas secundarias y
oxidorreductasas. Por regla general, estas enzimas dependen de cofactores.

La factibilidad principal del uso de biocatalizadores para la reduccion de compuestos ceténicos proquirales para dar
compuestos de hidroxilo quirales se demostré en el pasado de manera repetida por medio de sistemas de modelo,
trabajandose tanto con oxidorreductasas aisladas como con distintos sistemas de biotransformacion de células
completas. A este respecto resulté ventajoso el planteamiento biocatalitico esencialmente con respecto a las
condiciones de reaccion suaves, productos secundarios ausentes y excesos enantioméricos obtenibles con
frecuencia esencialmente mejores. El uso de enzimas aisladas es ventajoso en comparacion con procedimientos
con células completas con respecto al exceso enantiomérico obtenible, la produccién de productos de degradacion y
secundarios como también con respecto al aislamiento del producto. Ademas no es posible el uso de procesos de
células completas en cualquier empresa quimica, dado que para ello son necesarios un equipamiento especial y
conocimientos técnicos.

Recientemente pudo mostrarse que el uso de oxidorreductasas aisladas en sistemas de dos fases acuoso/organicos
con disolventes organicos es posible de manera sumamente eficaz, econémica y también en altas concentraciones
(> 5%). En los sistemas descritos, a este respecto el compuesto cetdnico que va a reducirse, en la mayoria de los
casos poco soluble en agua forma junto con el disolvente organico la fase organica. Parcialmente puede
prescindirse también del propio disolvente organico, entonces la fase organica se forma por el compuesto ceténico
que va a reducirse (documentos DE 10119274, DE 10327454.4, DE 103 37 401.9, DE 103 00 335.5). La
regeneracion de coenzimas se realiza a este respecto mediante la oxidacion simultanea de alcoholes secundarios,
usandose en la mayoria de los casos el 2-propanol miscible con agua, econémico.

Son ejemplos de oxidorreductasas y deshidrogenasas R- y S-especificas adecuadas de alta enantioselectividad:

carbonilrreductasa de Candida parapsilosis (CPCR) (documentos US 5.523.223 y US 5.763.236, (Enzyme Microb
Technol. 1993 Nov;15(11):950-8) ) y Pichia capsulata (documento DE10327454.4). Carbonilrreductasa de
Rhodococcus erythropolis (RECR) (documento US 5.523.223), Norcardia fusca (Biosci. Biotechnol. Biochem., 63
(10) (1999), paginas 1721-1729), (Appl Microbiol Biotechnol. Sep de 2003; 62(4):380-6. Epub 26 de abril de
2003), y Rhodococcus ruber (J Org Chem. 24 de enero de 2003; 68(2):402-6.).

Alcoholdeshidrogenasas secundarias R-especificas de organismos del género Lactobacillus (Lactobacillus kefir
(documento US5200335), Lactobacillus brevis (documento DE 19610984 A1) (Acta Crystallogr D Biol Crystallogr.
diciembre de 2000; 56 Pt12:1696-8), Lactobacillus minor (documento DE10119274) o Pseudomonas (documento US
05385833) (Appl Microbiol Biotechnol. agosto de 2002; 59(4-5):483-7. Epub 26 de junio de 2002, J. Org. Chem.
1992, 57, 1532)

Sin embargo, las enzimas conocidas actualmente no son ni remotamente suficientes para aprovechar todo el
potencial comercial de reducciones estereoselectivas de compuestos cetdnicos. Esto puede basarse por un lado en
que las enzimas individuales disponen de propiedades muy distintas con respecto al espectro de sustrato, grados
optimos de pH asi como estabilidades frente a temperatura y disolventes, que con frecuencia se complementan
mutuamente. Por tanto, incluso enzimas homologas proporcionalmente similares pueden presentar con respecto a
un determinado sustrato un comportamiento de reaccién completamente distinto. Por otro lado ni muchos menos
todas las enzimas descritas estan clonadas ni pueden sobre-expresarse en cantidad suficiente, lo que significa que

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 525549 T3

estas enzimas no estan a disposicion para una aplicacién industrial. Por tanto es necesario para el aprovechamiento
lo mas amplio posible del potencial sintético de la hidrogenacion asimétrica enzimatica, disponer de una cartera lo
mas amplia posible de distintas oxidorreductasas accesibles industrialmente que ademas sean adecuadas para una
aplicacion en sistemas de dos fases acuoso/organicos con disolventes organicos.

El objeto de la presente invenciéon son ahora una serie de nuevas oxidorreductasas enantioselectivas, R- y S-
especificas que se caracterizan por buena estabilidad en sistemas de dos fases acuoso/organicos asi como por
buena capacidad de expresion en Escherichia coli (>500 unidades/g de biomasa humeda de E. coli), asi como un
procedimiento para la reduccién enzimatica enantioselectiva de un compuesto ceténico para dar el correspondiente
compuesto de hidroxilo quiral.

Las oxidorreductasas de acuerdo con la invencién estan caracterizadas porque presentan una secuencia de
aminoacidos, en la que al menos el 70 % de los aminoacidos son idénticos a los aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos SEC ID N.° 8.

Los polipéptidos que corresponden a SEC ID N.° 8 pueden obtenerse a partir de levaduras, en particular a partir de
levaduras del género Pichia, Candida, Pachysolen, Debaromyces o Issatschenkia, en particular a partir de Candida
nemodendra DSMZ 70647. Es objeto de la invencion ademas una secuencia de acido nucleico SEC ID N.° 16, que
codifica para la secuencia de aminoacidos SEC ID N.° 8. La oxidorreductasa reduce 2-butanona preferentemente en
R-2-butanol y oxida de los dos enantiomeros del 2-butanol preferentemente R-2-butanol.

La oxidorreductasa de Candida nemodendra presenta una actividad igual frente a R-2-butanol, 2-propanol y R-2-
octanol, ademas presenta la enzima también una actividad aproximadamente igual frente a 2-octanona.

La oxidorreductasa de Candida nemodendra es un homodimero con un peso molecular determinado en gel SDS de
27 + 2 kDa. El grado 6ptimo de pH para la reaccion de reduccion se encuentra para esta oxidorreductasa a 6,0 y el
grado o6ptimo de pH para la reaccion de oxidacion se encuentra en el intervalo de 10-11. La oxidorreductasa de
Candida nemodendra presenta una buena estabilidad frente al pH y disolventes y muestra en el intervalo de pH de
6,5 a 9,5 también en tiempos de incubacion de varias horas una pérdida de actividad solo baja. De los dos
enantiomeros del 2-octanol oxida preferentemente S-2-octanol. Es muy adecuada también para la reduccion del
éster 4-haloacetoacetato en ésteres de acido R-4-halo-3-hidroxibutirico.

La invencion se refiere ademas a proteinas de fusidn que estan caracterizadas porque representan oxidorreductasas
con la secuencia de aminoacidos SEC ID N.° 8, o sus homologos, que estan unidas peptidicamente con otro
polipéptido en el extremo N terminal o carboxilo terminal. Las proteinas de fusidon pueden separarse por ejemplo mas
facilmente de otras proteinas o pueden expresarse de manera recombinante en cantidades mayores.

La invencion se refiere ademas a anticuerpos que se unen especificamente a las oxidorreductasas de acuerdo con
SEC ID N.° 8, o sus homologos. La preparacion de estos anticuerpos se realiza de acuerdo con procedimientos
conocidos mediante inmunizacion de mamiferos adecuados y posterior obtencidon de los anticuerpos. Los
anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales.

Ciertas comparaciones de secuencias de aminoacidos pueden realizarse por ejemplo en la Internet en bancos de
datos de proteina tales como por ejemplo SWISS-PROT, PIR asi como en bancos de datos de ADN tales como por
ejemplo EMBL, GenBank etc usando el programa FASTA o el programa BLAST.

El alineamiento 6ptimo se determina a este respecto con ayuda del algoritmo BLAST (Basic Local Alignement
Search Tool) (Altschul et al. 1990, Proc. Natl. Acd. Sci. USA. 87: 2264-2268). Como matriz de puntuacion para el
calculo de la analogia de secuencia se tomd como base la matriz PAM30. (Dayhoff; M.O., Schwarz, R.M., Orcutt,
B.C. 1978. "A model of evolutionary change in Proteins in "Atlas of Protein Sequence and structure" 5(3) M.O.
Dayhoff (ed) 345-352, National Biomedical Research foundation).

La invencién se refiere ademas a un vector de clonaciéon que contiene una o varias secuencias de acido nucleico
que codifican las carbonilrreductasas de acuerdo con SEC ID N.° 8, o sus homdlogos. La invencion comprende
ademas un vector de clonacién de este tipo que contiene adicionalmente a la carbonilreductasa una enzima
adecuada para la regeneracion del NAD(P), tal como por ejemplo formiatodeshidrogenasas, alcoholdeshidrogenasas
o glucosadeshidrogenasa.

La invencién se refiere ademas a un vector de expresion que se encuentra en una célula bacteriana, de insecto,
vegetal o de mamifero y contiene una secuencia de acido nucleico que codifica las carbonilrreductasas de acuerdo
con SEC ID N.° 8, o sus homdlogos y esta unida de manera adecuada con una secuencia control de expresion. La
invencion se refiere ademas a una célula huésped recombinante que es una célula bacteriana, de levadura, de
insecto, vegetal o de mamifero y se transformé o se transfectd con un vector de expresion de este tipo asi como a
un procedimiento de preparacién para la obtencién de una carbonilrreductasa que se basa en el cultivo de una célula
huésped recombinante de este tipo.

Ciertos vectores de clonacién adecuados son por ejemplo ppCR-Script, pCMV-Script, pBluescript (Stratagene),
pDrive cloning Vector (Quiagen, Hilden, Alemania), pS Blue, pET Blue, vectores pET LIC (Novagen, Madison,
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EE.UU.) asi como vectores de clonacion de TA-PCR (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania).

Ciertos vectores de expresion adecuados son por ejemplo pKK223-3, pTrc99a, pUC, pTZ, pSK, pBluescript, pGEM,
pQE, pET, PHUB, pPLc, pKC30, pRM1/pRM9, pTrxFus, pAS1, pGEx, pMAL o pTrx.

Ciertas secuencias control de expresion adecuadas son por ejemplo promotor trp-lac (tac), promotor trp-lac (trc),
promotor lac, promotor T7 o promotor ApL.

Las oxidorreductasas de acuerdo con SEC ID N.° 8, o sus homologos pueden obtenerse de modo que se cultivan las
células E. coli recombinantes mencionadas anteriormente, se induce la expresiéon de la correspondiente
oxidorreductasa y a continuacion tras aproximadamente de 10 a 18 horas (h) se rompen las células mediante
tratamiento con ultrasonidos, mediante molienda en himedo con perlas de vidrio en un molino de bolas (Retsch,
GmbH, Haan Alemania 10 min, 24 Hz) o por medio de homogeneizador de alta presion. El extracto de células
obtenido puede usarse o bien directamente o puede purificarse posteriormente. Para ello, por ejemplo, se centrifuga
el extracto de células y el sobrenadante obtenido se somete a una cromatografia de intercambio i6nico, por ejemplo
mediante cromatografia de intercambio i6nico en Q-Sepharose Fast Flow® (Pharmacia).

La invencioén se refiere ademas a un procedimiento para la reduccién enzimatica enantioselectiva de un compuesto
ceténico para dar el correspondiente compuesto de hidroxilo quiral, en el que el compuesto ceténico se reduce en
presencia de un co-factor con una oxidorreductasa, caracterizado porque se usa una oxidorreductasa que presenta
una secuencia de aminoacidos en la que al menos el 70 % de los aminoacidos son idénticos a los aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos SEC ID N.° 8.

Otra forma de realizacion preferente del procedimiento de acuerdo con la invencién consiste en que el compuesto
cetonico presenta la férmula general |

R1-C(O)-R2 (
en la que R1 representa uno de los restos

1) alquilo (C4-Cx), en el que alquilo es de cadena lineal o ramificada,

2) alquenilo (C2-Cx), en el que alquenilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene hasta cuatro
dobles enlaces,

3) alquinilo (C2-Cx), en el que alquinilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene hasta cuatro
triples enlaces,

4) arilo (Ce-C14),

5) alquil-(C+-Cg)-arilo (Cs-Ci14),

6) heterociclo (Cs-C14), que esta no sustituido o sustituido una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO, y/o -
NHz, o

7) cicloalquilo (C3-C7),

estando los restos mencionados anteriormente en 1) a 7) no sustituidos o independientemente entre si estan
sustituidos una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO; y/o -NH_,

y Rz representa uno de los restos

8) alquilo (C+-Cg), en el que alquilo es de cadena lineal o ramificada,

9) alquenilo (C2-Cs), en el que alquenilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene hasta tres
dobles enlaces,

10) alquinilo (C2-Ce), en el que alquinilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene dos triples
enlaces, o

11) alquil-(C4-C+0)-C(0O)-O-alquilo (C+4-Cs), en el que alquilo es lineal o ramificado y esta no sustituido o esta
sustituido una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO y/o -NH_,

estando los restos mencionados anteriormente en 8) a 11) no sustituidos o independientemente entre si estan
sustituidos una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO; y/o -NHa.

La invencioén se refiere ademas a un procedimiento para la reduccién enzimatica enantioselectiva de un compuesto
cetdénico para dar el correspondiente compuesto de hidroxilo quiral, en el que el compuesto ceténico se reduce en
presencia de un co-factor con una oxidorreductasa, que se caracteriza porque se usa una oxidorreductasa para la
que

(a) codifica la secuencia de acido nucleico SEC ID N.° 16, o para la que
(b) codifica una secuencia de acido nucleico cuya cadena complementaria se hibrida con la secuencia de acido
nucleico mencionada en (a) en condiciones altamente rigurosas.

Por el término arilo se entiende restos de hidrocarburo aromaticos con 6 a 14 atomos de carbono en el anillo. Los
restos arilo (Cs-C14) son por ejemplo fenilo, naftilo, por ejemplo 1-naftilo, 2-naftilo, bifenililo, por ejemplo 2-bifenililo, 3-
bifenililo y 4-bifenililo, antrilo o fluorenilo. Los restos bifenililo, restos naftilo y en particular restos fenilo son restos
arilo preferentes. Por el término "halégeno” se entiende un elemento de la serie fltor, cloro, bromo o yodo. Por el
término "alquilo (C4-C20)" se entiende un resto de hidrocarburo, cuya cadena de carbono es lineal o ramificada y
contiene de 1 a 20 atomos de carbono por ejemplo metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo,
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heptilo, octilo, nonenilo o decanilo. Por el término "alquilo Co" se entiende un enlace covalente.

Por el término "cicloalquilo (C3-C7)" se entiende restos de hidrocarburo ciclicos tales como ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo o cicloheptilo.

El término "heterociclo (Cs-C14)" representa un anillo heterociclico de 5 miembros a 14 miembros monociclico o
biciclico, que esta parcialmente saturado o completamente saturado. Son ejemplos de heteroatomos N, O y S. Son
ejemplos de los términos heterociclo (Cs-C14) restos que se derivan de pirrol, furano, tiofeno, imidazol, pirazol,
oxazol, isoxazol, tiazol, isotiazol, tetrazol, 2-6xidos de 1,2,3,5-oxatiadiazol, triazolonas, oxadiazolonas, isoxazolonas,
oxadiazolidindionas, triazoles, que estan sustituidos con F, -CN, -CF3 o -C(O)-O-alquilo (C+-Cs), 3-hidroxipirro-2,4-
dionas, 5-ox0-1,2,4-tiadiazoles, piridina, pirazina, pirimidina, indol, isoindol, indazol, ftalazina, quinolina, isoquinolina,
quinoxalina, quinazolina, cinnolina, carbolina y derivados benzocondensados, derivados ciclopentacondensados,
ciclohexacondensados o cicloheptacondensados de estos heterociclos. En particular se prefieren los restos 2- o 3-
pirrolilo, fenilpirrolilo tal como 4- o 5-fenil-2-pirrolilo, 2-furilo, 2-tienilo, 4-imidazolilo, metil-imidazolilo, por ejemplo 1-
metil-2-, -4- o -5-imidazolilo, 1,3-tiazol-2-ilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, N-6xido de 2-, 3- o 4-piridilo, 2-pirazinilo, 2-,
4- o 5-pirimidinilo, 2-, 3- o 5-indolilo, 2-indolilo sustituido, por ejemplo 1-metil-, 5-metil-, 5-metoxi-, 5-benciloxi-, 5-
cloro- o 4,5-dimetil-2-indolilo, 1-bencil-2- o -3-indolilo, 4,5,6,7-tetrahidro-2-indolilo, ciclohepta[b]-5-pirrolilo, 2-, 3- 0 4-
quinolilo, 1-, 3- o 4-isoquinolilo, 1-oxo-1,2-dihidro-3-isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, 2-benzofuranilo, 2-benzo-tienilo, 2-
benzoxazolilo o benzotiazolilo o dihidropiridinilo, pirrolidinilo, por ejemplo 2- o 3-(N-metilpirrolidinilo), piperazinilo,
morfolinilo, tiomorfolinilo, tetrahidrotienilo o benzodioxolanilo.

Los compuestos preferentes de formula | son por ejemplo 4-cloroacetoacetato de etilo, acetoacetato de metilo, acido
etil-8-cloro-6-oxooctanoico, 3-oxovaleriato de etilo, 4-hidroxi-2-butanona, 2-oxovaleriato de etilo, acido etil-2-oxo-4-
fenilbutirico, piruvato de etilo, fenilglioxilato de etilo, 1-fenil-2-propanona, 2-cloro-1-(3-clorofenil)etan-1-ona,
acetofenona, 2-octanona, 3-octanona, 2-butanona, 1-[3,5-bis(trifluorometil)fenilletan-1-onas, 2,5-hexanodiona, 1,4-
dicloro-2-butanona, acetoxiacetona, cloruro de fenacilo, 4-bromoacetoacetato de etilo, 1,1-dicloroacetona, 1,1,3-
tricloroacetona o 1-cloroacetona.

Las oxidorreductasas pueden usarse en el procedimiento de acuerdo con la invencién o bien de manera
completamente purificada o de manera parcialmente purificada o pueden realizarse con células que contienen las
oxidorreductasas de acuerdo con la invencion. Las células usadas pueden encontrarse a este respecto de manera
nativa, permeabilizada o lisada. Preferentemente se usan las oxidorreductasas clonadas de acuerdo con SEC ID N.°
8, 0 sus homodlogos.

Por cada kg de compuesto de formula | que va a reaccionar se usan de 5000 a 10 millones de U de oxidorreductasa.
(abierto hacia arriba) La unidad enzimatica 1 U corresponde a este respecto a la cantidad de enzima que se requiere
para hacer reaccionar 1 umol del compuesto de férmula | por minuto (min).

La propia reduccidon enzimatica se desarrolla en condiciones suaves, de modo que los alcoholes generados no
reaccionen posteriormente. Los procedimientos de acuerdo con la invencién presentan un alto tiempo de
permanencia y una pureza enantiomérica de por regla general mas del 95 % de los alcoholes quirales preparados y
un alto rendimiento con respecto a la cantidad usada de compuestos ceténicos.

El compuesto de carbonilo se usa en el procedimiento de acuerdo con la invencién en una cantidad del 3 % al 50 %
con respecto al volumen total, preferentemente del 5 % al 40 %, en particular del 10 % - 30 %.

Una forma de realizacion preferente de la invencion esta caracterizada ademas porque el NAD o NADP formado en
la reduccién se reduce continuamente con un cosustrato para dar NADH o NADPH.

Como cosustrato se usan a este respecto preferentemente alcoholes primarios y secundarios, tales como etanol, 2-
propanol, 2-butanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 2-heptanol, 2-octanol o ciclohexanol.

Estos cosustratos se hacen reaccionar con ayuda de una oxidorreductasa y NAD o NADP para dar los
correspondientes aldehidos o cetonas y NADH o NADPH. Debido a ello se produce la regeneracion del NADH o
NADPH. La proporcién del cosustrato para la regeneracion asciende a este respecto a del 5 % al 95 % en volumen,
con respecto al volumen total.

Para la regeneracion del cofactor puede afadirse adicionalmente una alcoholdeshidrogenasa. Las
alcoholdeshidrogenasas dependientes de NADH adecuadas pueden obtenerse por ejemplo de levadura de
panaderia, de Candida boidinii, Candida parapsilosis o Pichia capsulata. Las alcoholdeshidrogenasas dependientes
de NADPH adecuadas se producen ademas en Lactobacillus brevis (documento DE 196 10 984 A1), Lactobacillus
minor (documento DE 101 19 274), Pseudomonas (US 5.385.833) o en Thermoanaerobium brockii. Los cosustratos
adecuados para estas alcoholdeshidrogenasas son los alcoholes secundarios ya mencionados tales como etanol, 2-
propanol (isopropanol), 2-butanol, 2-pentanol , 4-metil-2-pentanol, 2-octanol o ciclohexanol.

Ademas puede realizarse la regeneracion del cofactor por ejemplo también por medio de formiato-deshidrogenasa
dependiente de NAD o NADP (Tishkov et al., J. Biotechnol. Bioeng. 64, 187-193, Pilot-scale production and isolation
of recombinant NAD and NADP specific Formate dehydrogenase). Los cosustratos adecuados de la formiato-
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deshidrogenasa son por ejemplo sales del acido férmico tales como formiato de amonio, formiato de sodio o formiato
de calcio. Preferentemente se realizan los procedimientos de acuerdo con la invencion sin embargo sin una
deshidrogenasa adicional de este tipo, es decir no tiene lugar una regeneracion de coenzima acoplada al sustrato.

La parte acuosa de la mezcla de reaccién, en la que se desarrolla la reducciéon enzimatica, contiene preferentemente
un tampédn, por ejemplo tampon fosfato de potasio, Tris/HCI o trietanolamina, con un valor de pH de 5 a 10,
preferentemente un valor de pH de 6 a 9. El tampon puede contener adicionalmente aun iones para la estabilizaciéon
o activacion de las enzimas, por ejemplo iones zinc o iones magnesio.

La temperatura asciende durante la realizacion de los procedimientos de acuerdo con la invencion
convenientemente a de aproximadamente 10 °C a 70 °C, preferentemente de 20 °C a 40 °C.

En otra forma de realizacién preferente de los procedimientos de acuerdo con la invencién se realiza la reaccion
enzimatica en presencia de un disolvente organico no miscible con agua o miscible con agua sélo de manera
limitada. Este disolvente es por ejemplo un dialquil(C+-Cg)éter simétrico o asimétrico, un alcano de cadena lineal o
ramificada o cicloalcano o un alcohol secundario insoluble en agua, que a la vez representa el cosustrato. Los
disolventes organicos preferentes son por ejemplo dietiléter, terc-butilmetiléter, diisopropiléter, dibutiléter, acetato de
butilo, heptano, hexano, 2-octanol, 2-heptanol, 4-metil-2-pentanol o ciclohexano. El disolvente puede servir a este
respecto también simultaneamente como cosustrato para la regeneracion del cofactor.

La mezcla de reaccion, en caso del uso de disolventes insolubles en agua o cosustratos, estda compuesta de una
fase acuosa y de una fase organica. El sustrato se distribuye de manera correspondiente a su solubilidad entre la
fase organica y la acuosa. La fase organica tiene generalmente una proporcion del 5 % al 95 %, preferentemente del
10 % al 90 % con respecto al volumen de reaccion total. Las dos fases liquidas se mezclan preferentemente de
manera mecanica, de modo que se genera entre las mismas una gran superficie. También en esta forma de
realizacion puede reducirse el NAD o NADP formado en la reduccién enzimatica con un cosustrato, tal como se ha
descrito, de nuevo para dar NADH o NADPH.

La concentracion del cofactor NADH o NADPH en la fase acuosa asciende generalmente a de 0,001 mM a 1 mM, en
particular de 0,01 mM a 0,1 mM.

En los procedimientos de acuerdo con la invencion puede usarse aun un estabilizador de Ila
oxidorreductasa/deshidrogenasa. Los estabilizadores adecuados son por ejemplo glicerina, sorbitol, 1,4-DL-
ditiotreitol (DTT) o dimetilsulféxido (DMSO).

El procedimiento de acuerdo con la invencion se realiza por ejemplo en un recipiente de reaccion cerrado de vidrio o
metal. Para ello se transfieren los componentes individualmente al recipiente de reaccion y se agitan bajo una
atmosfera de por ejemplo nitrégeno o aire. El tiempo de reaccién asciende a de 1 hora a 48 horas, en particular de 2
horas a 24 horas.

A continuacién se procesa la mezcla de reaccion. Para ello se separa la fase acuosa, se filtra la fase organica. La
fase acuosa puede extraerse dado el caso otra vez y como la fase organica puede procesarse posteriormente.
Después se evapora dado el caso el disolvente de la fase organica filtrada.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento para la obtenciéon de compuesto de hidroxilo quiral de férmula I,
R1-C(OH)-R2 (1
en la que R y R? se definen como anteriormente, que se caracteriza porque

a) se incuba una mezcla que contiene el compuesto racémico de formula Il en presencia de una de las
oxidorreductasas de acuerdo con la invencion de acuerdo con SEC ID N.° 8, o sus homdlogos, NAD(P) y agua,
convirtiéndose un enantidmero de compuesto de hidroxilo de férmula 1l en el compuesto cetdnico
correspondiente y NAD(P)H, y

b) se aisla el enantiomero que queda del compuesto de hidroxilo de férmula I1.

En caso del uso de las carbonilrreductasas de acuerdo con SEC ID N.° 8 se obtienen a este respecto
preferentemente los correspondientes compuestos de S-hidroxilo quirales.

Las condiciones de reaccién son esencialmente las mismas que en el procedimiento mencionado anteriormente para
la reduccion enantioespecifica del compuesto cetonico de formula I. Sin embargo, en lugar de una reduccion
enantioselectiva del compuesto cetdnico de férmula I, de la mezcla racémica del compuesto de formula |l se oxida
Unicamente un enantiomero del compuesto de hidroxilo de férmula || de manera enantioselectiva para dar el
correspondiente compuesto ceténico. Debido a ello permanece el enantidmero opuesto del compuesto de hidroxilo
de formula Il y puede aislarse. Ademas, en el procedimiento se usa en lugar de los alcoholes usados como
cosustratos tales como etanol, 2-propanol (isopropanol), 2-butanol, 2-pentanol o 2-octanol, sus correspondientes
cetonas tales como acetona para la regeneracion del NAD. Por ejemplo se hace reaccionar la acetona y NAD(P)H
con la oxidorreductasa de acuerdo con la invencion o una deshidrogenasa adicional para dar NAD e isopropanol.
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Las formas de realizacion preferentes de la invencion se explican aun en mas detalle con los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1:
Cultivo de organismos y seleccion segun la actividad carbonilrreductasa

Para la seleccion se cultivaron las cepas de levadura Candida nemodendra DSMZ 70647 en el siguiente medio:
extracto de levadura (3), extracto de malta (3), peptona (5) y glucosa (10) (los niUmeros entre paréntesis son
respectivamente g/l). El medio se esterilizé a 121 °C y las levaduras se cultivaron sin regulacion de pH posterior a 25
°C y en un agitador a 160 revoluciones por minuto (rpm).

A continuacion se resuspendieron 125 mg de células con 800 pl de tampon de disgregacion (trieetanolamina (TEA)
100 mM, pH = 7,0), se mezclaron con 1 g de perlas de vidrio y se trataron durante 10 minutos (min) a 4 °C en el
molino de bolas (Retsch). El sobrenadante (lisado) obtenido tras centrifugacion de 2 min a 12000 rpm se uso en la
siguiente seleccion de actividad y para la determinacion del exceso enantiomérico (valor ee). Como sustratos se
usaron distintas cetonas, tales como 2-butanonas, 2-octanona, 4-cloroacetoacetato de etilo, acetofenona o acido de
etil-2-oxo-4-fenilbutirico.

Mezcla de reaccién para la seleccion de actividad:

860 ul KH2PO4/KoPO4 0,1 M pH = 7,0, MgCl> 1 mM
20 pl NADPH o NADH (10 mM)

20 pl lisado

100 pl sustrato (100 mM)

La reaccion se siguid durante 1 min a 340 nm.
Mezcla de reaccion para la determinacion del valor ee:

20 pl lisado
100 pl NADH o NADPH (50 mM)
60 ul sustrato (100 mM)

Las mezclas de reaccion para la determinacion del ee se extrajeron tras 24 horas (h) por ejemplo con cloroformo y
por medio de cromatografia de gases (CG) se determind el exceso enantiomérico. El exceso enantiomérico se
calcula tal como sigue:

ee(%) = ((R-. alcohol -S- alcohol )/(R- alcohol + S- alcohol })) x 100.

Tabla 1

Actividad en U/g de células de organismos huésped
N.° de DSMZ | Microorganismo

2-Butanona 2-Octanona
NADH NADPH NADH NADPH
70647 Candida nemodendra | 45 | —=---- 12 | e

DSMZ representa la Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellculturen (Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares), Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig. Definicion de las unidades de
enzima: 1 U corresponde a la cantidad de enzima que se requiere para hacer reaccionar 1 umol de sustrato por min.

Ejemplo 2:
Aislamiento y purificacién de oxidorreductasas microbianas dependientes de NAD(P)H

Para el aislamiento de las oxidorreductasas microbianas dependientes de NAD(P)H se cultivaron los
microorganismos tal como se ha descrito en el ejemplo 1. Tras alcanzar la fase estacionaria se recogieron las
células y mediante centrifugacion se separaron del medio. La liberacién de enzimas se realizé mediante molienda en
himedo por medio de perlas de vidrio, sin embargo puede conseguirse también mediante otros procedimientos de
disgregacion. Para ello se suspendieron por ejemplo 100 g de masa humeda de células con 400 ml de tampdn de
disgregacion (trietanolamina 100 mM, MgCl; 1 mM, pH =7,0) y se homogeneizaron por medio de una prensa
francesa.
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El extracto bruto obtenido tras la centrifugacion (7000 rpm) se purificd posteriormente entonces por medio de FPLC
(fast protein liquid chromatography, cromatografia de liquidos rapida de proteinas).

Todas las oxidorreductasas de acuerdo con la invencion pudieron purificarse mediante combinaciones distintas de
cromatografia de intercambio idnico, por ejemplo en Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia) o Uno Q (Biorad, Munich,
Alemania), de cromatografia de interaccion hidréfoba, por ejemplo en Octylsepharose Fast Flow o Butylsepharose
Fast Flow (Pharmacia), cromatografia en ceramica-hidroxiapatita y permeacion en gel.

Ejemplo 4:
Estrategia de clonacion general de una alcoholdeshidrogenasa enantioselectiva aislada de levaduras

Se extrae ADN cromosomico de acuerdo con el procedimiento descrito en "Molecular cloning" de Manniatis &
Sambrook. El acido nucleico resultante sirve como matriz para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
cebadores degenerados. A este respecto se derivan cebadores en 5’ de la secuencia de aminoacidos (SEC ID N.°
66; 72; 80) y los cebadores en 3’ de la secuencia de aminoacidos (SEC ID N.° 67; 73, 81) con inclusion del codigo
genético especifico para el organismo (SEC ID N.° 68; 69; 74; 75; 82; 83).

La amplificacion se realiza en tampon de PCR [Tris-HCI 67 mM (pH 8,3), (NH4).SO4 16 mM, MgCl; 115 mM, Tween
20 al 0,01 %], mezcla de desoxi-nucleotidotrifosfato (dNTPs) 0,2 mM, 40 pmol por cebador y 2,5 U de polimerasa
BioTherm Star (Genecraft, Liidingshausen, Alemania)]. Tras una activacion de la polimerasa BioTherm Star (8 min
95 °C) y 45-50 ciclos posteriores de una PCR Touch-Down se enfria la reaccién hasta 4 °C y toda la mezcla de
reaccion de PCR se aplica en un gel de agarosa al 1 % para su analisis.

El fragmento especifico que resulta de la reaccion en cadena de la polimerasa se liga en el vector de clonacion TA
pCR2.1 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y se secuencia con los cebadores M13 rev (SEC ID N.° 65) y M13 uni
(SEC ID N.° 128) con ayuda del secuenciador de ADN ABI.

Las zonas de extremo 5 y 3’ terminales de la secuencia génica codificante se determinan con ayuda del
procedimiento RACE (rapid amplification of cDNA ends, amplificacion rapida de extremos de ADNc). Basandose en
la secuencia de acido nucleico del fragmento especifico se construyen oligonucleétidos para 3'-RACE y 5-RACE.
Como matriz para la sintesis de la primera cadena de ADNc con ayuda del sistema 3’-RACE (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania) sirve ARN total preparado a partir de las células. Sigue una amplificacién y una reamplificacion del ADNc
especifico con ayuda de oligonucleotidos 3'-RACE (SEC ID N.° 76; 77; 84; 85). A continuacion se aplica la mezcla de
reaccion para su analisis en un gel de agarosa al 1 %. El fragmento especifico, que lleva la informacion de
secuencia flanqueante en 3’ ausente, se liga de manera aislada en un vector de clonacion TA pCR2.1 y se
secuencia.

Las secuencias codificantes y no codificantes en extremo 5’ terminal se determinan con ayuda del sistema 5-RACE
(Invitrogen). Para ello se acumula con ayuda de oligo dT-celulosa (NEB, Beverly, EE.UU.) ARNm a partir del ARN
total obtenido previamente y se aplica en la sintesis de la primera cadena de ADNc con los oligonucledtidos
especificos del gen (SEC ID N.° 70; 71; 78; 79; 86; 87). La amplificacion y reamplificacion posteriores del ADNc
especifico da como resultado un fragmento que se liga para el analisis en un vector de clonacion TA pCR2.1
(Invitrogen). El plasmido que contiene el fragmento se analiza con ayuda de un secuenciador de ADN ABI. Por
consiguiente se obtiene la informacion de secuencia ausente sobre el extremo en 5’ del gen.

Basandose en la secuencia que codifica el gen de longitud completa se construyen cebadores especificos para una
clonacioén posterior de este segmento de ADN en un sistema de expresién adecuado. Para ello se modifican por
ejemplo el cebador en 5’ con una secuencia de reconocimiento para Nde |, o con una secuencia de reconocimiento
para Sph |, o para BamHI y cebador en 3’ con una secuencia de reconocimiento para Hind IlI.

El ADN cromosémico sirve como matriz en la siguiente PCR. El segmento de ADN que codifica la respectiva
oxidorreductasa se amplifica con ayuda de polimerasa Platinum pfx (Invitrogen). El producto de PCR resultante se
trata tras la purificacion a través de un gel agarosa al 1 % con correspondientes ADN endonucleasas y se liga en la
estructura principal del vector pET21a (Novagen, Madison, EE.UU.), o la estructura principal del vector pQE70
(Qiagen, Hilden, Alemania) tratada con las mismas endonucleasas.

El constructo de expresion producido se lleva a la secuenciacion en cepa de expresion BL21 Star (Invitrogen), o
RB791 (E. coli genetic stock, Yale, EE.UU.).

Ejemplo 5:
Estrategia de clonacion general de una oxidorreductasa enantioselectiva aislada de bacterias

Se extrae ADN cromosomico de acuerdo con el procedimiento descrito en "Molecular cloning" de Manniatis &
Sambrook. El acido nucleico resultante sirve como matriz para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
cebadores degenerados. A este respecto se derivan cebadores en 5’ de la secuencia de aminoacidos (SEC ID N.°
104; 112) y los cebadores en 3’ de la secuencia de aminoacidos (SEC ID N.° 105; 113) con inclusion del codigo
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genético especifico para el organismo (SEC ID N.° 106; 107; 114; 115).

La amplificacion se realiza en tampon de PCR [Tris-HCI 67 mM (pH 8,3), (NH4).SO4 16 mM, MgCl; 115 mM, Tween
20 al 0,01 %], mezcla de desoxi-nucleotidotrifosfato (dNTPs) 0,2 mM, 40 pmol por cebador y 2,5 U de polimerasa
BioTherm Star (Genecraft, Liidingshausen, Alemania)]. Tras una activacion de la polimerasa BioTherm Star (8 min
95 °C) y 45-50 ciclos posteriores de una PCR Touch-Down se enfria la reacciéon hasta 4 °C y toda la mezcla de
reaccion de PCR se aplica en un gel de agarosa al 1 % para su analisis.

El fragmento especifico que resulta de la reaccion en cadena de la polimerasa se liga en el vector de clonacion TA
pCR2.1 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y se secuencia con los cebadores M13 rev (SEC ID N.° 65) y M13 uni
(SEC ID N.° 128) con ayuda del secuenciador de ADN ABI.

Las zonas flanqueantes en 5’ y 3’ de la secuencia génica codificante se determinan con ayuda del procedimiento de
reaccion en cadena de la polimerasa inversa (iPCR). Basandose en la secuencia de acido nucleico del fragmento
interno especifico se construyen oligonucledtidos de SEC ID N.° 100; 101; 102; 103; 108; 109; 110; 111; 116; 117;
118; 119. El ADN gendmico se digiere con ayuda de una endonucleasa de restriccion y se usa en una religacion, de
modo que circularizan segmentos de ADN mas pequefos. Esta mezcla de religacion se usa entonces como matriz
para una iPCR y cebadores de SEC ID N.° 100; 102; 108; 110; 116; 118. La sefial de PCR se refuerza mediante
PCR anidada posterior con cebadores de SEC ID N.° 101; 103; 109; 111; 117; 119. El fragmento especifico
resultante se liga tras la elucion del gel de agarosa al 1 % en el vector pCR2.1 (Invitrogen).

Por consiguiente, el anadlisis de secuenciacion del vector pCR2.1 que contiene el fragmento proporciona la
informacion de secuencia ausente sobre zonas codificantes en 3’ y 5’ del gen de alcoholdeshidrogenasa / reductasa.

Basandose en la secuencia que codifica el gen de longitud completa (SEC ID N.° 12; 13; 14) se construyen
cebadores especificos para una clonacion posterior de este segmento de ADN en un sistema de expresion
adecuado. A este respecto se modifican cebador en 5’ con una secuencia de reconocimiento para Nde I, o con una
secuencia de reconocimiento para Sph |, o para BamHI y cebador en 3’ con una secuencia de reconocimiento para
Hind Il (SEC ID N.° 120; 121; 122; 123; 124; 125; 126; 127).

La amplificacion del ADN de longitud completa que codifica la proteina a partir del ADN gendmico con restriccion y
ligacion posterior en el vector de expresion se realiza tal como se ha descrito en el ejemplo 3. La cepa de expresion
BL21Star (Invitrogen), o RB791 (E. coli genetic stock, Yale, EE.UU.) se transforma con el constructo de expresion
producido.

Ejemplo 6:
Expresion de alcoholdeshidrogenasas / reductasas recombinantes en E. coli

Las cepas de Escherichia coli transformadas con el constructo de expresion BL21 Star (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania), o RB791 (E. coli genetic stock, Yale, EE.UU.) se cultivaron en 200 ml de medio LB (1 % de triptona, 0,5
% de extracto de levadura, 1 % de NaCl) con ampicilina (50 ug / ml), o carbenicilina (50 pg / ml), hasta que se
consiguié una densidad optica medida a 550 nm de 0,5. La expresion de proteina recombinante se indujo mediante
adicién de isopropiltiogalactésido (IPTG) en una concentracion de 0,1 mM. Tras induccion durante 8 horas, o tras
induccion durante 16 horas a 25 °C y 220 rpm se recogieron las células y se congelaron a -20 °C. Para la prueba de
actividad se mezclaron 10 mg de células con 500 ul de tampén TEA 100 mM pH 7,0 y 500 pl de perlas de vidrio y se
trataron durante 10 min por medio de un molino de bolas. El lisado obtenido se usé entonces de manera diluida para
las mediciones correspondientes. La prueba de actividad se compone tal como sigue: 870 pl de tampén TEA 100
mM pH 7,0, 160 pg de NAD(P)H, 10 pl de lisado celular diluido. La reaccion se inicié con la adicion de 100 ul de una
solucion de sustrato 100 mM a la mezcla de reaccion.

vector de expresion | cepa de expresion | sustrato | Actividad U/ g

SECIDN.°8 | pET21a BL21 Star CLAEE | 7000 U/g

Ejemplo 7:
Caracterizacion de las oxidorreductasas recombinantes

7a: grado optimo de pH

Se prepararon los tampones mencionados en la tabla 4. La concentracion de los respectivos componentes de
tampodn ascendia respectivamente a 50 mM.
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Tabla 4

Valor de pH | Sistema tampén Valor de pH | Sistema tampén
4 acetato de Na/acido acético | 7,5 KH2PO4/KoPO4
45 acetato de Na/acido acético | 8 KH2PO4/KoPO4
5 acetato de Na/acido acético | 8,5 KH2PO4/KoPO4
55 KH2PO4/K2PO4 9 Glicina/NaOH

6 KH2PO4/K2PO4 9,5 Glicina/NaOH
6,5 KH2PO4/K2PO4 10 Glicina/NaOH

7 KH2PO4/K2PO4 11 Glicina/NaOH

870 pl de los sistemas tampdn mencionados respectivamente en la tabla 3
20 ul NAD(P)H 10 mM
10 pl enzima diluida

100 ul

de solucion de sustrato (100 mM)

Reduccion del grado de 6ptimo de pH de la mezcla de reaccion de medicion (30 °C):

Se incubd durante aproximadamente de 2 a 3 min, después se realizé la adicion de

Como sustrato se usaron, dependiendo de la oxidorreductasa, 2-butanona o 2-octanona. La reaccion se siguio
durante 1 min a 340 nm. Para la determinacion del grado 6ptimo de pH se determind la reaccidon enzimatica en el
respectivo tampon mencionado en la tabla 4. Para la determinacion del grado 6ptimo de pH para la reaccion de
oxidacion se us6 como cofactor NAD(P) y como sustrato 2-propanol o 2-octanol.

En la tabla 5 estan agrupados los resultados para las oxidorreductasas de acuerdo con la invencion.

Tabla 5:

N.° de DSMZ | microorganismo grado 6ptimo de pH de reduccién | grado 6ptimo de pH de oxidacion

70647 Candida nemodendra | 6 10-11

7b: estabilidad frente a pH

La determinacion de la actividad de las oxidorreductasas recombinantes se sometié a estudio mediante
almacenamiento en los sistemas tampon mencionados en la tabla 4. Para ello se fijaron los distintos tampones (50
mM) en el intervalo de pH de 4 a 11 y las oxidorreductasas preparadas de acuerdo con el ejemplo 4 se diluyeron con
esto. Tras incubacion durante 30, 60 y 120 min se extrajeron de la mezcla de reaccion 10 pl y se usaron en la
prueba de la actividad de acuerdo con el ejemplo 1.

El valor de partida es a este respecto el valor de medicion, que se obtuvo directamente tras la dilucién (1:20) de la
enzima en tampon fosfato de potasio 50 mM pH = 7,0. Este valor correspondia en las condiciones predeterminadas
a una modificacion de la extincion de aproximadamente 0,70 /min y se establecié como el valor del 100 % y todos
los valores de medicion siguientes se establecieron con respecto a este valor en proporcion.

En la tabla 6 estan agrupados los intervalos de pH para las oxidorreductasas de acuerdo con la invencion,
presentando la enzima, con incubacion durante 120 min, no menos del 50 % de la actividad de partida.

Tabla 6:
N.° de DSMZ | Microorganismo Estabilidad frente a intervalo de pH
70647 Candida nemodendra | 6,5-9,5

10



10

15

20

25

30

35

ES 2 525549 T3

7c: grado optimo de temperatura

Para la determinacion de la temperatura de prueba o6ptima se midié la actividad enzimatica para las
oxidorreductasas de acuerdo con la invencién en el intervalo de temperatura de 15 °C a 70 °C en la mezcla de
reaccion de medicién patron.

Los grados 6ptimos de temperatura determinados estan resumidos en la tabla 7:

Tabla7
N.° de DSMZ | Microorganismo Grado 6ptimode T
70647 Candida nemodendra | 65 °C

7d: estabilidad frente a la temperatura

De manera analoga tal como se ha descrito en el ejemplo 5c¢ se determind la estabilidad frente a la temperatura para
el intervalo de 15 °C a 70 °C. Para ello se incub6 respectivamente una dilucién de las oxidorreductasas de acuerdo
con la invencion durante 60 min y 180 min a la respectiva temperatura y a continuacion a 30 °C se midié con la
mezcla de reaccion de prueba anterior. En la tabla 8 estan agrupados los intervalos de temperatura para las
oxidorreductasas de acuerdo con la invencion, presentando las enzimas con incubacioén durante 120 min no menos
del 50 % de la actividad de partida.

Tabla 8
N.° de DSMZ | Microorganismo Estabilidad frente a la temperatura
70647 Candida nemodendra | 15-35 °C

7e: estabilidad en el sistema de dos fases acuoso/organico

La estabilidad de las oxidorreductasas novedosas en sistemas de dos fases acuoso/organicos se sometié a estudio
diluyendo los lisados obtenidos en el ejemplo 6 (de expresidon recombinante) en un tampén acuoso adecuado para la
respectiva oxidorreductasa (aproximadamente 10 unidades/ml de tampdn). A la oxidorreductasa diluida en el tampdn
se afiadio entonces el mismo volumen de un disolvente organico, no miscible con agua y la mezcla de reaccion se
incubo a temperatura ambiente con mezclado constante (termomezclador con 170 rpm). Tras incubacién durante 24
h se extrajeron respectivamente de la fase acuosa 10 pl y se usaron para la determinacion de la actividad enzimatica
en la mezcla de reaccion de prueba patron (tampon fosfato de potasio (KPP) 100 mM, pH = 7,0, NAD(P)H 0,2 mM,
sustrato 10 mM). También en este caso se fijo el valor de partida directamente tras dilucion en el tampén igual al 100
% y todos los otros valores se fijaron en proporcion con respecto a éste.

Tabla 9: actividad enzimatica tras incubacion durante 24 h en el sistema de dos fases acuoso-organico

Sistema Tampon | Acetato de | Dietiléter | MTBE Diisopropiléter | Heptano | Ciclohexano
butilo

Candida nemodendra | 100 % 80-100 % | 80-100 80-100 | 80-100 % 80-100 80-100 %

SECIDN.°8 % % %

MTBE = metil-terc-butiléter

LISTA DE SECUENCIAS
<110> IEP GmbH
<120> Oxidorreductasas para la reduccion estereoselectiva de compuestos ceténicos
<130>111029B

<140> A 1261/2005
<141> 27-07-2005

<160> 130
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<170> PatentIn versién 3.3
<210> 1
<211> 282

<212> PRT
<213> Rhodotorula mucilaginosa

<400> 1

Met Pro Ala Thr Leu Arg Leu Asp Lys Lys Val Ala Ile Ile Thr Gly

Gly Ala Ser Gly Ile Gly Leu Glu Ser Ala Leu Val Phe Ala Gly Glu
20 25 30

Gly Ala His Val Val Val Ala Asp Ile Asn Val Glu Ala Ala Asn Arg

Ala Val Glu Ile Ile Lys Thr Gln Val Gln Asp Ala Pro Lys Ala Ile
50 55 60

Ala Val Lys Cys Asp Val Ser Lys Glu Asp Asp Ile Lys Asn Leu Val
65 70 75 80

Ala Thr Ala Val Glu Thr Phe Gly Arg Leu Asp Val Met Phe Asn Asn
85 90 85

Ala Gly Ile Met His Pro Glu Asp Asp Asn Ala Leu Asn Thr Ser Glu
100 105 110

Arg Ile Trp Asp Leu Thr Met Asn Ile Asn Val Lys Gly Val Trp Trp
115 120 125

Gly Cys Lys Tyr Ala Ile Asp Ala Met Arg Lys Asn Pro Gly Gly Ser
130 135 140

Lys Gly Ser Ile Ile Asn Thr Ala Ser Phe Val Ala Ile Leu Gly Ala
145 150 155 160

Ala Thr Pro Gln Ile Ala Tyr Thr Ala Ser Lys Gly Ala Val Leu Ala
165 170 175
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<210> 2
<211> 254
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Thr
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Pro
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Asn
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85

Asp
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Ala Met

Gly Pro

Lys Lys

215

Ala Val

230

Ser Phe

Cys Tyr

Leu Ala

Thr Asn

Ala Thr

Asp Ile

Asn Lys

55

Thr Ala

Phe Gly

Gln Arg

Val

Leu

200

Glu

Glu

Ile

Val

Pro
280

Lys

Val

Gln

40

Gly

Asn
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Ser

His

185

Lys

Arg
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Thr

Thr

265

Lys

val

Glu

25
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Ile

Ser
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Glu
105
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Gly
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Ala

10

Lys

Glu
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Glu
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Arg

235
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Glu
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220

Ala
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Gly
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Gly

Leu

205

His
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Phe
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Thr
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Lys

45

Gln

Asn
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190

Met
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Ala

Lys

Gln
270
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Leu

30

Glu
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Leu

Ala

Glu
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Arg

Lys

Pro

Phe

Val

255

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr

Leu

Asn

85

Asp

Ile

Phe

Met

Leu

240

Asp

Leu

Ile

Ala

Ala

Tyr

Lys

80
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Lys

Leu

Asn
145

Tyr

Leu

Tyr

Ala

Ile
225

Thr
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<211> 336
<212> PRT

Lys

Ala

130

Thr

Cys

Glu

Ile

Leu

210

Ala

Gly

<213> Pichia stipites

<400> 3

Met Ser

Gly Leu
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His Ala

His Glu
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Trp Asp
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Asp

Tyr

Ile
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Val

Trp
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Gly

Asn
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Pro Met
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Leu

Asp

Pro

Thr

Cys

Lys

Gly

Gly

Gly

Gln

Ile

Asp

Leu

Ser

Leu
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Tyr
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Pro

His

45

Tyr

Met
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Val
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<213> Leuconostoc carnosum
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Val
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Val
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Met Thr Asp Arg Leu Lys Asn Lys Val Ala Ile Ile Thr Gly Gly Thr

Leu Gly Ile Gly Leu Ala Met Ala Gln Lys Phe Val Glu Glu Gly Ala
20 25 30

Lys Val Val Ile Thr Gly Arg Arg Ala Asn Val Gly Ala Glu Ala Leu
35 40 45

Lys Thr Ile Gly Asp Glu Ser Val Ala Arg Phe Val Gln His Asp Ala
50 55 60

Ser RAsp Glu Lys Gly Trp Ile Asp Leu Phe Glu Asn Thr Ile Lys Trp

Phe Gly His Val Asp Thr Val Val Asn Asn Ala Gly Val ARla Ile Ala

Lys Asn Ile Glu Glu Thr Thr Tyr Glu Asp Trp Lys Phe Leu Gln Ser
100 105 110

Ile Asn Ser Asp Gly Val Phe Leu Gly Thr Lys Tyr Gly Met Gln Tyr
115 120 125

Met Lys Asn Gln Ala Gly Gly Ala Ser Ile Ile Asn Met Ser Ser Ile
130 135 140

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

Gly Gly Val Arg Ile Leu Ser Lys Ser Rla Ala Leu His Ala Ala Leu
165 170 175

Asn Asp Tyr Asn Leu Arg Val Asn Thr Ile His Pro Gly Tyr Ile Lys
180 185 190

Thr Pro Leu Val Asp Gly Ile Asp Gly Rla Glu Glu Ala Gln Ser Gln
195 200 205

Arg Thr Gln Thr Pro Met Gly His Ile Gly Glu Pro Asn Asp Ile Ala
210 215 220

Tyr Met Ala Val Tyr Leu Ala Ser Glu Glu Ser Lys Phe Ala Thr Gly
225 230 235 240

Ala Glu Phe Val Val Asp Gly Gly Tyr Leu Ala Gln
245 250

<210>5

<211> 347

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<400> 5
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Gly Ile Thr Pro Pro Gly Leu Gly Asn Pro Gly Ala Met Ala Glu Tyr
115 120 125

Leu Leu Val Asp Asp Ala Arg His Leu Val Pro Leu Gly Asp Leu Asp
130 135 140

Fro Val Ala Ala Val Pro Leu Thr Asp Ala Gly Leu Thr Pro Tyr His
145 150 155 160

Ala Ile Lys Pro Ser Leu Pro Lys Leu Val Gly Gly Thr Thr Ala Val
165 170 175

Val Ile Gly Ala Gly Gly Leu Gly His Val Gly Ile Gln Leu Leu Arg
180 185 120

His Leu Thr Pro Ser Arg Val Ile Ala Leu Asp Val Ser Asp Asp Lys
1585 200 205

Leu Ala Phe Ala Arg Glu Val Gly Ala His Glu Val Val Leu Ser Asp
210 215 220

Ala Asp Ala Val Ala Asn Val Arg Lys Ile Thr Gly Asn Asp Gly Ala
225 230 235 240

Thr Ala Val Phe Asp Phe Val Gly Leu Gln Pro Thr Leu Asp Ile Ala
245 250 255

Met Gly Val Val Gly Thr Met Gly Asp Val Val Ile Val Gly Ile Gly
260 265 270

Asp Met Val Ala Thr Ala Lys Val Gly Phe Phe Thr Gln Pro Tyr Glu
275 280 285

Val Ser Val Arg Ala Pro Tyr Trp Gly Ala Arg Asp Glu Leu Ile Glu
290 295 300

Val Leu Asp Leu Ala Arg Asp Gly Val Leu Glu Val Ala Val Glu Arg
305 310 315 320

Phe Ser Leu Asp Asp Gly Val Glu Ala Tyr Arg Arg Leu Ala Ala Asn
325 330 335

Asp Leu Arg Gly Arg Ala Val Val Val Pro Asp
340 345
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<212> PRT

<213> Pichia trehalophila
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Ser

Tyr

Ile

Lys

165

Ser

Ser

val

Val

Leu
245

<213> Rhodotorula mucilaginosa

Phe
Asn
145
Tyr
Leu
Tyr
Ala
Val
225
His
<210>9
<211> 849
<212> ADN
<220>
<221>gen

<222> (1)..(849)

<400> 9

ES 2 525549 T3

Trp

His

150

Gly

Lys

Lau

His

Ala

230

Leu

Leu

135

Ser

Gly

Gly

Leu

Pro

215

Phe

Val

Lys

Phe

Val

Ile

Glu

200

Ile

Leu

Asp

Asn

val

Lys

Arg

185

Phe

Gly

Ser

Gly

22

Ser

Ala

Leu

170

Val

Leu

Arg

Ser

Gly
250

Lys

Ala

155

Leu

Asn

Pro

Leu

Asp

235

Tyr

Fro

140

Fro

Thr

Ser

Glu

Gly

220

Glu

Thr

Gly

Gly

Glu

Val

Asp

205

Lys

Ala

Ala

Val

Leu

Ala

Asn

130

Lys

Pro

Thr

Gln

Ile

Ala

Leu

175

Pro

Met

Glu

FPhe

Val

His

160

Ala

Ala

Asn

Glu

Ile
240
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atgecetgeca ctcotecgect cgacaagaaq gttgecatca tcaceggagqg agcatceggg 60
atcggeceteg agteggecet cgtetttgee ggagaaggeg cccacgtegt cgtegecgac 120
atcaacgtceg aagetgeocaa cogegecgte gagatcatea agacccaggt teaggacgec 180
cccaaggega togeegtcaa gtgogacgte tcoccaaggagg acgacatcaa gaacctegte 240
gegactgetg tegaaacttt tggeaggete gatgteatgt teaacaacge cggeatcatg 300
caccocgagg acgacaatge gectcaacace toggagegea toctgggacet gaccatgaac 360
attaacgtca agggagtectg gtggggetge aagtacgega tcgacgecat gogcaagaac 420
ccgggeggeca gecaaggggag catcatcaac acggettegt tegtcecgecat ccteggageg 480
gcgacgectc agatcgcata caccgetteg aagggtgccg tcttggecat gactcocgegag 540
ctegecatgg ttcacgegeg cgaagggate cgaatcaact cgetetgece cggtecgete 600
aagacagagc tecctgatgaa gttectegac acgeocggaga agaaggageg coggatggtg 660
cacatccoga tgggtegett cggtgaggeg gttgageagg ctegegegge cgegttecte 720
gctagegacg acagcagett catcaccgga actgacttca aggtocgacgg cggtatcage 780
tegtgectacg tcacgeoogga gggegageag gocctogegg cgecgtocaa cttggetece 840
aaggcgtag 849

<210>10

<211> 765

<212> ADN

<213> Pichia farinosa

<220>

<221>gen

<222> (1)..(765)
<400> 10

23



10

atggectata
ttagectacag
aaagaagaat
caattgacgt
actgctataa
gatcaacgtt
aacggtgttt
ggctctattg
tattgtgegt
aagaatggeca
tttttgecta
gaacctgagg

actggtacta

<210> 11

<211> 1011

<212> ADN

<213> Pichia stipitis

<220>
<221>gen
<222> (1)..(1011)

<400> 11

acttcactaa
togagaaatt
ataaagaage
atgtcecacac
gctootttgg
ctgaagagat
tttecttgga
tcaacacggg
caaagggtgg
taagagtgaa
aggacaagta
aaattgccaa

ctctactegt

ES 2 525549 T3

caaagteget
egctaagttg
tgcttttaca
ggacgtecace
tggegttgac
gacttatgaa
taagctageca
atctattctt
agtgaagtta
ttgtataaat
tgacgcttta
tgeccattgeca

tgatggagga

atcattacag
ggtgctaaag
aatttgaaga
gcaaattegg
tttgtegtag
gattteaaga
attgattatt
tcatttgttg
ttgacacaaa
cctggttata
gtggatctte
ttecctegtet

tatacageoe

gaggaattte
tegteatagg
acaaaggaat
caaatgagaa
caaactctgg
aaataatega
ggttaaaaaa
gtaccccoccgg
cocttggotot
taagaacace
atccaatggg
ctgacgaage

agtaa

cggtattggt
agacattcaa
taatcttgat
ccttttaaag
aatagcaaaa
tgtcaactta
taagaaaaaq
gttatcacat
cgaacaggct
tttattagag
tagattaggt

gagcttcata

atgtectatte ctgetacaca atatggttte gtettcaceca aaaaggacgg tttaaaaatt

cgegagaaca tgectgttet cgaacccaag getgaccaaqg tettgettaa agtcgacgea

gtaggattgt gtcactctga ccttcatgece atctacgacg gettcgactt tggtgacaat

24

60
120
180
240
300
360
420
480
540
e00
660
720

765

60

120

180
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tacgttatgg geccacgaaat cgeccggcace attgtcaaga agggagecat ggtegacttt 240
tgggacctaa acaccegtgt tgectgtttt ggtccaaact cetgtggeca ttgtcaactt 300
tgtegtactg gttttgaaaa tgattgtate aatgtegtea acggetggtt tggattaggt 360
aaaaacggag gctaccagea atatttgttg gttgaaaage ctegtaattt ggttgetatt 420
ccagacaacqg tcgagetgte cgatgcaget geocattaccg acgetttgtt gacccectac 480
catgccatga gattagetgg tgttagatca ggcacgaagec tcttgcaaat tggtgectgga 540
ggattgggag taaatggtat tcagattget aaageatttg gagetcaagt cactgttate 600
gacaaaaagce ccgaggcetgt agacgtoget aagagectag gogcagatga agtatattet 660
gecacttectg aatcaaccag tccgggaagt ttcgatgttg ctatecgacta cgtttetact 720
caaggcactt tegacacttyg tcaaaagtac gtcagatcta agggtaatat tgtteocegtt 780
ggattggeeg ctcoccaagaat ttegtttaac ttgggagatt tggeccttag agaaattaat 840
gteettggta gettetgggg tacatcatce gacttgaagg aatgtttcecga tttggtcage 900
aagggcaaag tcaaacctaa ggtgactgtt gectecattga agecaattgece tgaatacatt 960
gtcaagttac agaattecgge ctacgaaggt agagtecgtgt tecaageccatg a 1011

<210>12

<211> 759

<212> ADN

<213> Leuconostoc carnosum

<220>

<221>gen

<222> (1)..(759)
<400> 12

25
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atgacagatc ggttaaagaa taaagttgct attatcactg gtggtacact tggtattgge 60
ttagecaatgg ctecaaaagtt tgtagaagaa ggogetaaag ttgteattac tgggegtegt 120
getaatgttg gtgecagaage getaaagaca attggtgatg aatecagtage acgatttgtt 180
caacatgatg catctgatga aaaaggetgg attgatttat ttgaaaatac gattaaatgg 240
tttggtecatg tcgatacggt tgtcaataat geocggtgttg caattgetaa aaacattgaa 300
gagacaacat atgaagactg gaaatttttg caatcaatca actctgatgg cgttttetta 360
ggaactaagt acggtatgea atatatgaaa aaccaagetg gtggtgecte aattattaat 420
atgtcatecta ttgaaggatt tgttggtgat cctaacttag ctgettataa teattcaaaa 480
ggtggtgtec geattttgag taagtcaget gcactacatg cagoattgaa tgactataac 540
ttacgtgteca acacgattca coccaggatat atcaaaacac cattggttga tggtattgat 600
ggtgcagaag aagcccaatc acaaagaact caaacaccta tgggacatat tggtgaacct 660
aatgatattg catatatggc agtctattta gctagtgaag aatcaaagtt tgcaacaggt 720
gctgaatteg ttgttgatgg cggectatttg gecacaataa 759

<210>13

<211> 1044

<212> ADN

<213> Microbacterium sp.

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1044)
<400> 13

26



10

atgaaggeac
cectegecgg
gacgagtteg
ctcacccteg
ctgagegteg
tgogegeagyg
ggtctcgggg
gtteoegeteg
cegtaccacyg
atcggeoaceg
accgtgateg
catcacaccyg
ctgggcgcega
ggageageog
gteggttteg
agcgaactga
cgetacteac

ggccgaegocyg

teoccagtacac
gteccogggea
tgatgagect
ggcacgaagy
gagacgecegt
gcaaggagaa
ctecceoggete
gogacctega
cggtcaagac
ggggtctegg
cgttggacgt
tcatgagega
acgceogtett
cgctegacge
gecacogtege
tcgaggtget
tecgacgacgg

teataegtece
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gaagatogga
ggtactgcte
cagcgaggag
cgcoggeate
cgcecogtetac
ctactgeacyg
aatggcggag
cccogtgeag
gtcactteceg
acacgtegeg
caacgacgag
cggceggegece
cgacttegte
agacatcacg
ttatgacgeg
cgacctegeg
cccgaaggeg

ctga

<210> 14

<211> 1044

<212> ADN

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221>gen
<222> (1)..(1044)

<400> 14

tccecaceceg
aaagtcaccg
cagtacacecg
gtcgaggagce
ggcccctggg
aacgcccagg
tacatgatcg
aacgtttcet
aagctgggeg
attcagatec
aaactecgege
gtcgacgoga
ggtgcggace
atcgteggea
gegettegea
cgetocaggge

tacgaggcgce

aagtegtega
cegecggegt
ctgceggeta
teggegaagyg
gttgeggeeg
cggaggggat
tecgacagecge
tgacggatge
coggaacgac
tgcgggeggt
tggccaagga
ttegeegget
cgacgatcge
teggeggegg
teccaogtattyg
aggtgggagt

tcgeegeggg

gatcgagaag
ctgeccacteg
ccecectgeeg
tgtcgagecac
ctgecocgcaac
catgecteoce
gcgacaccte
cggectgace
ggceggtegtg
gtcggecgeg
ggteggegece
caccgacggt
gacggcgata
aacggctcac
gggctegage
cgagatccag

cacggtcege

atgaaggcca ttcagatcat ccagoceggge aaaccgecgg agetgegega ggtcgagaaa

cccacgecge gtecegggea ggtgttgetg aaggtgacgg cageccggege ctgecatteg

27

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1044

60

120
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28

gacgactteg tectcaacet gecegaggaa ggattcceet atecectgece gatgacgete 180
ggccacgaag gggcecggegt ggtegecgag gteggtaceg gegtcacegg catctcocgag 240
ggcacctegg tggecgtgta cggagocectgg ggttgeggeg tetgtecactt ctgegoeege 300
ggectggaga actactgeoag cogagoogge gaactoggea teaccccace gggtctegge 360
aaccegggeg cgatggeoga gtacctgete gtggacgacg cacggeatet ggtgecgete 420
ggtgaccteg acceggtgge tgcagtcoccca ctcaccgatg ccggoctcac geccctaccac 480
gegatcaaac cctogettee gaagetggtc ggeggcacca cggcagtggt catcggagec 540
ggtggteteg ggecatgtegg gatecaactg cttegecace tgaccecegte cocgggtgate 600
getetogacg tgagegacga caagetegeg ttegegegeg aggtogggge tcacgaggtg 660
gtgectecteeg acgeocgatge cgtegogaac gtecgcaaga tcaccggeoaa cgatggtgeg 720
accgecgtet tegacttegt cgggetgeaa cccacgeteg acatcgegat gggegtegte 780
gggaccatgg gtgacgtggt gategtggge atcggtgaca tggteogcoccac ggcocgaaggtce 840
ggcttettea ceoccageocecta cgaggtgteg gtacgegege cgtactgggg ggegogegac 900
gaactcatcg aggtgctgga tctegecacge gatggggtte tegaggtgge ggtcgaacga 960
ttetecacteg atgacggegt cgaggectac cggecgactgg ccgeccaatga ccttegaggg 1020
cgagcagteg tggtgcctga ctga 1044
<210> 15
<211> 1020
<212> ADN
<213> Pichia trehalophila
<220>
<221>gen
<222> (1)..(1020)
<400> 15
atgtgtactt ctcaatetgg ctacgtttat cattetggta gaccactttt aactaaagaa 60
gaactttecaa ttceccgaacc aaaaggeteot gaaattgtte taaaagtteg tgoagetggt 120
ttatgttecat cagatgtteca tgttcetaaac ageagtttac cattgactta cccaaacagt 180
tttgectatgg gtcatgaaat tgecggtgaa atttataage ttggtccaaa cgttgacget 2440
gataaatatt caattggaga tggatatgea gtteatggtt tgaactecetg tggtgattgt 300
tecttetgta aggttggtag tcaaaacctg tgtacegata acaattcaac ttggtacggt 360
ttaggtaaga atggtggtta tgaacagtac gttttagtta aaagtgttca tgacttaatt 420
aaaattccag aaggtgttag tttetcagag geegecagttg cttcagatge tgttttaact 480
ccatatcatg ctatcagcac ctgtaacttg aaggcaactt ccaaagtttt agttattggt 540
tgtggtgggt taggtacctg tgctttacaa atcatcaaat tgtacagtge atatgttgte 600



10

15

tgtgttgact
tacacegatt
gttgcecatte
aaacctgttg
gacgttaaga
ctaattcaaa

caagcttatg

<210> 16
<211> 765
<212> ADN

ccaaagcaga
tatcaaaate
agccaacttt
gecttaggtge
teattggete
gaggtttagt

aattgttgte

<213> Candida nemodendra

<220>
<221>gen

<222> (1)..(765)

<400> 16

atgggttaca
ctegoagtga
actaaagaga
aatttaaact
gaagcaatea
atgattcecat
gatggtgtgt
ggtgttatecg
tactetgett
tcoccaagggta
ttcettecag
aaaccagaag

catggtactt

<210> 17
<211>9
<212> PRT

acttaatcaa
ccaaaaaata
agtttaacga
ttgtttcage
agaactttgg
tccatgaaat
tettgetaga
tcaacatggg
ccaagggagqg
ttagagtaaa
aagacaaaat
aagtagccaa

ctcttetagt

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(9)

<400> 17

ES 2 525549 T3

attagaagaa
cagcgttecce
caccatttct
tectagetta
tttetggggt
caagccatta

gactgggaaa

caaagttgea
tettgaactg
ggtateccteg
agacagtage
tggtettgat
gacatttgaa
cagattogea
ttcaatccac
tgtecaaacta
ttetgtgaat
gaatgeccttyg
tgetgtegea

tgatggaggt

cttgotaaag
aaaatgteat
caaaattacg
acatttagtt
acacaagetg

attacaagtt

tccaagggta

gtegtcacag
ggagcaaaag
gaactcaaag
aaagaagacg
attgtgtgtg
gcatggagaa
attgattact
tectttegteg
ttgaccgaag
cctgeatata
aaggeggtge
ttecteagtt

tacacecgete

29

aatatggocge
ttgattgtgt
tcaagagcgg
tattggactt
aacaaaaaga
tcacttttga

gattggttat

gaggctgete
tggtcatagg
ttgecaggecet
acaacaaacqg
ctaatgceqgg
agttactege
ggttaaagaa
ctgoteccagg
ctettgetet
tteaaaccte
accetattgg
ccgatgaage

aataa

tgatgaatte
ttttgatttt
tggtatcate
aggttgtaga
ctgtatggaa
tgaatttect

cagtcaatag

cggaattggt
agatgtatec
aaatgtaaac
tttagtitgac
tateggtage
agtaaacctt
tagcaaacct
attagcacat
agagtacteg
attgectagaa
cogtttaggt

aacctteata

660

720

780

840

900

960

1020

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

765
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Met Pro Ala Thr Leu Arg Leu Asp Lys

1

<210> 18

<211>13

<212> PRT

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(13)

<400> 18

Gln Ala Leu Ala Ala Pro Ser Asn Leu Ala Pro Lys Ala

1

<210>19
<211>10
<212> PRT

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 19

Val Glu Ile Ile Lys Thr Gln Val Gln Asp

1

<210> 20

<211>14

<212> PRT

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)

<400> 20
Lys Val Ala
1

<210> 21

<211>8

<212> PRT

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 21

<210> 22
<211>8
<212> PRT

ES 2 525549 T3

5

5 10

5

Ile Ile Thr Gly Gly Ala Ser Gly Ile Gly Leu

5 10

Ser Cys Tyr Val Thr Pro Glu Gly

30
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<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 22
Thr Asp Phe Lys Val Asp Gly Gly
1 5

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 23
Val Met Phe Asn Asn Ala Gly Ile Met His
1 5

<210> 24

<211>10

<212> PRT

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 24
Val His Ala Arg Glu Gly Ile Arg Ile Asn
1 5

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 25
Met Ala Tyr Asn Phe Thr Asn Lys Val Ala
1 5

<210> 26

<211>12

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(12)

<400> 26

Thr Thr Leu Leu Val Asp Gly Gly Tyr Thr Ala Gln

1 5 10

<210> 27

31
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<211>9
<212> PRT
<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 27

<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(16)

<400> 28

Asn Lys Val Ala Ile Ile Thr Gly Gly Ile Ser Gly Ile Gly Leu Ala
S

1

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 29

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 30

<210> 31

<211>8

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 31

Asp Val Asn Leu Asn Gly Val Phe Ser

1

Glu Tyr Lys Glu Ala Ala Phe Thr Asn

1

Asn Cys Ile Asn Pro Gly Tyr Ile

1

ES 2 525549 T3

5

10

5

5

32
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<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 32

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 33

<210> 34

<211> 11

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 34

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 35

<210> 36

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

Met Ser Ile Pro Ala Thr Gln Tyr Gly Phe Val

1

Ser Ala Tyr Glu Gly Arg Val Val Phe Lys Pro

1

ES 2 525549 T3

Asn Cys Ile Asn Pro Gly Tyr Ile

1

5

Leu His Pro Met Gly Arg Leu Gly Glu

1

5

5

5

10

10

Cys His Ser Asp Leu His Ala Ile Tyr

1

5

33
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<400> 36

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 37

<210> 38

<211>8

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 38

<210> 39

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 39

<210> 40

<211>9

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 40

<210> 41

<211>10

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>

ES 2 525549 T3

Gly Tyr Gln Gln Tyr Leu Leu Val Glu
1 5

Thr Phe Asp Thr Cys Gln Lys Tyr Val
1 5

Leu Leu Thr Pro Tyr His Ala Met
1 5

Leu Val Ser Lys Gly Lys Val Lys Pro
1 5

Gly Ala Gly Gly Leu Gly Val Asn Gly
1 5

34
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<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 41
Ile Gln Ile Ala Lys Ala Phe Gly Ala Thr
1 5 10
<210>42
<211>8
<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 42
Leu Gly Ser Phe Trp Gly Thr Ser
1 5

<210>43

<211>10

<212> PRT

<213> Leuconostoc carnosum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 43
Met Thr Asp Arg Leu Lys Asn Lys Val Ala
1 5 10
<210> 44
<211>12
<212> PRT

<213> Leuconostoc carnosum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(12)

<400> 44
Ala Glu Phe Val Val Asp Gly Gly Tyr Leu Ala Gln
1 5 10

<210>45

<211>9

<212> PRT

<213> Leuconostoc carnosum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 45
Val Val Ile Thr Gly Arg Arg Ala Asn
1 5

<210> 46

<211>9

<212> PRT

<213> Leuconostoc carnosum

35
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<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 46
Gly Gly Ala Ser Ile Ile Asn Met Ser
1 5

<210> 47

<211>8

<212> PRT

<213> Leuconostoc carnosum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 47
Thr Gln Thr Pro Met Gly His Ile
1 5

<210> 48

<211>10

<212> PRT

<213> Leuconostoc carnosum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 48
Gly Tyr Ile Lys Thr Pro Leu Val Asp Gly
1 5 10
<210> 49
<211> 11
<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 49
Met Lys Ala Leu Gln Tyr Thr Lys Ile Gly Ser
1 5 10
<210> 50
<211>14
<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)

<400> 50
Leu Ala Ala Gly Thr Val Arqg Gly Arg Ala Val Ile Val Pro
1 5 10

<210> 51

<211>12

<212> PRT
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<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(12)

<400> 51
Cys His Ser Asp Glu Phe Val Met Ser Leu Ser Glu
1 5 10

<210> 52

<211>10

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 52
Val Tyr Gly Pro Trp Gly Cys Gly Arg Cys
1 5 10
<210> 53
<211> 13
<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(13)

<400> 53
Val Ser Leu Thr Asp Ala Gly Leu Thr Pro Tyr His Ala
1 5 10

<210> 54

<211>12

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(12)

<400> 54
Leu Arg Ala Val Ser Ala Ala Thr Val Ile Ala Leu
1 5 10

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 55

Asp Phe Val Gly Ala Asp Pro Thr Ile
1 5

<210> 56
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<211>8
<212> PRT
<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 56
Met Lys Ala Ile Gln Ile Ile Gln
1 3

<210> 57

<211>10

<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 57
Asp Leu Arg Gly Arg Ala Val Val Val Pro
1 5 10
<210> 58
<211>9
<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 58
Thr Ala Ala Gly Ala Cys His Ser Asp
1 5

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 59
Thr Pro Tyr His Ala Ile Lys Pro Ser Leu Pro
1 5 10
<210> 60
<211>8
<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 60
Asp Phe Val Gly Leu Gln Pro Thr
1 5
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<210> 61

<211>8

<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 61

<210> 62

<211>8

<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 62

<210> 63

<211>8

<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(8)

<400> 63

<210> 64

<211>14

<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)

<400> 64

Gly Gly Leu Gly His Val Gly Ile Gln Leu Leu Arg His Leu

1

<210> 65
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(18)

Asp Asp Ala Arg His Leu Val Pro

1

1

Met Thr Leu Gly His Glu Gly Ala

1

5
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<400> 65
caggaaacag ctatgacc

<210> 66
<211>10
<212> PRT

18

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 66

<210> 67
<211>9
<212> PRT

ES 2 525549 T3

Val Ala Thr Ala Val Glu Thr Phe Gly Arg

1

<213> Rhodotorula mucilaginosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(9)

<400> 67

<210> 68
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 68
ccraaytcva cvgevgtsge

<210> 69
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 69
gcctgytcga cvgeytercc

<210> 70
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

5

10

Phe Gly Glu Ala Val Glu Gln Ala Arg

1

20

20

5
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<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(22)

<400> 70
ctccgaggtg ttgagegceat tg

<210> 71
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(25)

<400> 71
gacgaggttc ttgatgtcgt cctcc

<210>72

<211>12

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(12)

<400> 72

Leu Leu Thr Gln Thr Leu Ala Leu Glu Gln Ala Lys

1

<210>73

<211> 14

<212> PRT

<213> Pichia farinosa

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)

<400> 73

Tyr Asn Phe Thr Asn Lys Val Ala Ile Ile Thr Gly Gly Ile

1

<210> 74
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<220>
<221> misc_feature

5
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<222> (10)..(10)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 74

ytgytcyaan gcyaadgtyt g

<210>75
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(25)

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(11)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 75

chaayaargt ngchathaty achgg

<210> 76
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(25)

<400> 76
caacgttctg aagagatgac ttatg

<210> 77
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 77

ggtggagtga agttattgac

<210> 78
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(23)
<400> 78
gccattctta gectgttcga gag 23

<210>79
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(25)

<400> 79
gtcatctctt cagaacgttg atctt 25

<210> 80

<211>7

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 80

Ala Asp Gln Val Leu Leu Lys

1

<210> 81

<211> 11

<212> PRT

<213> Pichia stipitis

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 81

Ile Ser Phe Asn Leu Gly Asp Leu Ala Leu Arg

1 5

<210> 82
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223>nesa,c,g,ot
<400> 82

gcygaycarg tnttrttraa r 21
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<210> 83
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 83
ctyaargcya artcdccyaa r

<210> 84
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 84
ctaccatgcc atgagattag

<210> 85
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 85
gctgtagacg tcgctaagag

<210> 86
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 86
gattctcaag gctaagtcac

<210> 87
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2 525549 T3
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<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 87
gatctaacac cagctaatct 20

<210> 88
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(22)

<400> 88
ccaaaggagc ttatagcagt ct

<210> 89
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (29)

<400> 89
gggaaattcc atatgcctgc cactctceg

<210> 90
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(33)

<400> 90
cggcaagctt attacgcctt gggagccaag ttg

<210> 91
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(32)
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<400> 91
ggaaattcca tatggcctat aacttcacta ac

<210> 92
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(33)

<400> 92
cactgcatgc tgatggccta taacttcact aac

<210> 93
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(30)

<400> 93
cgcaagctta ttactgggct gtatatcctc

<210> 94
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(33)

<400> 94
ggaaattcca tatgatgtct attcctgcta cac

<210> 95
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(31)

<400> 95
cactgcatgc gaatgtctat tcctgctaca c

<210> 96
<211> 33
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)

<400> 96
cccaagctta tcatggtttg aacacgactc tac

<210> 97

<211>10

<212> PRT

<213> Leuconostoc carnosum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 97

ES 2 525549 T3

33

Ile Glu Glu Thr Thr Tyr Glu Asp Trp Lys

1

<210> 98
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(27)

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 98
gacagavvmgw ttnaarggwa argthgc

<210> 99
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (29)

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 99

gcbgtrtawc cnccrtcdac dacraaytc

27

29

5

47
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<210> 100
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)

<400> 100
ctaagccaat accaagtgta cca

<210> 101
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(27)

<400> 101
gaacaaatcg tgctactgat tcatcac

<210> 102
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(25)

<400> 102
gaagaagccc aatcacaaag aactc

<210> 103
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)

<400> 103
ggcagtctat ttagctagtg aag

<210> 104

<211>14

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.
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<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(14)

<400> 104

Met Lys Ala Leu Gln Tyr Thr Lys Ile Gly Ser His Pro Glu

1

<210> 105

<211> 11

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 105

Ala Tyr Glu Ala Leu Ala Ala Gly Thr Val Vval

1

<210> 106
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 106
ctscartaca cvaagatcgg

<210> 107
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 107
gcbgesagbg cytecrtabge

<210> 108
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<400> 108

ES 2 525549 T3
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tcctcgetga ggctecatcac 20

<210> 109
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(22)

<400> 109
gcttctegat ctcgacgact tc 22

<210> 110
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(19)

<400> 110
gcgcagcgaa ctgatcgag 19

<210> 111
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(22)

<400> 111
gatccagcegc tactcactcg ac 22

<210> 112
<211>10
<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(10)

<400> 112
Met Lys Ala Ile Gln Ile Ile Gln Pro Gly
1 5 10
<210> 113
<211> 13
<212> PRT

<213> Gordona rubropertinctus
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<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(13)

<400> 113

Val Gly Phe Phe Thr Gln Pro Tyr Glu Val Ser Val Arg

1

<210> 114
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (26)

<220>

<221> misc_feature
<222>(9) .. (9)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 114
atgaargcna tycaratyat ycarcc

<210> 115
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(22)

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 115
cytcrtangg ytgngtraar aa

<210> 116
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> constructo sintético
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 116

ES 2 525549 T3
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gaggacgaag tcgtccgaat g 21

<210> 117
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 117
gccgtcacct tcagcaacac ¢ 21

<210> 118
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 118
ctcgacgtga gcgacgacaa g 21

<210> 119
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<400> 119
gcaagatcac cggcaacgat g 21

<210> 120
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(37)

<400> 120
catatggcta gcatgacaga tcggttaaag aataaag

<210> 121
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(35)

<400> 121

ES 2 525549 T3

gcgcggatcc atgacagatc ggttaaagaa taaag 35

<210> 122
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (29)

<400> 122
cccaagcttc ttattgtgcc aaatagccg

<210> 123
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(31)

<400> 123
ggaaattcca tatgaaggca ctccagtaca c

<210> 124
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(32)

<400> 124
cactgcatgc tgatgaaggc actccagtac ac

<210> 125
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> constructo sintético
<220>

29

31

32
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<221> misc_feature
<222> (1)..(28)

<400> 125
cccaagctta acgtcagggg acgatgac 28

<210> 126
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(33)

<400> 126
cactgcatgc gaatgaaggc cattcagatc atc 33

<210> 127
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(33)

<400> 127
cccaagctta ttagtcaggc accacgactg ctc 33

<210> 128
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(18)

<400> 128
tgtaaaacga cggccagt 18

<210> 129
<211> 336
<212> PRT
<213> Lodderomyces elongisporus

<400> 129

Met Ser Ile Pro Thr Thr Gln Tyr Gly Phe Val Tyr Asn Lys Ser Ser
1 5 10 15

Gly Leu Thr Leu Asn Lys Ser Ile Pro Val Ala Ser Ala Gly Val Gly
20 25 30
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Gln

His

His

65

Trp

Gly

Phe

Leu

Pro

145

His

val

Phe

Glu

Ser

225

Gln

Ile

Asp

Leu

Val

50

Glu

Asn

Cys

Gly

Leu

130

Ser

Ala

Gly

Gly

Ala

210

Thr

Ala

Ile

Leu

Leu

35

Ile

Ile

val

Arg

Asn

115

val

Asp

Ile

Ala

Ala

195

val

Glu

Thr

Pro

Asp
275

Met

Tyr

Ala

Gly

Ala

100

Trp

Gln

Val

Lys

Gly

180

His

Lys

Pro

Phe

Ala

260

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp

85

Cys

Tyr

Lys

Ala

Met

165

Gly

Val

Phe

Gly

Gly

245

Gly

Arg
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Val

Gly

Thr

70

Arg

Arg

Gly

Proe

Ala

150

Ala

Leu

Thr

Gly

Ser

230

Ile

Leu

Glu

Asp

Leau

55

Val

Val

Asp

Leu

Arg

135

Ala

Gly

Gly

Ile

Ala

215

Phe

Cys

Gly

Ile

Ser

40

Asp

Val

Ala

Gly

Gly

120

Asn

Ser

Val

Cys

Leu

200

Asp

Asp

Gln

Ala

Arg
280

Val

Cys

Asp

Ala

Ile

105

Ser

Leu

Thr

Gly

Asn

185

Asp

Val

Ala

Lys

Pro

265

Ile

55

Gly

Gly

Val

Val

20

Glu

Asp

Val

Asp

Pro

170

Ala

Lys

Ala

Cys

Phe

250

Lys

Leu

Leu

Asp

Gly

75

Gly

Asn

Gly

Lys

Ala

155

Thr

val

Lys

Tvr

Leu

235

Cys

Leu

Gly

Cys

Asn

60

Pro

Pro

Val

Gly

Ile

140

Val

Ser

Gln

Glu

Glu

220

Asp

Ala

Thr

Thr

His

45

Tyr

Glu

Asn

Cys

Tyr

125

Pro

Leu

Lys

val

Arg

205

Ser

Phe

Pro

Leu

Phe
2B5

Ser

Val

Val

Gly

Lys

110

Gln

Asp

Thr

Val

Ala

120

Ala

Leu

Val

Lys

Asp

270

Trp

Asp

Asp

Cys

95

His

Gln

Asn

Pro

Leu

175

Lys

Pro

Ser

Gly

255

Leu

Gly

Leu

Gly

Arg

80

Gly

Ser

Tyr

Val

Tyr

160

Ile

Ala

Ala

Leu

Val

240

Cys

Ala

Thr
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Ala

290 295

Lys

305 310

Glu
325

<210> 130

<211> 1012

<212> ADN

<213> Lodderomyces elongisporus

<220>
<221>gen
<222> (1)..(1011)

<400> 130

atgtecaatte
aacaagagta
gttggattgt
tatgtcatgg
tggaatgttg
tgtegegacyg
tcagatggcg
cctgacaatg
cacgcaatca
ggcttggget

gacaagaagg

agcttaccac
caagcaacgt
gggeteggtg
attttgggta
aagggacttg

gaaaagttga

caactaccea
tacctgttge
gecactegga
gccatgagat
gtgatagagt
gaattgaaaa
gataccaaca
ttecttegga
agatggctgg
gcaatgccgt
aacgcgeogeg
tgagcaccga
ttggcatttg
caccaaagtt
ctttttaggg
ttaagecccat

gaaagaatga

atatggtttt
ctoggocaggt
cctecatgtg
tgccggtace
tgcegetgtg
tgtatgtaaa
atatttgctt
tgtagectgca
tgtggggcca
gcaagttgec
cgctgaaget
gecaggeteca
ccaaaagttt
gacgettgat
aaccgegace
ggtgegtgea

atatgaaggt

300

315

330

gtttacaata
gtgggtcaat
atttaecgaaqg
gtggttgatg
ggtccaaatg
cactettttg
gtgcaaaaac
gectegactyg
acatcaaagg
aaggcatttg
gtcaagtttg
tttgatgcat
tgtgcaccaa
ttggecagatt
gatttggagg
gccaagttgg

agaattgtet

56

agtegtetgg
tgottatgaa
gtttggattg
ttggtecaga
gttgtggtgg
gtaattggta
cacgcaattt
acgctgtatt
tgctecattgt
gtgctcatgt
gtgccgacgt
gtttggattt
aaggttgcat
tggatttgeg
aggtgtttga
aggaattgece

ttaatccata

335

cttaacattg
ggttgactct
tggtgataac
ggttgataga
ttgcagagee
tggettggge
ggttaagatt
gacaccatac
tggcgetggt
cactattttg
tgecctatgag
tgtttetgtg
catcceocgeg
cgaaattegt
cttggttgga
agactatatt

ag

Thr Asp Leu Glu Glu Val Phe Asp Leu Val Gly Lys Gly Leu Val

Pro Met Val Arg Ala Ala Lys Leu Glu Glu Leu Pro Asp Tyr Ile

320

Lys Leu Arg Lys Asn Glu Tyr Glu Gly Arg Ile Val Phe Asn Pro

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1012
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la reduccién enzimatica enantioselectiva de un compuesto ceténico para dar el
correspondiente compuesto de hidroxilo quiral, en el que el compuesto cetdnico se reduce en presencia de un co-
factor con una oxidorreductasa, caracterizado porque

se usa una oxidorreductasa que se selecciona del grupo que esta constituido por las oxidorreductasas para las que

(a) codifica la secuencia de acido nucleico SEC ID N.°: 16, o
(b) codifica una secuencia de acido nucleico cuya cadena complementaria se hibrida con la secuencia de acido
nucleico mencionada en (a) en condiciones altamente rigurosas.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el compuesto ceténico presenta la
férmula general |

R+-C(O)-R2 (1),
en la que R1 representa uno de los restos

1) alquilo (C4-Cy), en el que alquilo es de cadena lineal o ramificada,

2) alquenilo (C2-Cx), en el que alquenilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene hasta cuatro
dobles enlaces,

3) alquinilo (C2-Cx), en el que alquinilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene hasta cuatro
triples enlaces,

4) arilo (Ce-C14),

5) alquil-(C+-Cg)-arilo (Cs-Ci14),

6) heterociclo (Cs-C14), que esta no sustituido o esta sustituido una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO»
y/o -NHz, o

7) cicloalquilo (C3-C7),

estando los restos mencionados anteriormente en 1) a 7) no sustituidos o independientemente entre si estan
sustituidos una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO; y/o -NH_,

y Rz representa uno de los restos

8) alquilo (C1-Cg), en el que alquilo es de cadena lineal o ramificada,

9) alquenilo (C2-Csg), en el que alquenilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene hasta tres
dobles enlaces,

10) alquinilo (C2-Ce), en el que alquinilo es de cadena lineal o ramificada y dado el caso contiene dos triples
enlaces, o

11) alquil-(C4-C+0)-C(0O)-O-alquilo (C+4-Cs), en el que alquilo es lineal o ramificado y esta no sustituido o esta
sustituido una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO; y/o -NH_,

estando los restos mencionados anteriormente en 8) a 11) no sustituidos o independientemente entre si estan
sustituidos una, dos o tres veces con -OH, halégeno, -NO; y/o -NHa.

3. Vector de clonacién, que contiene una o varias secuencias de acido nucleico que codifican la oxidorreductasa de
acuerdo con SEC ID N.°: 8.

4. Vector de expresion, que se encuentra en una célula bacteriana, de insecto, vegetal o de mamifero in vitro y
contiene una secuencia de acido nucleico que codifica la oxidorreductasa de acuerdo con SEC ID N.%: 8 y esta unida
con una secuencia control de expresion.

5. Célula huésped recombinante que es una célula bacteriana, de insecto, vegetal o de mamifero y se transformé o
se transfectd con un vector de expresién de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Oxidorreductasa para su uso en un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada
porque es codificada por la secuencia de acido nucleico que se selecciona del grupo que esta constituido por SEC
ID N.°: 16 y una secuencia de acido nucleico cuya cadena complementaria se hibrida con la secuencia SEC ID N.°:
16 en condiciones altamente rigurosas.

7. Procedimiento para la reduccidon enzimatica enantioselectiva de un compuesto ceténico para dar el
correspondiente compuesto de hidroxilo quiral, en el que el compuesto ceténico se reduce con una oxidorreductasa
en presencia de un co-factor, caracterizado porque se usa una oxidorreductasa que presenta una secuencia de
aminoacidos en la que al menos el 70 % de los aminoacidos son idénticos a los aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos SEC ID N.°: 8.
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