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DESCRIPCION
Variantes de alfa-amilasa de Geobacillus stearothermophilus (AMYS) con propiedades mejoradas
CAMPO TECNICO

[0001] Se describen variantes de una a-amilasa original que muestra una alteracion en al menos una de las
siguientes propiedades en relacién con dicha a-amilasa original: actividad especifica, especificidad de sustrato,
unién de sustrato, escision de sustrato, estabilidad térmica, actividad dependiente de pH, estabilidad dependiente
de pH, estabilidad a la oxidacién, dependencia de ca®, pl y rendimiento de lavado. Las variantes son adecuadas
para la conversion de almidén, la producciéon de etanol, el lavado de ropa, el lavado de vajillas, la limpieza de
superficies duras, el desaprestado de textiles y/o la produccion de edulcorante.

ANTECEDENTES

[0002] Las alfa (a)-amilasas (a-1,4-glucan-4-glucanohidrolasas, E.C. 3.2.1.1) constituyen un grupo de enzimas
que catalizan la hidrélisis del almiddn y otros oligo y polisacaridos 1,4-glucosidicos lineales y ramificados. Las a-
amilasas se pueden utilizar comercialmente en las etapas iniciales del procesamiento de almidon (licuefaccion);
en la molienda de maiz humedo; en la produccion de alcohol; como agentes de limpieza en matrices
detergentes; en la industria textil para el desaprestado del almidén; en aplicaciones de horneo; en la industria de
las bebidas; en campos petroliferos en los procesos de perforacion; en el destintado de papel reciclado y en
piensos para animales.

[0003] W0O02/092797 describe variantes (mutantes) de alfa-amilasas originales tipo Termamyl, cuya variante
tiene actividad de alfa-amilasa y presenta propiedades alteradas en relacion con el alfa-amilasa original.

[0004] Aunque se han utilizado a-amilasas actualmente disponibles con cierto éxito en estas aplicaciones, siguen
siendo necesarias a-amilasas con actividad especifica aumentada, especificidad de sustrato adaptada,
estabilidad térmica, de pH y a la oxidacién mejorada, y dependencia de Ca®* reducida.

SUMARIO

[0005] En un aspecto, se describen las nuevas variantes (mutantes) a-amiloliticas de una a-amilasa SPEZYME®
Xtra o de una a-amilasa tipo AmyS, en concreto, las variantes que presentan propiedades alteradas que son
ventajosas con respecto al procesamiento industrial del almidén (licuefaccion, sacarificacion y limpieza del
almiddn y similares).

[0006] Dichas alteraciones en las propiedades se pueden conseguir introduciendo mutaciones en una a-amilasa
parental que afectan, por ejemplo, a la actividad especifica, a la especificidad de sustrato, a la unién de sustrato,
al modelo de escision de sustrato, a la estabilidad térmica, al perfil de actividad/pH, al perfil de estabilidad/pH, a
la estabilidad hacia la oxidacion, a la dependencia de Ca2+ y a otras propiedades de interés. Por ejemplo, la
alteracion puede dar como resultado una variante que, en comparacion con la a-amilasa original tipo Spezyme
Xtra, tiene una dependencia de Ca2+ reducida y/o un perfil de actividad/pH y/o termoestabilidad alterados.

[0007] En algunos aspectos, las variantes se basan en la a-amilasa de Geobacillus stearothermophilus original, o
tienen un grado especifico de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a esta a-amilasa, por
ejemplo: 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o incluso
99 %. En otros aspectos, las variantes se basan en la a-amilasa original relacionada, por ejemplo, las que tienen
al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
incluso 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a la a-amilasa de Geobacillus
stearothermophilus.

[0008] En algunos aspectos, se proporciona una variante de polipéptido que tiene actividad de a-amilasa y al
menos una caracteristica alterada que mejora el rendimiento de la enzima, comprendiendo la variante de
polipéptido una secuencia de amino&cidos que tiene al menos 60 % de identidad de secuencia de aminoacidos
con respecto a un polipéptido de a-amilasa parental seleccionado de entre AmyS (SEQ ID N° 1) o una variante
truncada de AmyS (SEQ ID N° 2), y que tiene al menos una de las siguientes mutaciones en un residuo de
aminoacidos correspondiente al del polipéptido de a-amilasa parental como se determina alineando las variantes
de polipéptidos con el polipéptido parental, donde la mutacién cambia el residuo de aminoacidos a partir del de
los polipéptidos parentales:

a) una sustitucion que introduce un residuo de aminoacidos cargado positivamente en una o varias
posiciones seleccionado del grupo consistente en D19, N28, E29, Q86, Q89, Q97, N224, N271, N281,
D306, D318, Q319, Q358, D393, Q443, y D458;

b) una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos seleccionados del grupo
consistente en 74A, 115L, 124K, 124R, 132A, 132C, 135A, 145A, 146A, 148A, 148N, 159A, 159C,
159D, 159E, 159F, 159G, 159H, 159K, 159L, 159N, 159R, 159S, 159T, 159V, 169A, 169L, 169M, 169Y,
179A, 181A, 181C, 181D, 181E, 181L, 181P, 181Q, 181V, 181Y, 242A, 242D, 242E, 242Q, 261L, 271A,
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271V, 278A, 278H, 278K, 278N, 278R, 281A, 281L, 281M, 302D, 302M, 304D, 304E, 304M, 321A,
321H, 321Q, 321R, 333Q, 378D, 378N, 378R, 382D, 398A, 418A, 418M, 418N, 420A, 421R, 432A,
432D, 432L, 432M, 432N, 432Q, 432R, 432Y, 437D, 437G, 437H, 437L, 437M, 437Y, 446A, 446Y,
4544, 464Q, 464Y, ATAA, ATAE, 4TAK, ATAL, 4TAM, 474N, 474P, 4TAQ, ATAR, 4T4S, y 4TAV,

€) una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos seleccionados del grupo
consistente en 61, 6N, 6Q, 6T, 6V, 14T, 16F, 25A, 25C, 25G, 25Q, 27M, 36Q, 36S, 39G, 39V, 50I, 50L,
50M, 50N, 50Q, 52S, 53T, 67N, 67S, 80D, 80I, 90E, 133P, 133V, 137M, 137S, 141E, 1411, 141L, 141M,
141Q, 141R, 141S, 141V, 150E, 151I, 152G, 155S, 155Y, 168W, 173T, 188P, 193F, 193K, 193L, 193Y,
213L, 213M, 213V, 217Q, 220P, 220Q, 220R, 220S, 220V, 2211, 221S, 249E, 250F, 2501, 250M, 252L,
253Y, 254E, 254F, 254T, 254V, 255F, 255K, 255W, 257L, 257M, 257S, 257V, 258D, 258G, 258H, 258K,
258Q, 258T, 258V, 268F, 274W, 283M, 283N, 283V, 285E, 285Q, 293G, 293K, 294W, 301F, 301l,
301P, 301R, 301T, 301w, 309D, 309V, 312H, 312S, 312V, 312Y, 313G, 313H, 313lI, 313L, 313S, 313V,
318T, 338A, 338C, 338G, 338M, 338T, 339K, 339T, 339V, 340A, 340M, 340Q, 340T, 343C, 343l, 343P,
343R, 343Y, 345l, 345Q, 369, 369T, 370G, 375T, 385T, 386K, 394L, 394V, 400A, 400N, 400V, 402H,
4021, 402T, 402V, 402W, 403A, 403E, 403G, 403Q, 403R, 403T, 403V, 404C, 404E, 404G, 4041, 404V,
419A, 419C, 419M, 419T, 422E, 422G, 433A, 433H, 433lI, 433K, 433L, 433M, 433V, 433Y, 442A, 442G,
442N, 442R, 442S, 442T, 442V, 442WN, 442Y, 445G, 4451, 445N, 445T, 445V, 445W, 4471, 447N, 447Q,
447W, 447Y, 448C, 448F, 448G, 448H, 448l, 448N, 448Y, 450C, 450H, 450M, 450N, 450R, 450S, 450T,
450W, 455G, 455I, 455P, 455V, 463A, 463M, 463S, 463T, 463V, 463W, 465G, 465, 465K, 465N, 465T,
465V, 469D, 469W, 469Y, 4711, 471V, 473G, 473Y, 476A, 476G, 476L, 476M, 476N, y 476T

d) una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos seleccionados del grupo
consistente en 124N, 125A, 125K, 125N, 130A, 130S, 159A, 159D, 159E, 159G, 159H, 159K, 159L,
159N, 159R, 159S, 159T, 166F, 166G, 166H, 166S, 166Y, 169L, 179A, 179P, 180A, 180D, 180H, 180K,
180L, 180N, 180T, 180V, 180Y, 181A, 181D, 181E, 181G, 181P, 181R, 181S, 181V, 187A, 187C, 187K,
187N, 187P, 187Q, 187R, 187S, 242H, 242N, 278H, 278K, 278N, 278R, 281M, 302D, 304M, 304Y,
321H, 321Q, 321R, 333Q, 432Q, 437Y, 446A, 474Q, y 474S,

€) una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos seleccionados del grupo
consistente en 6A, 6D, 6E, 6H, 61, 6K, 6L, 6M, 6N, 6P, 6Q, 6R, 6S, 6T, 6V, 6W, 6Y, 13K, 14F, 14T, 14Y,
15A, 15D, 15E, 015G, 15H, 15K, 15N, 15P, 15Q, 15R, 15S, 15T, 15W, 16A, 16E, 16G, 16H, 16K, 16N,
16P, 16Q, 16R, 16T, 25C, 39D, 39E, 39N, 39Q, 81Y, 121P, 139D, 139H, 139R, 139Y, 177A, 188D,
191H, 191K, 192A, 192D, 192G, 192N, 192P, 192Q, 192S, 192T, 192V, 192Y, 196A, 196C, 196D, 196E,
196F, 196H, 1961, 196K, 196P, 196R, 196S, 196T, 196V, 201A, 201E, 201G, 201H, 201M, 202H, 216E,
216G, 216H, 216M, 216Q, 216R, 216S, 216T, 216Y, 221A, 221D, 221F, 2211, 221L, 221M, 221N, 221R,
221S, 221V, 221Y, 237G, 240G, 240N, 240P, 240Q, 240R, 240T, 246R, 250A, 250D, 250E, 250F,
250G, 250I, 250K, 250L, 250M, 250N, 250Q, 250R, 250S, 250W, 252K, 268A, 268D, 268E, 268G, 268H,
268K, 268N, 268P, 268Q, 268R, 268S, 274A, 274D, 274G, 2741, 274K, 274L, 274N, 274Q, 274R, 274S,
274T, 275K, 285Q, 285Y, 293K, 293R, 318A, 318F, 318G, 318I, 318K, 318L, 318M, 318R, 318S, 318T,
318V, 318Y, 319C, 319D, 319H, 319I, 319K, 319R, 319Y, 320K, 320R, 320T, 338A, 338G, 338I, 338M,
338P, 338S, 338V, 339G, 339P, 340A, 340D, 340E, 340H, 340K, 340N, 340Q, 345E, 363D, 363E,
363M, 363N, 363Q, 363S, 366Q, 370A, 370D, 370E, 370H, 370K, 370N, 370Q, 370S, 375A, 375D,
375E, 375K, 375N, 375Q, 375R, 375S, 419A, 4191, 419M, 419P, 419S, 419V, 448Y, 452N, 452Q, 452R,
452S, 471R, y 471Y;y

f) una sustitucién que introduce uno o varios de los residuos de aminoéacidos seleccionados del grupo
consistente en 1181A, 1181P, 1181C, 1181E, 1181Y, S242A, S242E, G132A, N193Y, y E188P.

[0009] En algunos aspectos, la variante incluye una mutacion que introduce un residuo de aminoacidos cargado
positivamente en una o varias posiciones seleccionado del grupo consistente en D19, N28, E29, Q86, Q89, Q97,
N224, N271, N281, D306, D318, Q319, Q358, D393, Q443, y D458, y la variante de polipéptido presenta un
rendimiento de limpieza mejorado. En aspectos concretos, la limpieza mejorada esta bajo condiciones de lavado
de América del Norte y se determina utilizando un ensayo de micromuestra. En aspectos concretos, el residuo de
aminoacido cargado positivamente es arginina.

[0010] En algunos aspectos, la variante incluye una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de
aminoacidos seleccionados del grupo consistente en 74A, 1151, 124K, 124R, 132A, 132C, 135A, 145A, 146A,
148A, 148N, 159A, 159C, 159D, 159E, 159F, 159G, 159H, 159K, 159L, 159N, 159R, 159S, 159T, 159V, 169A,
169L, 169M, 169Y, 179A, 181A, 181C, 181D, 181E, 181L, 181P, 181Q, 181V, 181Y, 242A, 242D, 242E, 242Q,
261L, 271A, 271V, 278A, 278H, 278K, 278N, 278R, 281A, 281L, 281M, 302D, 302M, 304D, 304E, 304M, 321A,
321H, 321Q, 321R, 333Q, 378D, 378N, 378R, 382D, 398A, 418A, 418M, 418N, 420A, 421R, 432A, 432D, 432L,
432M, 432N, 432Q, 432R, 432Y, 437D, 437G, 437H, 437L, 437M, 437Y, 446A, 446Y, 454A, 464Q, 464Y, 474A,
AT4E, 474K, 4741, 474M, 474N, 474P, 474Q, 474R, 474S, y 474V, y la variante ha mejorado la termoestabilidad
en comparacion con el polipéptido parental.
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[0011] En algunos aspectos, la variante incluye una sustituciéon que introduce uno o varios de los residuos de
aminoacidos seleccionados del grupo consistente en 61, 6N, 6Q, 6T, 6V, 14T, 16F, 25A, 25C, 25G, 25Q, 27M,
36Q, 36S, 39G, 39V, 501, 50L, 50M, 50N, 50Q, 52S, 53T, 67N, 67S, 80D, 80I, 90E, 133P, 133V, 137M, 137S,
141E, 1411, 141L, 141M, 141Q, 141R, 141S, 141V, 150E, 151l, 152G, 155S, 155Y, 168W, 173T, 188P, 193F,
193K, 193L, 193Y, 213L, 213M, 213V, 217Q, 220P, 220Q, 220R, 220S, 220V, 2211, 221S, 249E, 250F, 250I,
250M, 252L, 253Y, 254E, 254F, 254T, 254V, 255F, 255K, 255W, 257L, 257M, 257S, 257V, 258D, 258G, 258H,
258K, 258Q, 258T, 258V, 268F, 274W, 283M, 283N, 283V, 285E, 285Q, 293G, 293K, 294W, 301F, 301l, 301P,
301R, 301T, 301w, 309D, 309V, 312H, 312S, 312V, 312Y, 313G, 313H, 313lI, 313L, 313S, 313V, 318T, 338A,
338C, 338G, 338M, 338T, 339K, 339T, 339V, 340A, 340M, 340Q, 340T, 343C, 343l, 343P, 343R, 343Y, 345I,
345Q, 369I, 369T, 370G, 375T, 385T, 386K, 394L, 394V, 400A, 400N, 400V, 402H, 402I, 402T, 402V, 402W,
403A, 403E, 403G, 403Q, 403R, 403T, 403V, 404C, 404E, 404G, 4041, 404V, 419A, 419C, 419M, 419T, 422E,
422G, 433A, 433H, 433l, 433K, 433L, 433M, 433V, 433Y, 442A, 442G, 442N, 442R, 442S, 442T, 442V, 442W,
442Y, 445G, 445l, 445N, 445T, 445V, 445W, 4471, 447N, 447Q, 447W, 447Y, 448C, 448F, 448G, 448H, 448,
448N, 448Y, 450C, 450H, 450M, 450N, 450R, 450S, 450T, 450W, 455G, 4551, 455P, 455V, 463A, 463M, 463S,
463T, 463V, 463W, 465G, 465I, 465K, 465N, 465T, 465V, 469D, 469W, 469Y, 4711, 471V, 473G, 473Y, 476A,
476G, 476L, 476M, 476N, y 476T, y la variante ha mejorado la termoestabilidad en comparaciéon con el
polipéptido parental.

[0012] En algunos aspectos, la variante incluye una sustitucién que introduce uno o varios de los residuos de
aminoécidos seleccionados del grupo consistente en 124N, 125A, 125K, 125N, 130A, 130S, 159A, 159D, 159E,
159G, 159H, 159K, 159L, 159N, 159R, 159S, 159T, 166F, 166G, 166H, 166S, 166Y, 169L, 179A, 179P, 180A,
180D, 180H, 180K, 180L, 180N, 180T, 180V, 180Y, 181A, 181D, 181E, 181G, 181P, 181R, 181S, 181V, 187A,
187C, 187K, 187N, 187P, 187Q, 187R, 187S, 242H, 242N, 278H, 278K, 278N, 278R, 281M, 302D, 304M, 304Y,
321H, 321Q, 321R, 333Q, 432Q, 437Y, 446A, 474Q, y 474S, y la variante presenta actividad o expresion
aumentada en comparacion con el polipéptido parental.

[0013] En algunos aspectos, la variante incluye una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de
aminoécidos seleccionados del grupo consistente en 6A, 6D, 6E, 6H, 61, 6K, 6L, 6M, 6N, 6P, 6Q, 6R, 6S, 6T, 6V,
6W, 6Y, 13K, 14F, 14T, 14Y, 15A, 15D, 15E, 015G, 15H, 15K, 15N, 15P, 15Q, 15R, 15S, 15T, 15W, 16A, 16E,
16G, 16H, 16K, 16N, 16P, 16Q, 16R, 16T, 25C, 39D, 39E, 39N, 39Q, 81Y, 121P, 139D, 139H, 139R, 139Y,
177A, 188D, 191H, 191K, 192A, 192D, 192G, 192N, 192P, 192Q, 192S, 192T, 192V, 192Y, 196A, 196C, 196D,
196E, 196F, 196H, 1961, 196K, 196P, 196R, 196S, 196T, 196V, 201A, 201E, 201G, 201H, 201M, 202H, 216E,
216G, 216H, 216M, 216Q, 216R, 216S, 216T, 216Y, 221A, 221D, 221F, 2211, 221L, 221M, 221N, 221R, 221S,
221V, 221Y, 237G, 240G, 240N, 240P, 240Q, 240R, 240T, 246R, 250A, 250D, 250E, 250F, 250G, 250I, 250K,
250L, 250M, 250N, 250Q, 250R, 250S, 250W, 252K, 268A, 268D, 268E, 268G, 268H, 268K, 268N, 268P, 268Q,
268R, 268S, 274A, 274D, 274G, 2741, 274K, 274L, 274N, 274Q, 274R, 274S, 274T, 275K, 285Q, 285Y, 293K,
293R, 318A, 318F, 318G, 318I, 318K, 318L, 318M, 318R, 318S, 318T, 318V, 318Y, 319C, 319D, 319H, 319,
319K, 319R, 319Y, 320K, 320R, 320T, 338A, 338G, 338I, 338M, 338P, 338S, 338V, 339G, 339P, 340A, 340D,
340E, 340H, 340K, 340N, 340Q, 345E, 363D, 363E, 363M, 363N, 363Q, 363S, 366Q, 370A, 370D, 370E, 370H,
370K, 370N, 370Q, 370S, 375A, 375D, 375E, 375K, 375N, 375Q, 375R, 375S, 419A, 419, 419M, 419P, 419S,
419V, 448Y, 452N, 452Q, 452R, 452S, 471R, y 471Y, y la variante presenta actividad o expresion aumentada en
comparacion con el polipéptido parental.

[0014] En algunos aspectos, la variante incluye una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de
aminoacidos seleccionados del grupo consistente en 1181A, 1181P, 1181C, I181E, 1181Y, S242A, S242E, G132A,
N193Y, y E188P, y la variante presenta reduccion aumentada de la viscosidad en un ensayo de licuefaccion de
almidén en comparacion con el polipéptido parental.

[0015] En algunos aspectos, se describe una variante de polipéptido a-amilasa que comprende una secuencia de
aminoacidos derivada de un polipéptido a-amilasa parental y que tiene una combinacion de tres o mas
mutaciones en posiciones seleccionadas del grupo consistente en 5, 6, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 25, 27, 29, 36, 39,
50, 52, 53, 54, 67, 71, 73, 75, 77, 80, 81, 83, 85, 90, 92, 107, 111, 113, 114, 120, 121, 126, 128, 131, 133, 137,
138, 139, 141, 143, 147, 149, 150, 151, 152, 155, 160, 165, 168, 172, 173, 177, 188, 191, 192, 193, 196, 200,
201, 202, 213, 216, 217, 220, 221, 227, 232, 235, 237, 238, 240, 246, 249, 250, 252, 253, 254, 255, 257, 258,
268, 272, 274, 275, 279, 283, 285, 293, 294, 297, 300, 301, 306, 309, 312, 313, 317, 318, 319, 320, 338, 339,
340, 343, 345, 363, 366, 369, 370, 375, 379, 381, 385, 386, 391, 392, 393, 394, 400, 402, 403, 404, 406, 407,
410, 413, 414, 416, 419, 422, 427, 433, 436, 439, 442, 445, 447, 448, 450, 452, 455, 463, 465, 469, 471, 473,y
476, donde el polipéptido tiene actividad de a-amilasa y donde cada una de las al menos tres 0 mas mutaciones
introduce un residuo de aminoacidos que difiere del presente en el polipéptido parental. En aspectos concretos,
el nimero de mutaciones es 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 0 més.

[0016] En algunos aspectos, cuando la mutacién no esta ya en la posicion 242, la mutacion esta presente en
combinacién con las sustituciones S242A, S242E, S242Q, S242F, S242H, o S242N. En aspectos concretos, la
sustitucion es S242Q. En algunos aspectos, cuando la mutacién no esta ya en la posicion 179 o 180, la mutacion
esta presente en combinacién con una delecion en las posiciones 179 y 180. En algunos aspectos, cuando la
mutacién no esta ya en la posicion 349 o 428, la mutacién esta presente en combinacién con una sustitucion de
una cisteina en uno a varios de estos aminoacidos.
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[0017] En algunos aspectos, cuando la mutaciéon no estd ya en una de las siguientes posiciones, la mutacién
esta presente en combinacién con una sustitucién en la posicion P17, D19, T21, N28, S51, G72, V74, A82, Q86,
Q89, A93, G95, Q97, W115, D117, P123, S124, D125, N127, 1130,G132, Q135, P145, G146, G148,5S153,Y159,
W166, S169, K171, W187, P209, N224, S242, G256, D269, N271, T278, N281, G302, A304, R308, T321, Q358,
P378, S382, K383, T398, H405, T417, E418, P420, G421, P432, W437, G446, G454, S457, T459, T461, S464,
G474, 0 R483.

[0018] En algunos aspectos, cuando la mutaciéon no estd ya en una de las siguientes posiciones, la mutacién
esta presente en combinacién con una sustitucién en la posiciéon M8, M9, M15, M96, V128, A111, H133, W138,
T149, M197, N188, M200, M206, A209, A210, M284, M307, M311, M316, H405, T412, M438, N193F, y V416G.

[0019] En algunos aspectos, el polipéptido parental tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o
incluso al menos 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto al polipéptido de SEQ ID N° 1.

[0020] En algunos aspectos, el polipéptido parental tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o
incluso al menos 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto al polipéptido de SEQ ID N° 2.

[0021] En algunos aspectos, el polipéptido parental tiene al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, o
incluso al menos 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a un polipéptido seleccionado del
grupo consistente en SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 6, SEQ ID
N°7,SEQID N°8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 15, y SEQ ID N° 16. En
algunos aspectos, el polipéptido parental incluye un truncamiento de los residuos de aminoacidos del extremo C-
terminal. En aspectos concretos, el truncamiento es de los 29 residuos de aminoéacidos del extremo C-terminal.

[0022] En algunos aspectos, la variante de polipéptido no incluye una mutacién en ninguna de las posiciones
106 0 199, o ni en ambas.

[0023] En algunos aspectos, se puede afiadir o eliminar una o varias mutaciones de una lista de mutaciones sin
alejarse de la descripcién. En relacién con esto, cualquier mutacion o mutaciones que aparezcan en el contexto
de una lista de mutaciones se pueden combinar como un subconjunto de mutaciones.

[0024] En otro aspecto, se describe una composicién que comprende una o varias de las variantes de a-amilasas
anteriormente mencionadas. En aspectos concretos, la composicién es una composicion de limpieza, tal como
un detergente para lavar la ropa, un detergente para lavar la vajilla, una composicién de limpieza de superficies
duras, o similares. La composicion puede incluir un detergente.

[0025] En otro aspecto, se describe un método para hidrolizar un sustrato de almidon soluble utilizando una
variante de a-amilasa. En algunos aspectos, la variante incluye una sustitucion que introduce uno o varios de los
residuos de aminoéacidos seleccionados del grupo consistente en 1181A, 1181P, 1181C, I181E, 1181Y, S242A,
S242E, S242Q, G132A, N193Y, y B188P.

[0026] En algunos aspectos, la variante de a-amilasa se utiliza en combinacion con una enzima hidrolizante de
acido fitico, en la que la relacion de actividad de a-amilasa (en unidades de a-amilasa) con respecto a la
actividad de &cido fitico (en unidades de fitasa), es decir, AAU:FTU, esta comprendida entre aproximadamente
1:15 y aproximadamente 15:1, y preferiblemente entre 1:10 y aproximadamente 10:1. En aspectos particulares,
la relacion de AAU:FTU esta comprendida entre 1:4 y 3:1, o incluso 1:1.

[0027] En un aspecto adicional, se describe un método para la licuefaccion de almidén en una suspension, que
implica un sustrato que incluye materia vegetal tal como almidén granulado procedente de un proceso de
molienda ya sea en seco o en himedo, comprendiendo el método una etapa de licuefaccion principal y/o
secundaria, que implica afiadir a la suspensién en la etapa de licuefaccion primaria y/o secundaria, en cualquier
orden, una combinacion de al menos una enzima hidrolizante de acido fitico y al menos una variante de a-
amilasa, ya sea simultdneamente o por separado. El método puede comprender ademas la sacarificacion del
almidén licuificado para obtener azlcares fermentables; y la recuperacién de los azlcares fermentables. En
algunos aspectos el método comprende ademés fermentar los azlcares fermentables bajo condiciones de
fermentacion adecuadas para obtener productos finales, tales como alcohol. En algunos aspectos, la
composicion de la enzima contiene al menos una variante de a-amilasa y una fitasa. En algunos aspectos, la
composicion de la enzima esta en forma mezclada.

[0028] En un aspecto adicional, se describe un método para fermentar un sustrato de almidén, comprendiendo el
método la adicion en cualquier orden de una combinacion de una variante de a-amilasa y una fitasa en una dosis
Unica o fraccionada. En otro aspecto, el sustrato de almidén tratado se fermenta en etanol.

[0029] En un aspecto adicional, se describe un proceso de conversiéon de almidéon y/o un proceso de
fermentacién de etanol que no requieren la adicién de acido o alcali para ajustar el pH. Un aspecto se refiere a
una etapa de licuefaccion sin ajuste de pH, en la que el pH de la licuefaccion esta en el intervalo de pH 4.5 a 5.4
y no se afiaden sustancias quimicas de neutralizacién de acidos en la etapa del proceso de licuefaccion. En otro
aspecto, el pH de la licuefaccion esta en el intervalo de pH 4.8 a 5.8 y no se afladen sustancias quimicas de
neutralizacion de acidos en la etapa del proceso de licuefaccion.
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[0030] En otro aspecto, se describe un método para obtener un sustrato fermentable, que implica poner en
contacto una suspension de grano molido que contiene almidén granulado con una enzima hidrolizante de acido
fitico a una temperatura de 0 °C -30 °C menos que la temperatura de gelatinizacién del almidén, poner en
contacto la suspension con una variante de a-amilasa, aumentar la temperatura por encima de la temperatura de
gelatinizacion para que el almidon granulado permita la gelatinizacion del almidén, e hidrolizar el almidén
gelatinizado poniéndolo en contacto con la a-amilasa durante un tiempo suficiente para hidrolizar el almidén, y
obtener un sustrato fermentable. La enzima hidrolizante de acido fitico puede ser una fitasa bacteriana o flngica.
La fitasa fungica puede ser una fitasa Aspergillus o una fitasa Buttiauxella. En algunos aspectos, la fitasa
bacteriana proviene de Escherichia coli.

[0031] En otro aspecto, se describe el un proceso para producir un azlUcar fermentable, que comprende (a)
mezclar el material que contiene almidén molido con agua y vinaza (thin stillage), donde la vinaza esta en el
intervalo de 10 % a 70 % volumen/volumen y obtener una suspension que comprende almidén y tener un
contenido de residuos secos (ds, del inglés dry solids) de 20 % a 50 % peso/peso, (b) tratar la suspension con
una fitasa antes de licuificar el almidon o de forma simultanea, (c) licuificar el almidon, (d) afiadir una variante de
a-amilasa al almidon durante la etapa (b) y/o de forma simultdnea con la etapa de licuefaccion, y (e) sacarificar el
almidon licuificado para obtener azucares fermentables, donde el pH no se ajusta durante ninguna de las etapas
(@), (b), (c), (d) o (e). En algunos aspectos, se recupera el azucar fermentable y se purifica 0 se isomeriza. En
otros aspectos, la fitasa se afiade antes de la etapa de licuefaccion. En algunos aspectos, la a-amilasa se afiade
con la fitasa. En aun mas aspectos adicionales, se afiade una segunda dosis de a-amilasa durante la etapa de
licuefaccion.

[0032] En un aspecto adicional, se describe un proceso de produccion de alcohol a partir del material que
contiene almidén, que comprende licuificar y sacarificar el almidon licuificado como se ha descrito anteriormente
para obtener azUcares fermentables y fermentar de forma adicional los azucares fermentables bajo condiciones
de fermentacion adecuadas utilizando un microorganismo de fermentacion para obtener alcohol. En algunos
aspectos, las etapas de sacarificacién y fermentacion son simultdneas. En algunos aspectos, el alcohol es
etanol.

[0033] En otro aspecto, se describen constructos de ADN, que incluyen vectores de expresion, que codifican
variantes de a-amilasas, junto con métodos para expresar y utilizar las variantes de a-amilasas, solas o en
combinacién con otras enzimas a-amiloliticas, por ejemplo, en varios procesos industriales, tales como
licuefaccion y limpieza de almidoén.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0034]

La Figura 1 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de varias a-amilasas
relacionadas con AmysS.

La Figura 2 muestra el plasmido pHPLT-AmysS.

La Figura 3 muestra el porcentaje de actividad residual de variantes de genoteca S242 después de
tension por calor a 95 °C durante 30 minutos. Faltan las posiciones de las variantes P, S, W e Y y se
sustituyen por AmyS natural (SPEZYME® Xtra, designada "Z"). Las lineas indican 2x y 3x por encima
de la desviaciéon estandar del porcentaje de actividad residual de la enzima natural. S242A y S242Q
muestran claramente mayores actividades residuales que la enzima natural.

Las Figuras de la 4A a la 41 muestran alineamientos por parejas de las secuencias de aminoacidos que
se muestran en la Figura 1.

La Figura 5 muestra las curvas de fusion térmicas y los puntos fusién de la enzima natural y de las
variantes de amilasas sin calcio afiadido.

La Figura 6 muestra las curvas de fusiéon térmicas y los puntos fusion de la enzima natural y de las
variantes de amilasas con 2 mM de calcio.

La Figura 7 muestra el perfil de actividad de SPEZYME® Xtra y dos variantes en relacion con
Liguozyme SC para tres puntos de tiempo.

La Figura 8 muestra el perfil de actividad de cuatro variantes en relacion con la variante S242Q para tres
puntos de tiempo.

La Figura 9 muestra la reduccion de la viscosidad de la harina de maiz debido a la accion de las a-
amilasas LIQUOZYME® SC o SPEZYME® Xtra en una dosis de 30 pug.
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La Figura 10 muestra la reduccién de la viscosidad de la harina de maiz debido a la accién de las a-
amilasas LIQUOZYME® SC o SPEZYME® Xtra, o una de las dos variantes (S242A y S242Q) en una
dosis de 30 ug.

La Figura 11 muestra la reduccion de la viscosidad de la harina de maiz debido a la accion de las a-
amilasas LIQUOZYME® SC o SPEZYME® Xtra, o una o de las dos variantes (S242A y S242Q) en una
dosis de 20 pg.

La Figura 12 muestra la progresion del equivalente de dextrosa (DE, por sus siglas en inglés) del maiz
molido entero tratado con LIQUOZYME® SC, SPEZYME® Xtra o una o de las dos variantes (S242A y
S242Q) a lo largo del tiempo (0, 30, 60, y 90 minutos).

La Figura 13 muestra la viscosidad después del jet-cooking (aplicacién de vapor a presion) del maiz
molido entero tratado con LIQUOZYME® SC, SPEZYME® Xtra o una o de las dos variantes (S242A y
S242Q) a lo largo del tiempo (0, 30, 60, y 90 minutos).

La Figura 14 muestra la progresion de DE del maiz molido entero tratado con fitasa y una amilasa
(SPEZYME® Xtra o variante S242Q) a lo largo del tiempo (0, 30, 60, y 90 minutos). MAXALIQ® es una
mezcla fitasa/amilasa disponible en Genencor, a Danisco Division. Hace referencia al Ejemplo 8.

La Figura 15 muestra la viscosidad después del jet-cooking del maiz molido entero tratado con fitasa y
amilasa (SPEZYME® Xtra o variante S242Q) a lo largo del tiempo (0, 30, 60, y 90 minutos).

La Figura 16 muestra la progresion de DE del maiz molido entero tratado con la variante de S242Q y
fitasa. Hace referencia al Ejemplo 9.

La Figura 17 muestra la viscosidad después del jet-cooking del maiz molido entero tratado con la
variante de S242Q y fitasa. Hace referencia al Ejemplo 9.

La Figura 18 muestra el efecto del tratamiento con fitasa del maiz molido entero en el aumento en la
termoestabilidad y en la baja estabilidad de pH de la variante S242Q y hace referencia al Ejemplo 9.

La Figura 19 muestra el efecto de la adicion de fitasa durante la licuefaccion principal del maiz molido
entero en la reduccion de la viscosidad después del jet-cooking y hace referencia al Ejemplo 9.

La Figura 20 muestra una comparacion del contenido de sulfato y acido fitico en granos secos de
destileria con solubles (DDGS por sus siglas en inglés): 1) a partir de un proceso convencional, y 2) a
partir del proceso sin ajuste de pH. Hace referencia al Ejemplo 10.

La Figura 21 es un gréafico que muestra el indice de progresion de DE y el porcentaje de reduccion de
acido fitico como IP6.

La Figura 22 es un gréfico que muestra el efecto de la variante de a-amilasa S242Q en la progresion de
DE bajo condiciones de procesamiento convencionales. Hace referencia al Ejemplo 8.

La Figura 23 es un grafico que representa el rendimiento de S242Q y sus variantes en el ensayo de
micromuestra de almidon de arroz como una funcién de carga bajo las condiciones de lavado de
Ameérica del Norte. Las condiciones eran TIDE® 2x a 20 °C. Hace referencia al Ejemplo 16.

La Figura 24 es un gréafico que representa el rendimiento de otra a-amilasa (es decir, amilasa truncada
TS-23 de Bacillus sp.) con las mutaciones de carga en el ensayo de micromuestra de almidon de arroz
bajo las condiciones de lavado de Europa Occidental. Las condiciones eran PERSIL® a 40 °C. Hace
referencia al Ejemplo 16.

La Figura 25 es un grafico que representa el rendimiento de S242Q y sus variantes en el ensayo de
almidén con BODIPY como una funcion de carga. Hace referencia al Ejemplo 16.

La Figura 26A es un grafico que representa la hidrélisis de almidén con BODIPY relativa como una
funcién de expresion en tubo de agitacion relativa (es decir, hidrélisis de almidén con BODIPY relativa
frente a expresion de tubo de agitacion relativa). La Figura 26B es un grafico que representa la hidrolisis
de micromuestra de almidén relativa como una funcién de expresion en tubo de agitacion relativa (es
decir, hidrdlisis de micromuestra de almidon relativa frente a expresion en tubo de agitacion relativa).
Hace referencia al Ejemplo 19.

La Figura 27A es un grafico que representa la expresion en tubo de agitacion relativa como una funcion
de carga. La Figura 27B es un grafico que representa la hidrélisis de almidén con BODIPY relativa como
una funcién de carga. Hace referencia al Ejemplo 19.
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La Figura 28A es un grafico que representa la expresion en tubo de agitacion relativa como una funcién
de carga. La Figura 28B es un grafico que representa la actividad de limpieza de micromuestra relativa
como una funcién de carga. Hace referencia al Ejemplo 19.

La Figura 29 es un grafico que representa la viscosidad final después de licuificar el almidon de maiz
utilizando la primera estructura Amys con 30 % de residuos secos, pH 5.8 y dosis de enzima de 30 mg.
En la variante +6 la viscosidad final es muy elevada y no se puede medir (sobrecarga de instrumento).
Hace referencia al Ejemplo 16.

La Figura 30 es un grafico que representa la estabilidad térmica de la primera escala de carga de AmyS
(first AmyS charge ladder) como una funcion de cambio de carga relativa a la enzima natural.
Experimento llevado a cabo utilizando un ensayo de estabilidad térmica con amilasa estandar. Hace
referencia al Ejemplo 17.

La Figura 31A es un grafico que representa la actividad de limpieza del almidén de arroz de la primera
escala de carga de AmyS como una funcion de pH. El pH 3.0-4.25 es 200 mM de formiato de sodio +
0,01 % de Tween-80. El pH 4.25-5.5 es 200 mM de acetato de sodio + 0,01 % de Tween-80. Los datos
se ajustan a las curvas de titulacion, cada una con un unico valor de pKa. Hace referencia al Ejemplo
21.

La Figura 31B es un grafico que representa el efecto de las mutaciones de carga en pKa aparente para
catélisis de AmyS (primera escala de carga). Hace referencia al Ejemplo 21.

La Figura 32A muestra la reduccion de la viscosidad de la harina de maiz de las variantes de AmyS en
comparacién con SPEZYME® Xtra.

La Figura 32B muestra la reduccién de la viscosidad de la harina de maiz de AmyS N193Y.

La Figura 32C muestra el efecto de la adicion de fitasa en la reduccion de la viscosidad de AmyS
N193Y.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS
[0035] Las siguientes secuencias de aminoacidos y nucleétidos se mencionan en el presente documento.

SEQ ID N° 1 (AmyS natural de longitud total)

AAPFNGTMMQ
DLYDLGEFNQ
VNPSDRNQET
IGKAWDWEVD
FSFFPDWLSY
SGGAFDMRTL
YPCVEFYGDYY
GSGLAALITD
VPRKTTVSTI

AAPFNGTMMQ
DLYDLGEFNQ
VNPSDRNQET

Lo KAWDWEVD
FSFFPDWLSY
SGGAFDMRTL
YPCVEYGDYY
GSGLAALITD
VPRKTT

YFEWYLPDDG
KGTVRTKYGT
SGTYQIQAWT
TENGNYDYLM
VRSQTGKPLF
MTNTLMKDQP
GIPQYNIFSL
GPGGSKAMYV
ARPITTRPWT

YFEWYLPDDG
KGTVRTKYGT
SGTYQIQAWT

TENGNYDYLM
VRSQTGKPLF
MTNTLMKDQP
GIPQYNIPSL
GPGGSKWMYV

TLWTKVANEA
KAQYLQAYOA
KFDFPGRGNT
YAPLDMDHPE
TVGEYWSYDI
TLAVTFVDNH
KSKIDPLLIA
GKQHAGKVFY
GEFVRWTEPR

TLWTKVANEA
KAQYLQAIQA
KFDFPGRGNT

YADLDMDHPE
TVGEYWSYDI
TLAVTEFVDNH
KSKIDPLLIA
GKOHAGKVFY

NNLSSLGITA
AHBAGMOVYA
YSSFKWRWYH
VVTELKNWGK
NKLHNYITKT
DTEPGQALQS
RRDYAYGTQH
DLTGNRSDTV
LVAWP

SEQ ID N° 2 (AmyS natural truncada; SPEZYME® Xtra)

NNLSSLGITA
AHMAGMOVYA
YSSFKWRWYH

VVTELKNWGK
NKLHNYITKT
DTEPGQALRQS
RRDYAYGTQH
DLTGNRSDTV

LWLPPAYKGT
DVVFDHKGGA
FDGVDWDESR
WYVNTTNIDG
NGTMSLFDAP
WVDPWEFKPLA
DYLRDHASDIIG
TINSDGWGEE

LWLPPAYKGT
OVVEDHKGGA
FDGVDWDESR

WYVNTTNIDG
NGTMSLEDAP
WVDPWFKPLA
DYLDHSDIIG
TINSDGWGEF

SRSDVGYGVY
DGTEWVDAVE
KLSRIYKFRG
FRLDAVKHIK
LHNKFYTASK
YAFILTRQEG
WTREGVTEKP
KVNGGSVSVW

SRIDVGYGVY
DGTEWVDAVE
KLSRIYKFRG

FRLDAVKHIK
LHNKFYTASK
YAF ILTRQEG
WTREGVTEKP
KVNGGSVSVH
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AARPFNGTMMQ
DLYDLGEFNQ
VNPSDRNQEI
IGKARDWEVD
FAFFPDWLSY
SGGAFDMRTL
YPCVEFYGDYY
GSGLAALITD
VPRKTTVSTI

AAPFNGTMMQ
DLYDLGEENGQ
VNPSDRNQET
IGKAWDWEVD
FOFFPDWLSY
SGGAFDMRTL
YPCVFYGDYY
GSGLAALITD
VPRKTTVSTI

BAPFNGTMMQ
DLYDLGEFNQ
VNPSDRNQE I
IGKAWDWEVD
FEFFPDWLSY
SGGAFDMRTL
YPCVFYGDYY
GSGLAALITD
VPRKTTVSTI

ndNGTNGTMMOYFEWYLPNDGNHWNRLNSDASNLKSKGI TAVWIPPAWKGASQNDVGYGAYDLYDLGEFN
QKGTVRTKYGTRSQLOAAVTSLKNNGIQVYGDVVMNHKGGADATEMVRAVEVNPNNRNQEVTGEYTIEAR
TRFDFPGRGNTHSSFKWRWYHFDGVDWDQSRRLNNRIYKFRGHGKAWDWEVDTENGNYDYLMYADIDMDH
PEVVNELRNWGVWYTNTLGLDGFRIDAVKHIKYSF TROWINHVRSATGKNME AVAEFWKNDLGAIENYLQ
KTNWNHSVFDVP LHYNLYNASKSGGNYDMRNIFNGTVVQRHP SHAVTFVDONEDSQPEEALESFVEEWFKP
LAYALTLTREQGYPSVEYGDYYGIPTHGVPAMRSKIDP ILEARQKYAYGKQNDYLDHHNI IGWTREGNTA

YFEWYLPDDG
KGTVRTKYGT
SGTYQIQAWT
TENGNYDYLM
VRSQTGKPLE
MINTLMKDQP
GIPQYNIPSL
CPGGSKWMYV
ARPITTRPWT

YFEWYLPDDG
KGTVRTKYGT
SGTYQIQAWT
TENGNYDYLM
VRSQTGKPLF
MTNTLMKDQP
GIPQYNIBSL
GPGGSKWMYV
ARPITTREWT

YPEWYLPDDG
KGTVRTKYGT
SGTYQIQAWT
TENGNYDYLM
VRSQTGKPLF
MTNTLMKDQP
GIPQYNIPSIL
GPGGSKWMYV
ARPITTRPWT

SEQ ID N° 6 (Yamane 707)

ES 2 527 645 T3

SEQ ID N° 3 (AmyS S242A de longitud total)

TLWTKVANERA
KAQYLQAIQA
KFDFPGRGNT
YADLDMDHFPE
TVGEYWSYDI
TLAVTFVDNH
KSKIDPLLIA
GKQHAGRVEY
GEFVRWTEPR

SEQ ID N° 4 (AmyS S242Q de longitud total)

TLWTKVANEA
KAQYLQATQA
KFDFPGRGNT
YADLDMDHPE
TVGEYWSYDI
TLAVTFVDNH
KSKIDPLLIA
GKQHAGKVEY
GEFVRWTEPR

SEQ ID N° 5 (AmyS S242E de longitud total)

TLWTEVANEA
KAQYLQAIQA
KFDFPGRGNT
YADLDMDHPE
TVGEYWSYDI
TLAVTFVDNH
KSKIDPLLIR
GKQOHAGKVFY
GEFVRWTEPR

NNLSSLGITA
AHAAGMQVYA
YSSFKWRWYH
VVTELKNWGK
NKLHENYITKT
DTEPGQALQS
RRDYAYGTQH
DLTGNRSDTV
LVAWP

NNLSSLGITA
RHARGMOVYA
YSSERWRHYH
VVTELKNWGK
NKLHNY ITKT
DTEPGQALQS
RRDYAYGTQH
DLTGNRSDTV
LVAWP

NNLSSLGITA
AHAAGMQVIA
YSSFKWRWYH
VVTELKNWGK
NKLHANYITKT
DTEPGQALQS
RRDYAYGTQH
DLTGNRSDTV
LVAWP

LWLPPAYKGT
DVVEDHKGGA
FDGVDWDESR
WYVNTTNIDG
NGTMSLFDAP
WVDPWFKPLA
DYLDHSDIIG
TINSDGWGEF

LWLPPAYKGT
DVVFDHKGGA
FDGVDWDESR
WYVNTTNIDG
NGTMSLFDAP
WVDPWEKPLA
DYLDHSDIIG
TINSDGWGEF

LWLPPAYXGT
DVVFDHKGGA
FDGVDWDESR
WYVNTTINIDG
NGTMSLFDAP
WVDPWFKPLA
DYLDHSDIIG
TINSDGWGEF

SRSDVGYGVY
DGTEWVDAVE
KLSRIYKFRG
FRLDAVKHIK
LHNKFYTASK
YAFILTRQEG
WIREGVTEKP
KVNGGSVSVW

SREDVGYGVY
DGTEWVDAVE
KLSRIYKFRG
FRLDAVKHIK
LHNKFYTASK
YAFILTROEG
WITREGVTEKP
KVNGGSVSVRW

SRSDVGYGVY
DGTEWVDAVE
KLSRIYKFRG
FRLDAVKHIK
LHNKFYTASK
YAFILTRQEG
WITREGVTEKP
KVNGGSVSVW

BPNSGLATIMSDGAGGSKWMEVGRNKAGQVWSD ITGNRTGTVT INADGWGNE SVNGGSVSIWVNK

SEQ ID N° 7 (AmyL natural, LAT)
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ANLNGTLMQYFEWYMPNDGQHWKRLQNDSAYLAEHGITAVWIPPAYKGTSQADVGYGAYDLYDLGEFHQK
GTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVYGDVVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIKAWTH
FHFPGRGSTYSDFKWHWYHEDGTDWDESRKLNRIYKFQGKAWDWEV SNENGNYDYLMYADIDYDBPDVAA
EIRKRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHIKE SFLRDWVNHVREKTGKEMEF TVAEYWONDLGALENY LNKTNFN
HSVFDVPLHYQFHAASTQOGGGYDMRKLLNGTVV SKHP LKSVTFVONHED TOPGQSLESTVQIWFKPLAYAF
ILTRESGYPQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPILKARKQYAYGAQHDYFDHHDIVGWTREGDSSVA
NSGLAARLITDGPGGAKRMYVGRONAGETWHD ITGNRSEPVVINSEGWGEFEVNGGSVSIYVOR

SEQ ID N° 8 (AmyL natural; Termamyl)

ANLNGTLMQYFEWYMPNDGOHWRRLONDSAY LAEHGITAVWIPPAYKGTSQADVGYGAYDLYDLGEFHQK
GTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVYGDVVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIKAWTH
FHFPGRGSTYSDFKWHWYHFDGTDWDESRKLNRIYKF QGKAWNDWEVSNENGNYDYLMYADIDYDHPDVAA
EIXKRWGTWYANELOLDGFRLDAVKAIKF SFLRDWVNRVREKTGKEMF TVAEYWQNDLGALENY LNKTNEN
BSVFDVPLHYQFHAASTOGGGYDMRRLLNGTVVSKHPLKSVTEFVDNHD TQPGQSLESTVQTWEKE LAYAF
ILTRESGYPQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEP I LKARKQCYAYGAQHDYFDHHDIVGHTREGDSSVA
NSGLAALITDGPGGAKRMYVGRONAGETWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIYVOR

SEQ ID N° 9 (amilasa de B. amyloliquefaciens)

VNGTLMQYFEWYTPNDGQHWKRLONDAEHLSDIGI TAVWIPPAYKGLSQSDNGYGPYDLYDLGEFQQRGT
VRTKYGTKSELQDAIGSLHSRNVQVYGDVVLNEKAGADATEDVTAVEVNPANRNQETSEEYQIKARTDER
FPGRGNTYSDFKWHWYHF DGADWDE SRKISRIFRFRGEGKAWDWEVSSENGNYDYLMYADVDYDHPDVVA
ETKKWGIWYANELSLDGFRIDAAKHIKF SFLRDWVQAVRQATGKEME TVAEYWONNAGKLENYLNKTSEN
QSVFDVPLHFNLQAASSQGGGYDMRRLLDGTVV SREPEKAVIFVENHDTQPGOS LESTVQTWEKP LAYAER
ILTRESGYPQVFYGDMYGTKGTSPKEIP SLKDNIEPILKARKEYAYGPQHDYIDHPDVIGWTREGDSSAA
KSGLAALITDGPGGSKRMYAGLKNAGETWYDITGNRSDTVKIGSDGRGEFHVNDGSVSIYVQOR

SEQ ID N° 10 (STAINZYME™)

25

30

HENGTNGTMM
YDLYDLGEFN
EVNPNNRNQE
RGDGKGWDWE
IKYSETRDWI

>RSGGNYDMR
QGYPSVFYGED
HPNSGLATIM
IWVNK

QYFEWYLPND
QKGTIRTKYG
VSGEYTIEAW
VDTENGNYDY
NHVRSATGKN

QIFNGTVVQR
YYGIPTHGVE
SDGAGGNKWM

GNHWNRLRSD
TRNCLOAAVN
TKFDFPGRGN
LMYADIDMDH
MFAVAEFWKN

EPMHAVTFVD
AMRSKIDPIL
FVGRNKAGQV

ASNLKDKGIS
ALKSNGIQVY
THSNFKWRWY
PEVVNELRNW
DLGAIENYLN

NHDSQPEEAL
EARQKYAYGR
WTIDITGNRAG

AVWIPPAWKG
GDVVMNHKGG
BFDGVDWDQS
GVWYTNTLGL
KTNWNHSVED

ESFVEEWFKP
QNDYLDHHNI
TVTINADGWG

ASQNDVGYGA
ADATEMVRAV
RKLNNRIYKF
DGFRIDAVKH
VELHYNLYNA

LAYALTLTRE
IGWTREGNTA
NFSVNGGSVS

SEQ ID N° 11 (NATALASE ™)

35

HONGTNGTMMOYFEWHLPNDGNHWNRLRDDA SNLRNRGITAIWIPPAWKGTSQNDVGYGAYDLYDLGEFN
QKGTVRTKYGTRSQLESATHALKNNGVOVYGDVVMNHKGGADATENVLAVEVNPNNRNQEISGDYTIEAW
TREDFPGRGNTY SDEFKWRWYHFDGVDWDQSROFONRIYKFREDGKAWDWEVD SENGNYDY LMYADVDMDH
PEVVNELRRWGEWY TNTLNLDGFRIDAVKHIKYSFTRDWLTHVRNATGKEMFAVAEFWKNDLGALENYLN
KTNWNESVFDVP LHYNLYNASNSGGNYDMAKLLNGTVVQKHEPMHAVTFVDNHD SQPGESLESFVQEWFKP
LAYALILTREQGYPSVEYGDYYGIPTHSVPAMKAKIDP I LEARCNFAYGTOHDYFDHHNI IGWTREGNTT
HPNSGLATIMSDGP GGEKWMY VGONKAGOVWHD ITGNKPGTVT INADGWANF SVNGGSVS ITWVKR
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SEQ ID N° 12 (KAO KSM 1378)

HENGTNGTMMOYFEWHLPNDGNHWNRLRDDAANLKSKGLTAVWIPPAWKGTSQNDVCYGAYDLYDLGEEN
QRGTVRTKYGTRSQLOGAVTSLENNGIQVYGDVVMNHKGGADGTEMVNAVEVNRSNRNQE ISGEYTIEAW
TKFDEPGRGNTHSNFKWRWYHFDGTDWDQSROLONKIYKFRGTGKAWDWEVDIENGNYDY LMYAD IDMDH
PEVINELRNWGVWYTNTLNLDGFRIDAVKHIKY SY TRDWLTHVRNT TGKPMFAVAEFWKNDLAATIENYLN
KTSWNHSVFDVPLHYNLYNASNSGGYFDMRNILNGSVVQKHP IHAVTEVDNHDSQPGEALESFVQSWEKP
LAYALILTREQGYPSVEYGDYYGIPTHGVP SMKSKIDPLLOARQTYAYGTQHDYFDHHDIIGWTREGDSS
HPNSGLATIMSDGPGGNKWMYVGKHKAGOVWRDITGNRSGTVT INADGWGNE TVNGGAVEVWVKQ

SEQ ID N° 13 (KAO KSM K38)

DGLNGTMMOYYEWHLENDGQHWNRLHDDAAALSDAGITAIWIPPAYKGNSQADVGYGAYDLYDLGEEFNQK
GTVRTKYGTKAQLERAIGSLKSND INVYGDVVMNHKMGADF TEAVQAVQVNPTNRWQDISGRYTIDAWTG
FDFSGRNNAY SDFKWRWEHFNGVDWDQRYQENHIFREFANTNWNWRVDEENGNYDYLLGSNIDF SHPEVQD
ELKDWGSWETDELDLDGYRLDATKHIPFWYTSDWVRHQRNEADQDLFVVGEYWKDDVGALEF YLDEMNWE
MSLEFDVPLNYNFYRASQQGGSYDMRNILRGSLVEAHPMHAVTFVDNHDTQPGESLESWVADWEKPLAYAT
ILTREGGYPNVFYGDYYGIPNDNISAKKDMIDELLDARQNYAYGTQHDYFDEWDVVGWTREGSSSRPNSG
LATIMSNGPGGSKWMYVGRONAGQTWTDLTGNNGASVTINGDGWGEFE TNGGSVSVYVNQ

SEQ ID N° 14 (KAO KSM K36)

DGLNGTMMQYYEWHLENDGQHWNRLHDDAEALSNAGITAIWIPPAYKGNSQADVGYGAYDLYDLGEFNQK
GTVRTKYGTKAQLERAIGSLKSNDINVYGDVVMNHKLGADFTEAVQAVQVNE SNRWODISGVYTIDAWTG
FDFPGRNNAY SDFKWRWFHFNGVDWDQRYQENHLF RFANTNWNWRVDEENGNYDYLLGSNIDF SHPEVQE
ELKDWGSWEFTLCELDLDOGYRLDATKHIPFWY TSDWVRHQRSEADQDLFVVGEYWKDDVGALEF YLDEMNWE
MSLFDVPLNYNFYRASKQGGSYDMRNILRGSLVEAHP THAVTFVDNHDTOPGESLESWVADWEKP LAYAT
ILTREGGYPNVFYGDYYGIPNDNISAKKDMIDELLDARQNYAYGTOHDYFDHWDIVGHTREGTSSRPNSG
LATIMSNGPGGSKWMYVGQOHAGQTWTDLTGNHAASVTINGDGWGEFEFTNGGSVSVYVNQ

SEQ ID N° 15 (LIQUIZYME® SC)

ARPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGI TALWLPPAYKGTSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQ
KGTVRTRYGTKAQYLQAIQAAHAAGMOVYADVVEDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNOQE T SGTYQIQAWT
KFDFPGRGNTYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKFRGKAWDWEVDTEFGNYDYLMYADLDMDEPEVV
TELRNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKE SFFPOWLSYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNY ITKTNG
TMSLFDAPLHNKFYTASKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDONHDTEPGQALYSWVDPWFKPLAYA
FILTROEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYRYGTQOHDYLDHSDIIGWTREGGTEKPGS
GLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKVFYDLTGNRSDTVTINSDCGHWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVS

SEQ ID N° 16 (SPEZYME® Etil)

AAPFNGTMMOQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSS LGITALWLFPAYKGTSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQ
KGTVRTRKYGTKAQYLOATQAAHAACMOVYADVVEDHKGGADGTEWVDAVEVNP SDRNQEISGTYQIQAWT
KFDFPGRGNTYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKE IGKAWDWEVDTENGNYDY LMYADLDMDHPEVVY
TELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKF SFEPDWLSYVRSQTGKPLF TVGEYWSYDINKLHANYITKTNG
TMSLFDAPLHNKFYTASKSGGAFDMRTLMINTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKP LAYA
FILTROEGYPCVEYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYRYGTQHDYLDHSDIIGWTREGVTEKPGS
GLAALITDGPGGSKWMYVGKQRAGKVFYDLTGNRSDTVT INSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTT

11
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SEQ ID N° 17 (cebador (primer, en inglés) S242 F)
5'-[Phos]GTCAAGCATATTAAGTTCNNSTTTTTTCCTGATTGGTTG-3'
SEQ ID N° 18 (cebador (primer) S242 R)
5'-[PhOS]CAACCAATCAGGAAAAAASNNGAACTTAATATGCTTGAC-3'
SEQ ID N° 19 (fitasa BP17)

10

NDTPASGYQV
PRGEHLISLM
AFLAGLAPQC
QTP IDNLNQH
IKDNGNKVAL
KLHENVQEFDLM
LFTAGHDTNI
SVEMVYQTLE
VVSQSVEPGC

EKVVILSRHG
GGFYRQKFQQ
GLTIHHQQNL
YIPFLALMNT
DGAIGLSSTL
ARTPYIARHN
ANTAGMLNMR
QLRSQTPLSL
OLQ

VRAPTKMTQT
QGILSQGSCP
EKADPLFHPV
TLNESTSAWC
AEIFLLEYAQ
GTPLLQAISN
WILPGQPDNT
NQPAGSVQLK

MRDVTPNTWP
TPNSIYVWAD
KAGTCSMDKT
QKHSADKSCD
GMPQAAWGNT
ALNPNATESK
PPGGALVFER
IPGCNDQTAE

EWPVKLGYIT
VDQRTLKTGE
QVQOAVEKEA
LGLSMPSKLS
HSEQEWASLL
LPDISPDNKT
LADKSGKQYV
GYCPLSTFTR

SEQ ID N° 20 (secuencia de codificacion para el péptido de sefial LAT)

atgaaacaac aaaaacggcht ttacgceccga ttgctgacge tgttatttge getcatcttc

ttgectgecte attetgcage ttcagca

SEQ ID N° 21 (péptido de sefial LAT)
MKQQKRLYAR LLTLLFALIF LLPHSAASA
SEQ ID N° 22 (AmyS S242Q truncada)

AAPENGTMMQ
DLYDLGEFNQ
VNESDRNQEI
IGKAWDWEVD
FOFFPDWLSY
SGGAFDMRTL
YPCVEYGDYY
GSGLAALITD
VPRKTT

YFEWYLPDDG
KGTVRTIKYGT
SGTYQIQAWT
TENGNYDYLM
VRSQTGKPLF
MTNTLMKDQP
GIPQYNIPSL
GPGGSRWMYV

TLWTKVANEA
KAQYLQAIQA
KEFDFPGRGNT
YADLDMDHPE
TVGEYWSYDI
TLAVTFVDNH
KSKIDPLLIA
GKQHAGKVFY

NNLSSLGITA
RHARGMOVYA
YSSFKWRWYH
VVTELKNWGK
NKLHNY I TKT
DTEPGQALQS
RRDYAYGTQH
DLTGNRSDTV

SEQ ID N° 23 (secuencia de codificacion para AmyS madura)

12

LWLPPAYKGT
DVVFDHKGGA
FDGVDWDESR
WYVNTTNIDG
NGTMSLEDAP
WVDPWEKPLA
DYLDHSDIIG
TINSDGWGEF

SRSDVGYGVY
DGTEWVDAVE
KLSRIYKFRG
FRLDAVKHIK
LHNKFYTASK
YAF ILTROEG
WTREGVTEKP
KVNGGSVSVR



25

30

35

40

gcocgeacegt
acagttatgga
ctttggetac
gacttgtatg
aaagctcaat
gatgtcgtgt
gtcaatcegt
aaatttgatt
tttgacgogeg
atcggcaaag
tatgccgacce
tggtatgtca
ttcagtrtet
accgtcgggg
aacggaacga
tcagggggey
acattggccg
tgggtcgacc
tacccgtgcy
aaaagcaaaa
gattatcttg
ggatccggge
ggcaaacaac
accatcaaca
gttcctagaa
ggtgaattcg

ttaacggtac
ccaaagtgge
cgcccgetta
acctcggcyga
atcttcaagc
tcgaccataa
cecgaccgcaa
ttecegggeg
ttgactggga
cgtgggattyg
ttgatatgga
acacaacgaa
ttcctgattyg
aatattggag
tgtctttgtt
catttgatat
tcaccttegt
catggttcaa
tcttttatgg
tcgatccget
atcactccga
tggccgcact
aégctggaaa
gtgatggatg
aaacgaccgt

tcegttggac

ES 2 527 645 T3

catgatgcag
caatgaagcc
caaaggaaca
attcaatcaa
cattcaagcc
aggcggcgcet
ccaagaaatc
gggcaacacc
cgaaagccga
ggaagtagac
tcatcccgaa
cattgatggyg
gttgtcgtat
ctafgacatc
tgatgceceeg
gogeacgtta
tgataatcat

accgttggcet.

tgactattat
cctcatcgeg
catcatcggg
gatcaccgat
agtattctat
gggggaattc
ttctaccatc

cgaaccacygg

tattttgaat
aacaacttat
agccgcageyg
aaagggaccy
gcececacgecg
gacggcacyyg
tcgggeacct
tactccagct
aaattaagcc
acggaaaacy
gtcgtgaccyg
tteceggettg
gtgcgtLcte
aacaagttgc
ttacacaaca
atgaccaata
gacaccgaac
tacgecttta
ggcattccac
cgcagggatt
tggacaaggyg
gggccgggag
gaccttaccy
aaagtcaatqg
gctcggecga
ttggtggeat

ggtacttgece
ccagecttgg
acgtagggta
tccgeacaaa
ctggaatgca
aatgggtgga
atcaaatcca
ttaagtggceg
gratttacaa
gaaactatga
agctgaaaaa
atgccgtcaa
agactggcaa
acaattacat
aattttatac
ctctcatgaa
ccggecaage
ttctaacteg
aatataacat
atgcttacgg
aaggggtcac
gaagcaaatg
gcaaccggag
gcggtteggt
tcacaacccg

ggcct

ggatgatgge
catcaccgct
cggagtatac
atatggaaca
agtgtacgcce
cgccgtcgaa
agcatggacg
ctggtaccat
attccgegge
ctacttaatg
ctgggggaaa
gcatattaag
gccgetattt
tacgaaaaca
cgcttcecaaa
agatcaaccyg
gctgcagtca
gcaggaagga
tcettegety
aacgcaacat
tgaaaaacca
gatgtacgtt
tgacaccgte
ttcggtttgg
accgtggact

SEQ ID N° 24 (Satori F)
5-CTCATCTTCTTGCTGCCTCATTCTGCAGCTTC-3'
SEQ ID N° 25 (Satori R)
5-TTATCCTTTACCTTGTCTCCAAGC-3'

DESCRIPCION DETALLADA
I. Introduccion

[0036] La composicion y los métodos presentes se refieren a variantes de una a-amilasa original que muestra
una alteracidon en al menos una de las siguientes propiedades en relacién con dicha a-amilasa original: actividad
especifica, especificidad de sustrato, unién de sustrato, escisién de sustrato, estabilidad térmica, actividad
dependiente de pH, estabilidad dependiente de pH, estabilidad a la oxidacién, dependencia de ca®, ply
rendimiento de lavado. Las variantes son adecuadas para la conversion de almiddn, la produccion de etanol, el
lavado de ropa, el lavado de vajilla, la limpieza de superficies duras y otros usos industriales.

[0037] Aunque se describen numerosas mutaciones, éstas tienen en comin la capacidad de mejorar el
rendimiento de a-amilasas parentales que comparten caracteristicas estructurales en cuanto a identidad de
secuencia de aminodacidos y estructura de tres dimensiones. Se ha observado que varias de estas mutaciones se
pueden combinar con otras mutaciones, lo cual las hace especialmente valiosas en el disefio de variantes de a-
amilasas con propiedades preseleccionadas. También se describen las posiciones que no son susceptibles de
mutacion, en general, 0 no son susceptibles de mutacién y combinacién con otras mutaciones. La identificacion
de estas posiciones también es importante en el disefio de variantes de a-amilasas con propiedades
preseleccionadas.
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[0038] Aunque los estudios realizados en apoyo de las presentes composiciones y métodos se llevaron a cabo
principalmente utilizando una a-amilasa parental concreta de Geobacillus stearothermophilus, las a-amilasas
estructuralmente relacionadas son propensas a beneficiarse de mutaciones equivalentes. Por consiguiente, la
presente descripcion proporciona un conjunto de directrices para modificar cualquiera de un gran namero de a-
amilasas para producir cambios beneficiosos en las caracteristicas de rendimiento y para identificar nuevas a-
amilasas propensas a tener caracteristicas de rendimiento deseables basandose en la presencia de ciertos
residuos de aminoacidos en posiciones especificas.

[0039] Estos y otros aspectos y modos de realizacién de las composiciones y métodos se describen con mas
detalle a continuacion.

Il. Definiciones y nomenclatura

[0040] Antes de describir las presentes composiciones y métodos con mas detalle, a continuacion se exponen
terminologia, nomenclatura y principios generales diversos.

A. Definiciones

[0041] Los siguientes términos y expresiones se definen para una mayor claridad. A los términos y a las
expresiones que no se definen se les debe dar el significado habitual que tienen en la técnica. Se hace referencia
a referencias de biologia molecular estandar, tales como Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL (22 Ed., 1989); Kreigler, GENE TRANSFER AND EXPRESSION; A LABORATORY
MANUAL (1990); Ausubel et al. (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (1994); Singleton, et
al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 22 ED., John Wiley e hijos, Nueva York
(1994); y Hale y Markham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991).

[0042] Como se utiliza en el presente documento, el término “almidén” se refiere a cualquier material que
comprende los carbohidratos polisacéaridos complejos de plantas, que comprende amilosa y amilopectina con la
férmula (CeH100s)x, €n la que X puede ser cualquier nimero. Ejemplos de fuentes de almiddn incluyen, pero sin
caracter limitativo, granos, pastos, tubérculos y raices, y méas especificamente trigo, cebada, maiz, centeno,
arroz, sorgo, salvado, yuca, mijo, patata, boniato y tapioca.

[0043] Como se utiliza en el presente documento, el término "alfa (a)-amilasa” se refiere a enzimas que catalizan
la hidrdlisis de enlaces a-1,4-glucosidicos, por ejemplo, clase E.C. 3.2.1.1. Estas enzimas también se han
descrito como aquellas que efectlan la exo o endohidrdlisis de enlaces 1,4-a-D-glucosidicos en polisacaridos
gue contienen unidades de D-glucosa enlazadas a-1,4. Otro término utilizado para describir estas enzimas es
“glucogenasas”. Ejemplo de enzimas incluyen a-1,4-glucano-4-glucanohidrasa-glucanohidrolasa.

[0044] Como se utiliza en el presente documento, el término "recombinante”, cuando se utiliza con referencia a
una célula, &cido nucleico, proteina o vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector se ha
modificado por la introduccion de un acido nucleico heter6logo o una proteina heteréloga o por la alteracién de
un &cido nucleico nativo o una proteina nativa, o que la célula se deriva de una célula modificada de esta
manera. Por tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran dentro de la
forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que se expresan anormalmente de otro
modo, se expresan por disminucion o no se expresan en absoluto.

[0045] Como se utilizan en el presente documento, los términos "proteina" y "polipéptido" se utilizan
indistintamente para referirse a una cadena contigua de residuos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.
Se utiliza el codigo de una letra o de tres letras convencional para residuos de aminoacidos.

[0046] Como se utiliza en el presente documento, el término "secuencia de sefial" se refiere a una secuencia de
residuos de aminoacidos en la parte N-terminal de un polipéptido, que facilita la secrecion de un polipéptido
extracelular fuera de la célula. La forma madura de la proteina extracelular carece de la secuencia de sefial, la
cual se escinde durante el proceso de secrecion.

[0047] Como se utiliza en el presente documento, un "gen" se refiere a un segmento de ADN que participa en la
produccién de un polipéptido e incluye regiones precedentes y posteriores a las regiones codificantes, asi como
secuencias intervinientes (intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones). El nombre de un gen se
escribe normalmente en cursiva, mientras que el nombre de una proteina correspondiente generalmente no se
escribe en cursiva y la primera letra se escribe en mayuscula.

[0048] Como se utiliza en el presente documento, los términos "acido nucleico” y "polinucleétido” se utilizan
indistintamente para referirse a una cadena contigua de nucleésidos unidos por enlaces fosfodiéster o similares,
y engloba ADN, ARN, ya sea monocatenario, bicatenario, o parcialmente bicatenario, asi como ADN o ARN
modificado quimicamente o derivados sintéticos de los mismos. A menos que se especifique lo contrario, las
secuencias de acidos nucleicos estan presentes en una direccion de 5' a 3'. El experto en la materia entendera
gue debido a que el codigo genético es degenerado, mas de un coddn puede codificar un aminoacido concreto.
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[0049] Como se utiliza en el presente documento, un "vector" se refiere a una secuencia de polinucleétidos
disefiada para introducir acidos nucleicos en uno o varios tipos de células. Los vectores incluyen vectores de
clonacion, vectores de expresion, vectores lanzadera, plasmidos, particulas de fago, cassettes y similares.

[0050] Como se utiliza en el presente documento, un "vector de expresion” se refiere a un constructo de ADN
que comprende una secuencia de ADN que esta operativamente unida a una secuencia de control adecuada
capaz de efectuar la expresion del ADN en un huésped adecuado. Tales secuencias de control pueden incluir un
promotor para efectuar la transcripcion, una secuencia de operador opcional para controlar la transcripcion, una
secuencia que codifica sitios de union al ribosoma adecuados en el ARNm, potenciadores y secuencias que
controlan la terminacion de la transcripcién y la traslado.

[0051] Como se utiliza en el presente documento, un "promotor" es una secuencia reguladora que participa en la
unién de ARN polimerasa para iniciar la transcripcion de un gen. El promotor puede ser un promotor inducible o
un promotor constitutivo. Un ejemplo de promotor es el del gen cbhl de Trichoderma reesei, que es un promotor
inducible.

[0052] Como se utiliza en el presente documento, el término "bajo control de transcripcion" indica que la
transcripcion de un polinucleétido especifico, normalmente una secuencia de ADN, depende de si esta
operativamente unido a un promotor especifico y/o a otro(s) elemento(s), que regulan su transcripcion.

[0053] Como se utiliza en el presente documento, el término "bajo control de traslado” indica que la traslado de
un polinucleodtido especifico, normalmente una secuencia de ARNm, depende de si esta operativamente unido a
un(os) elemento(s) especifico(s), que regulan su traslado.

[0054] Como se utiliza en el presente documento, el término "derivado" engloba los términos "originado de",
“obtenido de”, "obtenible de" y "aislado de" y se utiliza para indicar que un polipéptido, un polinucleétido, un
vector de expresion, una célula huésped, o similar, especifico es una variante modificada de un polipéptido, un
polinucledtido, un vector de expresion, una célula huésped, o similar, parental.

[0055] Como se utiliza en el presente documento, "operativamente unido" significa que los componentes
descritos estan en una relacion que les permite funcionar de la manera pretendida. Por ejemplo, una secuencia
regulatoria puede estar “operativamente unida” a una secuencia codificante de tal manera que la expresion de la
secuencia codificante se consigue bajo condiciones compatibles con la secuencia regulatoria.

[0056] EIl término "marcador selectivo/seleccionable" se refiere a un gen capaz de ser expresado en una célula
huésped que permite la facilidad de seleccion de aquellas células huésped que utilizan un componente de
medios o una condicién de crecimiento. Ejemplos de marcadores seleccionables incluyen, pero sin caracter
limitativo, genes que confieren resistencia antibidtica/antimicrobiana (por ejemplo, higromicina, bleomicina o
cloranfenicol) y/o genes que confieren una ventaja metabdlica o nutricional.

[0057] Como se utiliza en el presente documento, un polinucledtido o un polipéptido tiene un cierto “por
ciento/porcentaje de identidad de secuencia” (por ejemplo, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %) con otra secuencia cuando el porcentaje especificado de bases o residuos de
aminoacidos es el mismo que sigue al alineamiento de las secuencias. El alineamiento y el porcentaje de
homologia o identidad se pueden determinar utilizando cualquier programa de software adecuado conocido en la
técnica, por ejemplo los descritos en CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (Ausubel et al. (eds)
(1987) suplemento 30, seccion 7.7.18).Los programas preferidos incluyen los programas Vector NTI Advance™
9.0 (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA), GCG Pileup, FASTA (Pearson et al. (1988) Proc. Natl, Acad. Sci EE.UU.
85:2444-2448), y BLAST (BLAST Manual, Altschul et al., Natl Cent. Biotechnol. Inf., Natl Lib. Med. (NCIB NLM
NIH), Bethesda, Md., y Altschul et al. (1997) NAR 25:3389-3402). Otro programa de alineamiento preferido es
ALIGN Plus (Scientific and Educational Software, PA) utilizando preferiblemente parametros por defecto. Otro
programa de software para el analisis de secuencias que es Util es el programa de bldsqueda de datos TFASTA,
disponible en el paquete de software para el andlisis de secuencias versién 6.0 (Sequence Analysis Software
Package Version 6.0, Genetic Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madison, WI).

[0058] Como se utiliza en el presente documento, una "cepa huésped" o una "célula huésped" se refiere a un
organismo adecuado para introducir un vector de expresion o constructo de ADN que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido en cuestion. Las cepas huésped son preferiblemente células
bacterianas o flngicas pero también pueden ser células vegetales (por ejemplo, protoplastos), células de
insectos o células de mamiferos.

[0059] Como se utiliza en el presente documento, el término "cultivar" se refiere a hacer crecer una poblacién de
células microbianas bajo condiciones adecuadas en un medio liquido o sélido. Cultivar incluye la bioconversién
fermentativa de un sustrato de almidén que contiene almidén granulado en un producto final (normalmente en un
recipiente o reactor).

[0060] Como se utiliza en el presente documento, el término “fermentacion” se refiere a la rotura enzimatica y
sustancialmente anaerébica de sustancias organicas por microorganismos para producir compuestos organicos
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mas simples. Aunque la fermentacién se produce generalmente bajo condiciones anaerdbicas, no se pretende
que el término se limite Unicamente a condiciones estrictamente anaerdbicas, puesto que la fermentacion
también se produce en presencia de oxigeno.

[0061] Como se utiliza en el presente documento, el término "poner en contacto”, con referencia a una enzima y
a su sustrato, se refiere a la disposicion de la enzima en proximidad suficientemente cercana al sustrato para
permitir que la enzima convierta el sustrato en un producto final (es decir, actuar en el sustrato). La puesta en
contacto se puede producir mediante la mezcla de las soluciones o suspensiones de las enzimas y los sustratos.

[0062] Como se utiliza en el presente documento, el término "conversion enzimatica" se refiere en general a la
modificacién de un sustrato por la acciéon de una enzima, por ejemplo, la modificacién de un sustrato de almidon
por la acciéon de una amilasa, una glucoamilasa u otra enzima.

[0063] Como se utiliza en el presente documento, el término “sacarificacion” se refiere a la conversion enziméatica
de almidon a glucosa.

[0064] Como se utiliza en el presente documento, el término "gelatinizacion" se refiere a la solubilizacién de
almiddn (por ejemplo, almidén crudo o cristalino) mediante coccion para formar una suspension viscosa.

[0065] Como se utiliza en el presente documento, el término “licuefaccion” se refiere a la etapa en la conversion
del almiddn en la que se hidroliza el almidon gelatinizado a dextrinas solubles de menor peso molecular.

[0066] Como se utiliza en el presente documento, el término "grado de polimerizacion (DP, por sus siglas en
inglés)” se refiere al ndmero (n) de unidades de anhidroglucopiranosa en un sacarido dado. Ejemplos de
sacaridos de DP1 son los monosacéridos, tales como la glucosa y la fructosa. Ejemplos de sacaridos de DP2 son
los disacaridos, tales como la maltosa y la sacarosa. Un sacarido de DP>3 tiene un grado de polimerizacion
superior a 3.

[0067] Como se utilizan en el presente documento, los términos "producto final" o "producto final deseado" se
refieren a una molécula que se deriva enziméticamente de un sustrato, como el almidén.

[0068] Como se utilizan en el presente documento, el término "contenido de residuos secos (ds, por sus siglas en
inglés) " se refiere a los solidos totales de una suspension expresados en términos de % en una base de peso
seco (% wt/wt).

[0069] Como se utiliza en el presente documento, el término “suspension” se refiere a una mezcla acuosa que
contiene solidos insolubles.

[0070] Como se utiliza en el presente documento, el término "almidon residual" se refiere al almidon restante
(soluble o insoluble) en una composicién de almidén después de la fermentacion.

[0071] Como se utiliza en el presente documento, una “etapa de reciclado” se refiere al reciclado de
componentes en forma de masa, que pueden incluir almidon residual, enzimas y/o microorganismos que afecten
o0 participen en la fermentacion de composiciones de almidén adicionales.

[0072] Como se utiliza en el presente documento, el término “masa” se refiere a una mezcla de moléculas de
carbono fermentables (por ejemplo, carbohidratos) en agua, que puede utilizarse para producir un producto
fermentado, tal como un alcohol. Los términos “cerveza” y “masa” se pueden utilizar indistintamente.

[0073] Como se utiliza en el presente documento, el término “vinaza” se refiere a una mezcla de soélidos no
fermentados y agua, que es el residuo después de eliminar el alcohol de una masa fermentada.

[0074] Como se utilizan en el presente documento, los términos “granos secos de destileria (DDG, por sus siglas
en inglés)” y “granos secos de destileria con solubles (DDGS, por sus siglas en inglés)’ se refieren a un
subproducto util de fermentacién de grano.

[0075] Como se utiliza en el presente documento, un "microorganismo etanologénico" se refiere a un
microorganismo capaz de convertir un azlcar u oligosacéarido en etanol. Los microorganismos etanologénicos
son generalmente etanologénicos debido a su capacidad para expresar una 0 varias enzimas que convierten
azucar en etanol de forma individual o conjunta.

[0076] Como se utiliza en el presente documento, el término “productor de etanol” o “microorganismo productor
de etanol” se refiere a cualquier organismo o célula capaz de producir etanol a partir de una hexosa o pentosa.
Generalmente, las células productoras de etanol contienen un alcohol deshidrogenasa y una piruvato
descarboxilasa. Los ejemplos de microorganismos productores de etanol incluyen microorganismos flingicos
tales como la levadura. Una levadura preferida incluye cepas de Sacchromyces, en concreto, S. cerevisiae.

[0077] Como se utiliza en el presente documento, el término "heterélogo”, con referencia a un polinucleétido o
polipéptido, se refiere a un polinucleétido o polipéptido que no se produce de forma natural en una célula
huésped. La proteina puede ser un polipéptido industrial comercialmente importante, tal como una enzima. Se
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pretende que el término englobe polinucleétidos y polipéptidos que son (0 se codifican por) genes que se
producen de forma natural, genes mutados y/o genes sintéticos.

[0078] Como se utiliza en el presente documento, el término "enddgenao”, con referencia a un polinucleétido o
polipéptido, se refiere a un polinucleétido o polipéptido que se produce de forma natural en la célula huésped.

[0079] Como se utilizan en el presente documento, los términos "recuperado”, "aislado” y "separado” se refieren
a un compuesto, una proteina, una célula, un acido nucleico, o un aminoacido que se elimina de al menos un
componente con el que esta asociado de forma natural.

[0080] Como se utilizan en el presente documento, los términos "transformado”, "establemente transformado” y
"transgénico" utilizados con referencia a una célula, significan que la célula incluye una secuencia de acidos
nucleicos no nativa (por ejemplo, heteréloga) integrada en su genoma o transportada como un plasmido
episomal que se mantiene a lo largo de multiples generaciones.

[0081] Como se utiliza en el presente documento, el término "expresion" se refiere al proceso por el que se
produce un polipéptido basandose en la secuencia nucleotidica de un gen. El proceso incluye tanto la
transcripciéon como la traslado.

[0082] Como se utiliza en el presente documento, el término “introducido”, en el contexto de insertar una
secuencia de acidos nucleicos en una célula, se refiere a la "transfeccion”, "transformaciéon” o "transduccion” e
incluye referencia a la incorporacion de una secuencia de acidos nucleicos en una célula eucariota o procariota
en la que la secuencia de acidos nucleicos puede incorporarse al genoma de la célula (por ejemplo, cromosoma,
plasmido, plastido o ADN mitocondrial), convertirse en un replicon autbnomo o expresarse transitoriamente (por
ejemplo, ARNm transfectado).

[0083] Como se utiliza en el presente documento, el término "actividad especifica" se refiere al nimero de moles
de sustrato que pueden convertirse en producto por una enzima o por una preparacion de enzima por unidad de
tiempo bajo condiciones especificas. La actividad especifica se expresa generalmente como unidades (U)/mg de
proteina.

[0084] Como se utiliza en el presente documento, el término "rendimiento” se refiere a la cantidad de producto
final producido utilizando un método especifico y reactivos especificos (que incluyen enzimas). La cantidad de
producto final se puede expresar en términos de masa, volumen, concentracion o similares, y puede incluir una
referencia a la cantidad de material de partida (por ejemplo, sustrato), tiempo u otras condiciones.

[0085] Como se utiliza en el presente documento, el término “indice de rendimiento (PI, por sus siglas en inglés)”
se refiere al indice de rendimiento de una variante de enzima con respecto a una enzima original o de referencia.
En este contexto, se utilizan varios términos y expresiones adicionales para caracterizar el rendimiento de las
variantes: las “mutaciones aceleradoras” tienen un Pl > 1; las mutaciones neutras tienen un Pl > 0,5; las
mutaciones no deletéreas tienen un Pl > 0,05; las mutaciones deletéreas tienen un Pl = 0,05; las mutaciones
combinables tienen un Pl = 0,5 para al menos una propiedad y > 0,05 para todas las propiedades.

[0086] Como se utiliza en el presente documento, “mutaciones combinables” son mutaciones que se pueden
combinar para suministrar proteinas con indices de rendimiento (Pl) preseleccionados para una o mas
propiedades deseadas (véase mas arriba).

[0087] Como se utiliza en el presente documento, "ATCC" se refiere a la Coleccion americana de cultivos tipo
(American Type Culture Collection) ubicada en Manassas, VA, EE.UU.

[0088] Como se utiliza en el presente documento, "NRRL" se refiere a la Coleccién de cultivos del servicio de
investigacion agricola (Agricultural Research Service Culture Collection), Centro nacional para la investigacion de
la utilizacion agricola (previamente conocido como “USDA Northern Regional Research Laboratory”), en Peoria,
IL, EE.UU.

[0089] En general, los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. Los articulos en
singular "un”, "una", "el" y "la" incluyen referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Los encabezamientos se proporcionan para facilitar la lectura y no deberian interpretarse como materia
descrita limitante con respecto a una parte de la memoria.

B. Nomenclatura

[0090] Se utilizan los codigos convencionales de una letra y de tres letras para los residuos de aminoacidos a
menos que se especifique lo contrario. Las variantes de polipéptidos se describen utilizando la siguiente
nomenclatura: aminoacido(s) original(es): posicién(es): aminoacido(s) sustituido(s).

[0091] Segln esta nomenclatura, por ejemplo, la sustitucion de serina por una alanina en la posicion 242 se
muestra como:
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Serl42Ala o S242A

[0092] Una delecién de alanina en la posicion 30 se muestra como:
Ala30* 0 A30* 0 AA30

[0093] Y una insercion de un residuo de aminoéacido adicional, tal como la lisina, se muestra como:
Ala30AlaLys o A30AK

[0094] Una delecién de un segmento consecutivo de residuos de aminoacidos, tal como los residuos de
aminoacidos 30-33, se indica como (30-33)* 0 A(A30- N33).

[0095] Cuando un polipéptido contiene una “delecién” en comparacion con otros polipéptidos (0 un polipéptido
original) y se realiza una insercién en esta posicién esto se indica como:

*36Asp o *36D, donde el ejemplo representa la insercion de un &cido aspartico en la posicion 36.

[0096] Las mutaciones multiples estan separadas por signos de suma. Por ejemplo: las mutaciones en las
posiciones 30 y 34, sustituyendo la alanina y el acido glutdmico por asparagina y serina, respectivamente, se
representan como:

Ala30Asp+Glu34Ser o ASON+E34S

[0097] Cuando uno o mas residuos de amino&cidos alternativos se pueden insertar en una posicion dada esto se
indica como

A30N,E o A30ON o A30E

[0098] Ademas, cuando se identifica una posicion adecuada para la modificacion sin que se haya sugerido
ninguna modificacion especifica, se entendera que cualquier residuo de aminoacido se puede sustituir por el
residuo de aminoacido presente en la posicién. Por ejemplo, cuando se menciona una modificacion de una
alanina en la posicion 30, pero no se especifica, se entendera que la alanina se puede delecionar o sustituir por
cualquier otro aminoécido, es decir, cualquiera de:

R,N,D,A/C,Q,E,G,HILL K MFP,ST WY,V
[0099] Ademas, “A30X” significa cualquiera de las siguientes sustituciones:

A30R, A30N, A30D, A30C, A30Q, A30E, A30G, A30H, A30I, A30L, A30K, A30M, A30F, A30P, A30S,
A30T, A30W, A30Y, 0 A30 V; que también se puede presentar como:
A30R,N,D,C,Q,E,G,H,I,L,K,M,F,P,S,T,W,Y,V.

[0100] Si la enzima original utilizada para la numeracion ya tiene el residuo de amino4cido en cuestion sugerido
para la sustitucion en esa posicidn, se utiliza la siguiente nomenclatura:

"X30N" 0 "X30N,V" en el caso en el que, por ejemplo, uno o N 0 V esta presente en la enzima natural.

[0101] Por lo tanto, esto significa que otras enzimas originales correspondientes se sustituyen por un “Asn” o
“Val” en la posicién 30.

C. Caracteristicas de los residuos de aminoéacidos

[0102] La siguiente informacion general sobre las caracteristicas de los residuos de aminoacidos se proporciona
a modo de referencia:

[0103] Aminoacidos cargados:
Asp, Glu, Arg, Lys, His

[0104] Aminoéacidos cargados negativamente (con el residuo mas negativo en primer lugar):
Asp, Glu

[0105] Aminoéacidos cargados positivamente (con el residuo mas positivo en primer lugar):
Arg, Lys, His

[0106] Aminoacidos neutros:

Gly, Ala, Val, Leu, lie, Phe, Tyr, Trp, Met, Cys, Asn, GIn, Ser, Thr, Pro
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[0107] Residuos de aminoacidos hidréfobos (con el residuo mas hidréfobo listado en Gltimo lugar):
Gly, Ala, Val, Pro, Met, Leu, lie, Tyr, Phe, Trp,

[0108] Aminoécidos hidrofilos (con el residuo mas hidréfilo listado en dltimo lugar):
Thr, Ser, Cys, GIn, Asn

lll. a-amilasas para utilizarse en las presentes composiciones y métodos

[0109] Los siguientes parrafos describen a-amilasas "del tipo Spezyme® Xtra " o "del tipo AmyS " que se pueden
modificar y utilizar segun se describe en el presente documento.

A. Homologia entre a-amilasas

[0110] Los experimentos llevados a cabo en apoyo de las presentes composiciones y métodos se han llevado a
cabo utilizando a-amilasas Geobacillus (antes Bacillus) stearothermophilus (es decir, AmyS,), ejemplificadas por
la SEQ ID N° 2. Una variante de esta amilasa estd comercialmente disponible como SPEZYME® Xtra (Danisco
US Inc, Genencor Division, Palo Alto, CA, EE.UU.).

[0111] Un ndimero de a-amilasas producido por Bacillus spp. son muy homodlogas (idénticas) en el nivel de
amino&cido con respecto a AmyS, y se espera que las muchas mutaciones descritas en el presente documento
produzcan efectos similares cuando se realicen con estas amilasas, colectivamente denominadas a-amilasas
"del tipo Spezyme® Xtra " o a-amilasas "del tipo AmyS". En la Tabla A se resume la identidad de un nimero de
a-amilasas Bacillus conocidas:

Tabla A. Porcentaje de identidad

707 AP1378 | BAN BSG SP690 | SP722 | AA560 | LAT
707 100,0 | 86,4 66,9 66,5 87,6 86,2 95,5 68,1
AP1378 | 86,4 100,0 67,1 68,1 95,1 86,6 86,0 69,4
BAN 66,9 67,1 100,0 | 65,6 67,1 68,8 66,9 80,7
BSG 66,5 68,1 65,6 100,0 | 67,9 67,1 66,3 65,4
SP690 87,6 95,1 67,1 67,9 100,0 | 87,2 87,0 69,2
SP722 86,2 86,6 68,8 67,1 87,2 100,0 86,8 70,8
AA560 95,5 86,0 66,9 66,3 87,0 86,8 100,0 | 68,3
LAT 68,1 69,4 80,7 65,4 69,2 70,8 68,3 100,0

[0112] Se ha observado que la a-amilasa B. Licheniformis (LAT) que tiene la secuencia de aminoacidos que se
muestra en la SEQ ID N° 7 es aproximadamente 81 % homologa a la a-amilasa B. Amyloliquefaciens que tiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID N° 9, y aproximadamente 65 % homologa a la a-amilasa
Geobacillus (antes Bacillus) stearothermophilus (BSG; AmyS) que comprende la secuencia de aminoacidos que
se muestra en la SEQ ID N° 1. a-amilasas homélogas adicionales incluyen SP690 y SP722 descritas en WO
95/26397 y la a-amilasa #707 derivada de Bacillus sp., que se muestra en la SEQ ID N° 6 y descrita por
Tsukamoto et al. (1988) Biochemical and Biophysical Research Communications 151:25-31. La a-amilasa KSM
AP1378 (SEQ ID N° 12) se describe en WO 97/00324 (de KAO Corporation).

[0113] Alun mas a-amilasas homologas adicionales incluyen la a-amilasa producida por la cepa B. Lichenformis
descrita en EP 0 252 666. (ATCC 27811), y las a-amilasas identificadas en WO 91/00353 y WO 94/18314. Otras
a-amilasas comerciales del tipo SPEZYME® Xtra estdn comprendidas en los productos vendidos bajo los
siguientes nombres comerciales: SPEZYME® AA y Ultraphlow (disponible de Danisco US Inc, Genencor
Division), y KEISTASE™ (disponible de Daiwa) y LIQUEZYME® SC (SEQ ID N° 15) disponible de Novozymes,
DK). Otras a-amilasas relacionadas incluyen Termamyl® (SEQ ID N° 8; Novozymes), STAINZYME" (SEQ ID N°
10; Novozymes), NATALASE " (SEQ ID N° 11; Novozymes), KAO KSM K38 (SEQ ID N° 13), KAO KSM K36
(SEQ ID N° 14), otras a-amilasas mencionadas en la Tabla, y otras a-amilasas descritas en el presente
documento.

[0114] Debido a la homologia sustancial observada entre estas a-amilasas, se considera que pertenecen a la
misma clase de a-amilasas y se engloban en las presentes composiciones y métodos. Aunque la a-amilasa G.
Stearothermophilus (SEQ ID N° 2) se utiliza como punto de partida, también se espera que las posiciones
correspondientes en estas y otras a-amilasas, por ejemplo, las a-amilasas SP722, BLA, BAN, AA560, SP690,
KSM AP1378, #707 y otras a-amilasas Bacillus, se beneficien de las modificaciones a describir.

[0115] Por consiguiente, se pretende que los términos a-amilasa del tipo SPEZYME® Xtra o a-amilasa del tipo
AmyS incluyan una a-amilasa que tenga la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID N**: 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
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12, 15, y 16. En algunos aspectos, las a-amilasas del tipo Spezyme® Xtra o las a-amilasas del tipo AmyS
también incluyen a-amilasas que muestran una identidad sustancial a nivel de aminoacidos con respecto a la
SEQ ID N° 2, por ejemplo, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 %, o incluso al menos 99 % de homologia (identidad). En aspectos adicionales, las a-
amilasas del tipo Spezyme® Xtra o las a-amilasas del tipo AmyS también incluyen a-amilasas que muestran una
identidad sustancial a nivel de aminoéacidos con respecto a una o mas de las SEQ ID N*: 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 15, y 16, por ejemplo, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 %, o incluso al menos 99 % de homologia (identidad).

[0116] La homologia de a-amilasas conocidas o sospechadas con respecto a una a-amilasa de referencia se
puede determinar mediante programas informaticos conocidos en la técnica. Generalmente, un alineamiento
estructural entre SPEZYME® Xtra (SEQ ID N° 2) y, por ejemplo, otra a-amilasa se puede utilizar para identificar
posiciones equivalentes/correspondientes en otras a-amilasas del tipo SPEZYME® Xtra, que se pueden mutar
como se describe en el presente documento para producir efectos similares. Un programa a modo de ejemplo es
GAP, que se proporciona en el paquete de programas GCG (descrito previamente). En concreto, el Gap GCG v8
se puede utilizar con la matriz de puntuacion por defecto para la identidad y los siguientes pardmetros por
defecto: penalizacion de creacion GAP de 5,0 y penalizacion de extensibn GAP de 0,3, respectivamente para la
comparacion de secuencias de acidos nucleicos, y penalizacion de creacion GAP de 3,0 y penalizacion de
extensién GAP de 0,1, respectivamente para la comparacion de secuencias de proteinas. GAP utiliza el método
de Needleman y Wunsch, (1970), J.Mol. Biol. 48:443-453, para realizar alineamientos y para calcular la
identidad. En la técnica se conocen otros programas y métodos.

[0117] Otro método para obtener alineamientos estructurales es utilizar el programa Pile Up del paquete GCG
utilizando valores por defecto de penalizaciones gap, es decir, una penalizacién de creacion gap de 3,0 y una
penalizacién de extension gap de 0,1. Otros métodos de alineamiento estructural incluyen el andlisis de grupo
hidr6fobo (Gaboriaud et al., (1987), FEBS LETTERS 224, pp. 149-155) y el roscado inverso (Huber, T; Torda,
AE, PROTEIN SCIENCE vol. 7, n°. 1 pp. 142-149 (1998).

[0118] Las a-amilasas del tipo SPEZYME® Xtra o las a-amilasas del tipo AmyS incluyen ademas polipéptidos
codificados por una secuencia de ADN que hibrida con una secuencia de ADN que codifica una o varias de las a-
amilasas previamente mencionadas, como se ejemplifica en las SEQ ID N°: 9 (BAN), 5 (BSG; AmyS), 3
(SP722), 1 (SP690), 7 (LAT), y 11 (AA560) de WO 06/002643 y polinucleétidos que codifican las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID N*: 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15 y 16. Un &cido nucleico es hibridable con otra
secuencia de acidos nucleicos cuando una forma monocatenaria del acido nucleico puede aparearse con el otro
acido nucleico bajo condiciones de temperatura apropiadas y soluciéon de fuerza idnica. Las condiciones de
hibridacion y de la lavado son muy conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook (1989), véase mas
arriba, en concreto los capitulos 9 y 11). Una sonda de oligonucleétido utilizada en la caracterizacién de una a-
amilasa conocida o sospechada del tipo SPEZYME® Xtra descrita previamente se puede preparar
adecuadamente basandose en la secuencia completa o parcial de nucledtidos o aminoacidos de la a-amilasa en
cuestion.

[0119] Las condiciones adecuadas para analizar la hibridaciéon implican preremojar en 5X SSC y prehibridar
durante 1 hora a 40 °C en una solucién de forfamida al 20 %, una solucién de 5X Denhardt, 50 mM de fosfato de
sodio, pH 6.8 y 50 mg de ADN de timo de ternera sonicado desnaturalizado, seguido de la hibridacién en la
misma solucién complementada con 100 mM de ATP durante 18 horas a 40 °C, seguido de lavar el filtro tres
veces en 2X SSC, 0,2 % de SDS a 40 °C durante 30 minutos (bajo rigor), preferiblemente a 50 °C (rigor medio),
mas preferiblemente a 65 °C (rigor alto), ain mas preferiblemente a 75 °C (rigor muy alto). Se pueden encontrar
mas detalles sobre el método de hibridacion en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed.,
Cold Spring Harbor, 1989. En algunos modos de realizacion, las condiciones de rigor corresponden a una Tm de
65 °Cy 0,1xSSC, 0,1 % de SDS.

B. a-amilasas parentales

[0120] Cualquiera de las a-amilasas del tipo SPEZYME® Xtra/AmyS previamente mencionadas puede servir
como una a-amilasa parental para ser modificada y utilizada como se describe en el presente documento. La a-
amilasa parental/original también se puede denominar una “estructura principal” o “plantilla”, y se pueden derivar
variantes de amilasas de la misma. En algunos aspectos, la a-amilasa original se deriva de G.
stearothermophilus. En un aspecto concreto, la a-amilasa original tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N° 2. En otros aspectos, la a-amilasa parental tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N**: 1, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 15, y 16, o muestra una identidad sustancial a nivel de aminoéacidos con respecto a las SEQ ID N*: 1, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 15, y/o 16, por ejemplo, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o incluso al menos 99 % de homologia (identidad).
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[0121] Una a-amilasa parental también puede ser una a-amilasa hibrida, es decir, una a-amilasa que comprende
una combinacion de secuencias de aminoacidos parciales derivadas de al menos dos a-amilasas, tales como las
descritas previamente. Ademads, la a-amilasa hibrida puede incluir una porcién de una a-amilasa del tipo
SPEZYME® Xtra/AmyS y una porcién de una o varias otras a-amilasas de origen microbiano (bacteriano o
fingico) y/o mamifero.

[0122] De esta manera, la a-amilasa hibrida original puede comprender una combinacién de secuencias de
aminoacidos parciales que derivan de al menos dos a-amilasas del tipo SPEZYME® Xtra, o de al menos una a-
amilasa del tipo SPEZYME® Xtra y al menos una a-amilasa bacteriana que no es del tipo SPEZYME® Xtra, o de
al menos una del tipo SPEZYME® Xtra y al menos una a-amilasa fungica, etcétera. Por ejemplo, la a-amilasa
original 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 G. stearothermophilus.

IV. Propiedades alteradas de variantes de a-amilasa

[0123] La siguiente seccion describe la relacion entre mutaciones, que estan presentes en las variantes de
polipéptidos descritas en el presente documento, y alteraciones deseables en las propiedades (relacionadas con
las de una a-amilasa original del tipo SPEZYME® Xtra), que resultan de las mismas.

[0124] En un primer aspecto una variante de una o-amilasa original de G. stearothermophilus descrita, que
comprende una alteracién en una o varias posiciones (utilizando la SEQ ID N° 1 o la SEQ ID N° 2 para la
numeracion de aminoacidos) seleccionadas del grupo de:

P17, D19, T21, N28, S51, G72, V74, A82, Q86, Q89, A93, G95, Q97, W115, D117, P123, S124, D125, N127,
1130,G132, Q135, P145, G146, G148,5153,Y159, W166, S169, K171, W187, P209, N224, S242, G256,
D269, N271, T278, N281, G302, A304, R308, T321, Q358, P378, S382, K383, T398, H405, T417, E418,
P420, G421, P432, W437, G446, G454, S457, T459, T461, S464, G474, R483.

en el que
(a) la alteracién o las alteraciones son independientemente

(i) una insercion de una corriente de aminoacido del aminoacido que ocupa la posicién,
(i) una delecién del aminoacido que ocupa la posicion, o
(i) una sustitucion del aminoacido que ocupa la posicién por un aminoacido diferente,

(b) la variante tiene actividad de a-amilasa y (c) cada posicién corresponde a una posicion de la secuencia de
aminoacidos de la a-amilasa de G. stearothermophilus original que tiene la secuencia de aminoacidos

mostrada en SEQ ID N° 1 o 2.

[0125] Especificamente contempladas en el presente documento estan S242A, S242Q, S242N y S242E, que se
pueden combinar con mutaciones en R179, G180, 1181, G182, y/o K183, asociadas con la union calcio-sodio, y/o
una mutacioén en P245 en la mitad de una hélice-a.

[0126] Se pueden encontrar posiciones correspondientes en otras a-amilasas originales del tipo SPEZYME®
Xtra mediante alineamiento como se describe previamente y se muestra en el alineamiento de la Figura 4.

Estabilidad

[0127] En el contexto de las variantes descritas en el presente documento, las mutaciones (que incluyen
sustituciones de aminoacidos y delecién) de importancia con respecto a lograr una estabilidad alterada, en
concreto una estabilidad mejorada (es decir, mayor o menor), a temperaturas especialmente altas (es decir,
70 °C -120 °C) y/o pH extremo (es decir, pH bajo o elevado, es decir, pH 4-6 o pH 8-11, respectivamente), en
concreto en concentraciones sin (es decir, no unidas, por lo tanto en solucién) calcio por debajo de 60 ppm,
incluyen cualquiera de las mutaciones listadas en la seccion “Propiedades alteradas”. La estabilidad se puede
determinar como se describe en la seccion “Métodos” que aparece mas adelante en el texto.

[0128] Ejemplos de mutaciones en a-amilasas SPEZYME® Xtra y a-amilasas relacionadas que aumentan la
estabilidad incluyen:

(a) una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos: 74A, 115L, 124K, 124R, 132A,
132C, 135A, 145A, 146A, 148A, 148N, 159A, 159C, 159D, 159E, 159F, 159G, 159H, 159K, 159L, 159N,
159R, 159S, 159T, 159V, 169A, 169L, 169M, 169Y, 179A, 181A, 181C, 181D, 181E, 181L, 181P, 181Q,
181V, 181Y, 242A, 242D, 242E, 242Q, 261L, 271A, 271V, 278A, 278H, 278K, 278N, 278R, 281A, 281L,
281M, 302D, 302M, 304D, 304E, 304M, 321A, 321H, 321Q, 321R, 333Q, 378D, 378N, 378R, 382D, 398A,
418A, 418M, 418N, 420A, 421R, 432A, 432D, 432L, 432M, 432N, 432Q, 432R, 432Y, 437D, 437G, 437H,
4371, 437M, 437Y, 446A, 446Y, 454A, 464Q, 464Y, 474A, 4T4E, 474K, 4741, 474M, 474N, 474P, 474Q,

474R, 474S,y 474V, 0
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(b) una sustitucién que introduce uno o varios de los residuos de aminoécidos: 61, 6N, 6Q, 6T, 6V, 14T, 16F,
25A, 25C, 25G, 25Q, 27M, 36Q, 36S, 39G, 39V, 501, 50L, 50M, 50N, 50Q, 52S, 53T, 67N, 67S, 80D, 80l,
90E, 133P, 133V, 137M, 137S, 141E, 1411, 141L, 141M, 141Q, 141R, 141S, 141V, 150E, 151l, 152G, 155S,
155Y, 168W, 173T, 188P, 193F, 193K, 193L, 193Y, 213L, 213M, 213V, 217Q, 220P, 220Q, 220R, 220S,
220V, 2211, 221S, 249E, 250F, 2501, 250M, 252L, 253Y, 254E, 254F, 254T, 254V, 255F, 255K, 255W, 257L,
257M, 257S, 257V, 258D, 258G, 258H, 258K, 258Q, 258T, 258V, 268F, 274W, 283M, 283N, 283V, 285E,
285Q, 293G, 293K, 294w, 301F, 3011, 301P, 301R, 301T, 301w, 309D, 309V, 312H, 312S, 312V, 312Y,
313G, 313H, 313l, 313L, 313S, 313V, 318T, 338A, 338C, 338G, 338M, 338T, 339K, 339T, 339V, 340A,
340M, 340Q, 340T, 343C, 3431, 343P, 343R, 343Y, 345l, 345Q, 369I, 369T, 370G, 375T, 385T, 386K, 394L,
394V, 400A, 400N, 400V, 402H, 402l, 402T, 402V, 402W, 403A, 403E, 403G, 403Q, 403R, 403T, 403V,
404C, 404E, 404G, 4041, 404V, 419A, 419C, 419M, 419T, 422E, 422G, 433A, 433H, 433l, 433K, 433L, 433M,
433V, 433Y, 442A, 442G, 442N, 442R, 442S, 442T, 442V, 442W, 442Y, 445G, 4451, 445N, 445T, 445V,
445W, 4471, 447N, 447Q, 447W, 447Y, 448C, 448F, 448G, 448H, 448I, 448N, 448Y, 450C, 450H, 450M,
450N, 450R, 450S, 450T, 450W, 455G, 4551, 455P, 455V, 463A, 463M, 463S, 463T, 463V, 463W, 465G,
4651, 465K, 465N, 465T, 465V, 469D, 469W, 469Y, 4711, 471V, 473G, 473Y, 476A, 476G, 476L, 476M, 476N,
y 476T

Estabilidad de Ca®

[0129] Estabilidad de Ca®" alterada significa que se ha mejorado la estabilidad de la enzima bajo disminucién de
Ca2+, es decir, estabilidad mayor o menor. En el contexto de las variantes descritas en el presente documento,
las mutaciones (incluyendo las sustituciones y las deleciones de aminoacidos) de importancia con respecto a
lograr una estabilidad de ca? alterada, en concreto una estabilidad de ca? mejorada, es decir, una estabilidad
mayor o menor, con un pH especialmente alto (es decir, pH 8-10.5) incluyen cualquiera de las mutaciones
listadas en la seccion “Propiedades alteradas”.

Actividad especificay o expresién aumentada

[0130] En un aspecto adicional, las mutaciones importantes (incluyendo las sustituciones y deleciones de
amino&cidos) con respecto a obtener variantes que presentan actividad especifica alterada, en concreto actividad
especifica aumentada o disminuida, especialmente a temperaturas entre 10 °C y 60 °C, preferiblemente entre
20 °C y 50 °C, especialmente entre 30 °C y 40 °C, incluyen cualquiera de las mutaciones listadas en la seccion
“Propiedades alteradas”. La actividad especifica se puede determinar como se describe en la seccién “Métodos”
gue aparece mas adelante en el texto. En algunos casos, las mutaciones aumentan la expresion en lugar de o
ademas de aumentar la actividad especifica. Ejemplos de mutaciones son como siguen:

(a) una sustitucién que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos seleccionados del grupo
consistente en 124N, 125A, 125K, 125N, 130A, 130S, 159A, 159D, 159E, 159G, 159H, 159K, 159L, 159N,
159R, 159S, 159T, 166F, 166G, 166H, 166S, 166Y, 169L, 179A, 179P, 180A, 180D, 180H, 180K, 180L,
180N, 180T, 180V, 180Y, 181A, 181D, 181E, 181G, 181P, 181R, 181S, 181V, 187A, 187C, 187K, 187N,
187P, 187Q, 187R, 187S, 242H, 242N, 278H, 278K, 278N, 278R, 281M, 302D, 304M, 304Y, 321H, 321Q,
321R, 333Q, 432Q, 437Y, 446A, 474Q, y 474S, o

(b) una sustitucién que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos seleccionados del grupo
consistente en 6A, 6D, 6E, 6H, 61, 6K, 6L, 6M, 6N, 6P, 6Q, 6R, 6S, 6T, 6V, 6W, 6Y, 13K, 14F, 14T, 14Y, 15A,
15D, 15E, 015G, 15H, 15K, 15N, 15P, 15Q, 15R, 15S, 15T, 15W, 16A, 16E, 16G, 16H, 16K, 16N, 16P, 16Q,
16R, 16T, 25C, 39D, 39E, 39N, 39Q, 81Y, 121P, 139D, 139H, 139R, 139Y, 177A, 188D, 191H, 191K, 192A,
192D, 192G, 192N, 192P, 192Q, 192S, 192T, 192V, 192Y, 196A, 196C, 196D, 196E, 196F, 196H, 196l,
196K, 196P, 196R, 196S, 196T, 196V, 201 A, 201E, 201G, 201H, 201M, 202H, 216E, 216G, 216H, 216M,
216Q, 216R, 216S, 216T, 216Y, 221A, 221D, 221F, 2211, 221L, 221M, 221N, 221R, 221S, 221V, 221Y,
237G, 240G, 240N, 240P, 240Q, 240R, 240T, 246R, 250A, 250D, 250E, 250F, 250G, 250I, 250K, 250L,
250M, 250N, 250Q, 250R, 250S, 250W, 252K, 268A, 268D, 268E, 268G, 268H, 268K, 268N, 268P, 268Q,
268R, 268S, 274A, 274D, 274G, 2741, 274K, 274L, 274N, 274Q, 274R, 274S, 274T, 275K, 285Q, 285Y,
293K, 293R, 318A, 318F, 318G, 318I, 318K, 318L, 318M, 318R, 318S, 318T, 318V, 318Y, 319C, 319D, 319H,
3191, 319K, 319R, 319Y, 320K, 320R, 320T, 338A, 338G, 338l, 338M, 338P, 338S, 338V, 339G, 339P, 340A,
340D, 340E, 340H, 340K, 340N, 340Q, 345E, 363D, 363E, 363M, 363N, 363Q, 363S, 366Q, 370A, 370D,
370E, 370H, 370K, 370N, 370Q, 370S, 375A, 375D, 375E, 375K, 375N, 375Q, 375R, 375S, 419A, 419,
419M, 419P, 419S, 419V, 448Y, 452N, 452Q, 452R, 452S, 471R, y 471Y.

Estabilidad a la oxidacién

[0131] Las variantes descritas pueden tener estabilidad a la oxidacion alterada, en concreto estabilidad a la
oxidacion mayor, en comparacién con la a-amilasa original. Una estabilidad a la oxidacion mayor es ventajosa
en, por ejemplo, composiciones detergentes y una estabilidad a la oxidacion menor puede ser ventajosa en una
composicion para la licuefaccién del almidén. La estabilidad a la oxidacion se puede determinar como se
describe en la seccion “Métodos” que aparece mas adelante en el texto.

Perfil de pH alterado
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[0132] Las posiciones y las mutaciones importantes con respecto a obtener variantes con un perfil de pH
alterado, en concreto una actividad mejorada con un pH especialmente alto (es decir, pH 8-10.5) o un pH bajo
(es decir, pH 4-6) incluyen mutaciones de residuos de aminoacidos situados cerca de los residuos del sitio activo.
En algunos casos, la actividad mejorada se observa, por ejemplo, con un pH < 6, con un pH <5, o con un pH > 9.

[0133] Las mutaciones/sustituciones especificas preferidas son las listadas previamente en la seccion
“Propiedades alteradas” para las posiciones en cuestién. Se describen ensayos adecuados en la seccién
“Métodos” que aparece mas adelante en el texto.

Rendimiento de lavado

[0134] Las posiciones y las mutaciones importantes con respecto a obtener variantes con rendimiento de lavado
mejorado con pH especialmente alto (es decir, pH 8.5-11) incluyen las mutaciones/sustituciones especificas
listadas previamente en la seccion “Propiedades alteradas” para las posiciones en cuestion. El rendimiento de
lavado se puede analizar como se describe en la seccion “Métodos” que aparece mas adelante en el texto.

Licuefacciéon del almidén

[0135] Algunas mutaciones tienen el efecto de reducir la viscosidad de una composicion de almidén en
comparacion con la observada utilizando una a-amilasa “natural’, tal como SPEZYME® Xtra. Ejemplos de
mutaciones incluyen una sustitucion que introduce uno o varios de los residuos de aminoéacidos seleccionados
del grupo consistente en 1181A, 1181P, 1181C, I1181E, 1181Y, S242A, S242E, S242Q, G132A, N193Y, y E188P.

Otras mutaciones en las variantes

[0136] En algunos aspectos, las presentes variaciones incluyen una o varias modificaciones ademéas de las
descritas previamente. Por ejemplo, puede ser ventajoso que uno o varios residuos de prolina se sustituyan por
un residuo distinto de prolina. Ejemplos de residuos distintos de prolina incluyen alanina, glicina, serina, treonina,
valina y leucina. De manera similar, puede ser ventajoso sustituir uno o varios residuos de cisteina por un residuo
distinto de cisteina. Ejemplos de residuos distintos de cisteina incluyen serina, alanina, treonina, glicina, valina y
leucina.

[0137] Ademas, puede ser ventajoso introducir mutaciones en una o varias de las siguientes posiciones
(utilizando la SEQ ID N° 7 para la numeracion): M15, V128, A111, H133, W138, T149, M197, N188, A209, A210,
H405, T412, en concreto las siguientes mutaciones individuales, dobles, triples o multiples:

M15X, en concreto M15T,L;

V128X, en concreto V128E;

H133X, en concreto H133Y;

N188X, en concreto N188S,T,P;

M197X, en concreto M197T,L;

A209X, en concreto A209V;

M197T/W138F; M197T/138Y; M15T/H133Y/N188S;
M15N128E/H133Y/N188S; E119C/S130C; D124C/R127C; H133Y/T1491;
G475R, H133Y/S187D; H133Y/A209V.

[0138] En el caso de la a-amilasa original que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID N° 7,
los residuos de aminoacidos pertinentes que se pueden eliminar o sustituir con vistas a mejorar la estabilidad a la
oxidacion incluyen el Gnico residuo de cisteina (C363) y los residuos de metionina situados en las posiciones M8,
M9, M96, M200, M206, M284, M307, M311, M316 y M438 en la SEQ ID N° 2.

[0139] Con respecto a incrementar la estabilidad térmica de un variante de a-amilasa relacionada con su a-
amilasa original, parece ser particularmente deseable eliminar al menos uno, y preferiblemente dos o incluso
tres, de los siguientes residuos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID N° 2 que
son F178, R179, G180, 1181, G182 y K183. Deleciones de este tipo en parejas particularmente valiosas son
R179*+G180%; y 1181*+G182* (SEQ ID N° 16 o 15, respectivamente) (0 equivalentes de estas deleciones en
parejas en otra a-amilasa que cumple los requisitos de una a-amilasa original en el contexto de la presente
descripcion).

[0140] Otras mutaciones de interés incluyen N193F y V416G, como se ejemplifica en la secuencia de
aminoacidos mostrada como la SEQ ID N° 2.

V. Métodos para preparar variantes de a-amilasa

[0141] En la técnica se conocen varios métodos para introducir mutaciones en los genes. Tras una breve
exposicion de la clonacion de secuencias de ADN que codifican a-amilasas, se expondran métodos para generar
mutaciones en sitios especificos dentro de la secuencia que codifica a-amilasas.
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A. Clonacioén y expresion de acidos nucléicos que codifican una a-amilasa

[0142] La secuencia de ADN que codifica una a-amilasa original se puede aislar a partir de cualquier célula o
microorganismo que produzca la a-amilasa en cuestion, utilizando diferentes métodos muy conocidos en la
técnica. En primer lugar, se deberia construir un ADN gendmico y/o una genoteca de ADNc utilizando ADN
cromosémico o ARN mensajero del organismo que produce la a-amilasa objeto de estudio. Entonces, si se
conoce la secuencia de aminoacidos de la a-amilasa, se pueden sintetizar sondas oligonucleétidas homélogas y
marcadas y utilizarlas para identificar clones que codifiquen a-amilasas a partir de una genoteca gendémica
preparada a partir del organismo en cuestion. De forma alternativa, una sonda de oligonucleétidos marcada que
contiene secuencias homologas a un gen de a-amilasa conocido se podria utilizar como sonda para identificar
clones que codifiquen a-amilasas, utilizando unas condiciones de hibridacién y de lavado de menor rigor.

[0143] Otro método para identificar clones que codifican la a-amilasa implicaria insertar fragmentos de ADN
gendmico en un vector de expresioén, tal como un plasmido, transfomar bacterias de a-amilasa negativa con la
genoteca de ADN gendmico resultante, y después colocar en placas las bacterias transformadas sobre agar que
contenga un sustrato para la a-amilasa, permitiendo de ese modo a los clones expresar la a-amilasa que se va a
identificar.

[0144] De forma alternativa, la secuencia de ADN que codifica la enzima se puede preparar sintéticamente
mediante métodos estandar establecidos, por ejemplo, el método de fosfoamidita descrito por S.L. Beaucage y
M.H. Caruthers (1981) o el método descrito por Matthes et al. (1984). En el método de fosfoamidita se sintetizan
oligonucledtidos, por ejemplo, en un sintetizador de ADN automético, se purifican, se aparean, se ligan y se
clonan en vectores apropiados.

[0145] Finalmente, la secuencia de ADN puede ser de origen mezclado gendmico y sintético, de origen mezclado
sintético y de ADNc o de origen mezclado genémico y de ADNc, preparado mediante la ligadura de fragmentos
de origen sintético gendmico o de ADNc (segun convenga, los fragmentos correspondientes a diferentes partes
de la secuencia completa de ADN), conforme a técnicas estandar. La secuencia de ADN también se puede
preparar mediante reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) utilizando cebadores
especificos, por ejemplo segun se describe en la patente estadounidense n° 4.683.202.

B. Mutagénesis dirigida

[0146] Una vez que se ha aislado una secuencia de ADN que codifica a-amilasas y se han identificado sitios
deseables para la mutacion, se pueden introducir mutaciones utilizando oligonucledtidos sintéticos. Estos
oligonucleétidos contienen secuencias de nucleétidos que flanquean los sitios de mutacién deseados; se insertan
nucleétidos mutantes durante la sintesis de oligonucle6tidos. En un método especifico, se crea un espacio de
ADN monocatenario, el cual conecta la secuencia que codifica la a-amilasa, en un vector que lleva el gen de la a-
amilasa. Entonces se aparea el nucledtido sintético, el cual soporta la mutacion deseada, con una parte
homologa del ADN monocatenario. El espacio restante se llena después con ADN polimerasa | (fragmento
Klenow) y la construccidn se liga utilizando ligasa T4.

[0147] Otro método para introducir mutaciones en secuencias de ADN que codifican a-amilasas implica la
generacion en 3 fases de un fragmento de PCR que contenga la mutacion deseada introducida utilizando una
hebra de ADN sintetizada quimicamente como uno de los cebadores en las reacciones de PCR. A partir del
fragmento generado mediante PCR, se puede aislar un fragmento de ADN que lleve la mutacién mediante
escision con endonucleasas de restriccion y reinsertarlo en un pladsmido de expresion.

[0148] Los métodos alternativos para proporcionar variantes incluyen transposiciones genéticas, por ejemplo,
como se describe en WO 95/22625 (de Affymax Technologies N.V.) o en WO 96/00343 (de Novo Nordisk A/S), u
otras técnicas correspondientes que dan como resultado una enzima hibrida que comprende la(s) mutacion(es),
por ejemplo, la(s) sustitucién(es) y/o la(s) eliminacion(es) en cuestién.

C. Expresion de variantes de a-amilasa

[0149] Una secuencia de ADN que codifica una variante producida mediante los métodos descritos previamente,
o0 mediante métodos alternativos, se puede expresar utilizando un vector de expresion, que incluye normalmente
secuencias de control que codifican un promotor, un operador, un sitio de union de ribosomas, una sefial de
inicio de traslado, y, opcionalmente, un gen represor o varios genes activadores.

[0150] EI vector de expresion recombinante que lleva la secuencia de ADN que codifica una variante de a-
amilasa puede ser cualquier vector que pueda someterse convenientemente a procedimientos de ADN
recombinanto, y la eleccién del vector dependerda a menudo de la célula huésped en la cual se ha de introducir.
De este modo, el vector puede ser un vector de replicacién autbnoma, 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. De forma
alternativa, el vector puede ser uno que, al introducirlo en una célula huésped, se integra en el genoma de la
célula huésped y se replica junto con el/los cromosoma(s) en el/los que se ha integrado.
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[0151] La secuencia de ADN deberia estar conectada operativamente a una secuencia promotora adecuada. El
promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre actividad transcripcional en la célula huésped de
eleccion y que pueda derivarse de genes que codifican proteinas ya sean homaélogas o heterélogas a la célula
huésped. Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de ADN que codifica
una variante de a-amilasa, especialmente en un huésped bacteriano, son el promotor del operén lac de E. coli,
los promotores dagA del gen de agarasa de Streptomyces coelicolor, los promotores del gen de a-amilasa
(amyL) de Bacillus licheniformis, los promotores del gen de amilasa maltogénica de G. stearothermophilus
(amyM), los promotores de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens (amyQ), los promotores de los genes xylA y xyIB
de B. subtilis etc. Para la transcripcion en un huésped flngico, son ejemplos de promotores Utiles aquellos
derivados del gen que codifica la amilasa TAKA de A. oryzae, la proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, la
a-amilasa neutra de A. niger, la a-amilasa estable en acido de A. niger, la glucoamilasa de A. niger, la lipasa de
Rhizomucor miehei, la proteasa alcalina de A. oryzae, la triosa fosfato isomerasa de A. oryzae o la acetamidasa
de A. nidulans.

[0152] El vector de expresion también puede comprender un terminador de transcripcion adecuado y, en
eucariotas, secuencias de poliadenilacion operativamente conectadas a la secuencia de ADN que codifica una
variante de a-amilasa. Las secuencias de terminacion y poliadenilacién pueden derivarse de manera adecuada
de las mismas fuentes que el promotor.

[0153] El vector también puede comprender una secuencia de ADN que permita al vector replicarse en la célula
huésped en cuestidon. Son ejemplos de secuencias de este tipo los origenes de replicacion de los plasmidos
pUC19; pACYC177; pUB110; pE194, pAMB1 y plJ702.

[0154] EI vector también puede comprender un marcador seleccionable, por ejemplo, un gen cuyo producto
complementa un defecto en la célula huésped, tal como los genes dal de B. subtilis o de B. licheniformis, o uno
que confiere resistencia antibidtica como resistencia a la ampicilina, a la kanamicina, al cloranfenicol o a la
tetraciclina. Ademés, el vector puede comprender marcadores de seleccién de Aspergillus tales como amdsS,
argB, niaD y sC, un marcador que da origen a resistencia a la higromicina, o la seleccion se puede realizar
mediante cotransformacién, por ejemplo, como se describe en WO 91/17243.

[0155] Aunque la expresion intracelular puede ser ventajosa en algunos aspectos, por ejemplo, al utilizar ciertas
bacterias como células huéspedes, generalmente se prefiere que la expresion sea extracelular. En general, las a-
amilasas de Bacillus mencionadas en el presente documento comprenden una preregion que permite la
secrecion de la proteasa expresada en el medio de cultivo. Si se desea, se puede sustituir esta preregion por una
preregion diferente o secuencia sefial, llevada a cabo convenientemente mediante la sustitucion de las
secuencias de ADN que codifican las respectivas preregiones.

[0156] Los procedimientos utilizados para ligar el constructo de ADN que codifica una variante de a-amilasa, el
promotor, terminador y otros elementos, respectivamente, y para insertarlos en vectores adecuados que
contienen la informacién necesaria para la replicacion, son muy conocidos por los expertos en la materia (por
ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor, 1989).

[0157] La célula que comprende un constructo de ADN o un vector de expresion se utiliza ventajosamente como
célula huésped en la produccién recombinante de una variante de a-amilasa. La célula se puede transformar con
el constructo de ADN que codifica la variante, integrando convenientemente el constructo de ADN (en una o
varias copias) en el cromosoma huésped. Esta integracion se considera generalmente como una ventaja puesto
gue es mas probable que la secuencia de ADN se mantenga establemente en la célula. La integracion de los
constructos de ADN en el cromosoma huésped se puede realizar segin métodos convencionales, por ejemplo,
mediante recombinacién homoéloga o heterdloga. De forma alternativa, la célula se puede transformar con un
vector de expresién como se describe previamente en relacion con los diferentes tipos de células huésped.

[0158] La célula puede ser una célula de un organismo superior tal como un mamifero o un insecto, pero
preferiblemente es una célula microbiana, por ejemplo, una célula bacteriana o fangica (incluyendo la levadura).

[0159] Son ejemplos de bacterias adecuadas las bacterias Gram positivas tales como Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus, Bacillus megaterium, Bacillus
thuringiensis, o Streptomyces lividans o Streptomyces murinus, o bacterias gram negativas tales como E. coli. La
transformacion de las bacterias se puede efectuar, por ejemplo, mediante transformacién de los protoplastos o
utilizando células competentes de una manera conocida per se.

[0160] EI organismo de levadura se puede seleccionar 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, A. oryzae o A. niger. Las células flingicas se pueden
transformar mediante un proceso que implica la formacién de protoplastos y la transformacion de los protoplastos
seguida de la regeneracion de la pared celular de una manera conocida per se. En EP 238 023 se describe un
procedimiento adecuado para transformar células huésped de Aspergillus.
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[0161] Un aspecto de las presentes composiciones y métodos se refiere a producir una variante de a-amilasa
cultivando una célula huésped bajo condiciones propicias para la produccion de la variante de amilasa y la
recuperacion de la variante de amilasa a partir de las células y/o el medio de cultivo. El medio utilizado para
cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para cultivar la célula huésped en cuestién
y obtener la expresion de la variante de a-amilasa. Los medios adecuados se encuentran disponibles a partir de
proveedores comerciales o se pueden preparar segun recetas publicadas (por ejemplo, como se describe en
catalogos de la ATCC).

[0162] La variante de a-amilasa segregada a partir de las células huésped se puede recuperar convenientemente
a partir del medio de cultivo mediante procedimientos muy conocidos, que incluyen la separacion de las células
del medio mediante centrifugacion o filtracion, y la precipitacion de componentes proteinicos del medio mediante
una sal tal como sulfato de amonio, seguida de la utilizacion de procedimientos cromatograficos tales como la
cromatografia de intercambio iénico, la cromatografia de afinidad, o similares.

VI. Aplicaciones industriales

[0163] Las presentes variantes de a-amilasa poseen propiedades valiosas que permiten diferentes aplicaciones
industriales. Por ejemplo, las variantes se pueden utilizar para el procesamiento/conversion de almidén, por
ejemplo, para la licuefaccion del almidén (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n° 3.912.590, la
solicitud de patente EP n° 252 730 y 63 909, WO 99/19467, y WO 96/28567).

[0164] Las variantes pueden ser Utiles ademés en la produccién de edulcorantes y etanol (véase, por ejemplo, la
patente estadounidense n° 5.231.017), tales como, etanol para combustible, para bebidas o industrial, a partir de
almiddn o de granos enteros. Las variantes pueden ser Utiles ademas en la fabricacion o elaboracién de cerveza.
Las variantes pueden estar en forma de composiciones, que pueden incluir ademas, por ejemplo, una
glucoamilasa, una pululanasa y otra a-amilasa, ademéas de tampones adecuados, agentes estabilizadores,
conservantes y similares.

[0165] Las variantes de amilasa también son Utiles para el lavado de ropa, para el lavado de vajilla y para la
limpieza de superficies duras, como componentes de composiciones detergentes. Las variantes también pueden
ser Utiles para el desaprestado de textiles, tejidos y prendas (véase, por ejemplo, WO 95/21247, la patente
estadounidense N° 4.643.736, EP 119.920), y en la produccion de pulpa y de papel.

[0166] Estos y otros usos de las presentes composiciones y métodos se describen con mas detalle mas adelante
en el texto.

A. Aplicaciones de procesamiento de grano y de conversion de almidon

[0167] Las aplicaciones de procesamiento de grano y de conversion de almidén se dividen en dos categorias, a
saber (1) conversién de almidon general, que abarca la conversién de almidén en, por ejemplo, maltodextrinas,
jarabe de dextrosa y jarabe de alto contenido en fructosa, (2) produccion de etanol, y (3) elaboracién de cerveza.
Aungque muchas etapas implicadas en estos procesos son similares, se describen por separado. En algunos
casos, la variante de a-amilasa se utliza en combinacion con una fitasa (4). También se describen
composiciones para llevar a cabo estas aplicaciones (5).

1. Conversion de almidon general

[0168] Los procesos de conversion de almiddn convencionales, tales como los procesos de licuefaccion y de
sacarificacion, se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n° 3.912.590 y en las publicaciones de
patentes EP n° 252.730 y 63.909. Generalmente, el proceso de conversion de almidén degrada el almidén a
componentes de carbohidratos de peso molecular méas bajo. En el caso de convertir el almidén en un azucar, el
almidén se despolimeriza en un proceso que implica una etapa de pretratamiento y dos o tres etapas de
procesos consecutivos, es decir, un proceso de licuefaccion, un proceso de sacarificacion y, dependiendo del
producto final deseado, un proceso de isomerizacion opcional.

a. Pretratamiento de almidén nativo/crudo

[0169] El almiddn nativo/crudo consiste en granulos microscopicos, que son insolubles en agua a temperatura
ambiente. Cuando se calienta una suspension de almidén acuosa, los granulos se hinchan y finalmente explotan,
dispersando las moléculas de almidén en la solucién. Durante este proceso de “gelatinizacion”, se da un
incremento espectacular en la viscosidad. Puesto que el nivel en los sélidos es de 30 % - 40 % en un proceso
industrial tipico, el almidon tiene que diluirse o “licuificarse” para poder manejarlo. Esta reduccion en la
viscosidad se obtiene convencionalmente mediante degradacion enzimatica.

b. Licuefaccion

[0170] Durante la etapa de licuefaccion, se degradan moléculas de almidon de cadena larga en moléculas
lineales y ramificadas mas cortas (maltodextrinas) mediante una a-amilasa. El proceso de licuefaccion
generalmente se lleva a cabo a aroximadamente 105 °C-110 °C durante aproximadamente de 5 a 10 minutos
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seguido de 1-2 horas a 95 °C. El pH esta normalmente entre aproximadamente 5.5y 6.2. Con el fin de asegurar
una estabilidad enzimatica 6ptima bajo estas condiciones, normalmente se afiade 1 mM de calcio (40 ppm de
iones sin calcio). Después de este tratamiento, el almidon licuificado tendra un “equivalente de dextrosa” (DE) de
10-15.

c. Sacarificaciéon

[0171] Después del proceso de licuefaccién, las maltodextrinas se convierten en dextrosa mediante la adicion de
una glucoamilasa (por ejemplo, OPTIDEX® L-400) y una enzima desramificante, tal como una isoamilasa
(patente estadounidense n° 4.335.208) o una pululanasa. Antes de esta etapa, el pH se reduce a un valor por
debajo de aproximadamente 4.5, mientras se mantiene la temperatura alta (por encima de 95 °C), para inactivar
la a-amilasa licuefactante para reducir la formacién de oligosacaridos cortos llamados “precursores de panosa”
que la enzima desramificante no puede hidrolizar correctamente. La temperatura se baja a 60 °C y se afiaden la
glucoamilasa y la enzima desramificante. El proceso de sacarificacion continGia durante 24-72 horas.

[0172] Normalmente, cuando se desnaturaliza la a-amilasa después de la etapa de licuefaccion,
aproximadamente 0,2 % - 0,5 % del producto de sacarificacion es el trisacarido ramificado Glc pal-6Glc pal-
4Glc (panosa), que no puede degradarse mediante una pululanasa. Si la amilasa activa de la etapa de
licuefaccion esta presente durante la sacarificacion (es decir, sin desnaturalizar), este nivel puede ser tan alto
como 1% -2%, que es altamente indeseable puesto que disminuye el rendimiento de la sacarificacion
significativamente.

d. Isomerizacién

[0173] Cuando el producto de azucar final deseado es, por ejemplo, jarabe de alto contenido en fructosa, el
jarabe de dextrosa se puede convertir en fructosa. Después del proceso de sacarificacion, se aumenta el pH a un
valor comprendido en el intervalo de aproximadamente 6-8, preferiblemente pH 7.5, y se elimina el calcio
mediante intercambio iénico. El jarabe de dextrosa se convierte entonces en jarabe de alto contenido en fructosa
utilizando, por ejemplo, una glucosa isomerasa inmovilizada (tal como GENSWEET® IGI-HF).

2. Produccién de etanol

[0174] En la produccién de alcohol (etanol) general a partir de granos enteros se puede separar en 4 etapas
principales, es decir, (a) molienda, (b) licuefaccion, (c) sacarificacion, y (d) fermentacion. Algunas de estas
etapas son similares a las descritas previamente.

a. Molienda y produccion de suspension

[0175] Un sustrato que contiene almiddn, tal como grano, maiz, milo, o similar, se muele para abrir la estructura y
permitir procesamiento adicional. Los dos procesos utilizados se denominan generalmente molienda en humedo
0 en seco. En la molienda en seco, se muele grano entero y se utiliza en la parte restante del proceso. La
molienda en humedo separa eficazmente el germen y la harina (granulos de almidén y proteina) y se aplica, con
unas cuantas excepciones, en lugares en donde existe una produccion similar de jarabes.

[0176] El material que contiene almidén molido se combina con agua y se recicla la vinaza dando como resultado
una suspensién acuosa. La suspension comprenderd entre 15 % y 55 % de residuo seco en peso/peso (por
ejemplo, entre 20 % y 50 %, entre 25 % y 50 %, entre 25 % y 45 %, entre 25 % y 40 %, entre 20 % y 35 % y
entre 30 % y 36 % de residuo seco). La vinaza reciclada (conocida también como “backset”) estda normalmente
en el intervalo de 10 % a 70 % en volumen/volumen (por ejemplo, de 10 % a 60 %, de 10 % a 50 %, de 10 % a
40 %, de 10 % a 30 %, de 10 % a 20 %, de 20 % a 60 %, de 20 % a 50 %, de 20 % a 40 % y también de 20 % a
30 %). De 25 % a 40 % de residuo seco es bastante comun.

[0177] Una vez que el material que contiene almidén molido se combina con agua y backset, normalmente el pH
no se ajusta en la suspension. Ademas, el pH no se ajusta después de la adicion de la fitasa (véase mas
adelante) y la a amilasa a la suspension. El pH de la suspensién estara normalmente en el intervalo comprendido
entre pH 4.5 y menos de 6.0 (por ejemplo, pH entre 4.5y 5.8, pH entre 4.5y 5.6, pH entre 4.8 y 5.8, pH entre 5.0
y 5.8, pH entre 5.0 y 5.4, pH entre 5.2 y 5.5 y pH entre 5.2 y 5.9). El pH de la suspensién puede estar entre pH
4.5y 5.2 dependiendo de la cantidad de vinaza afiadida a la suspension y del tipo de material que comprende la
vinaza fina. Por ejemplo, el pH de la vinaza puede estar entre pH 3.8 y pH 4.5. La Tabla B ilustra el cambio de pH
que tiene lugar con la adicién de cantidades crecientes de vinaza a una suspension de maiz molido entero (32 %
de residuo seco) después de agitarla durante 2 horas a 155 °F.

Tabla B. Cambio de pH que tiene lugar con la adiciéon de cantidades crecientes de vinaza

% peso/peso de vinaza pH final
0 5.52
20 5.29
40 5.16
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50 5.09
60 5.05
80 4.98
100 4.94

[0178] Cabe mencionar que durante la produccion de etanol se pueden afiadir acidos para disminuir el pH de la
cerveza con el fin de reducir el riesgo de contaminaciéon microbiana antes de la destilacion.

[0179] En algunos casos, se afiade fitasa a la suspensién. Las fitasas se describen con mas detalle mas
adelante en el texto. En algunos casos, se afiade una a-amilasa a la suspension. En algunos casos, se afiade
una fitasa y una a-amilasa a la suspension secuencialmente. En algunos casos, se afiaden una fitasa y una a-
amilasa simultdneamente. En algunos casos, la suspension que comprende la fitasa y la a-amilasa se incuba
(pretrata) durante un periodo comprendido entre 5 minutos y 8 horas (por ejemplo, entre 5 minutos y 6 horas,
entre 5 minutos y 4 horas, entre 5 minutos y 2 horas y entre 15 minutos y 4 horas). En otros casos, la suspension
se incuba a una temperatura comprendida entre 40 °C y 115 °C (por ejemplo, entre 45 °C y 80 °C, entre 50 °C y
70 °C, entre 50 °C y 75 °C, entre 60 °C y 110 °C, entre 60 °C y 95 °C, entre 70 °Cy 110 °C, entre 70 °C y 85 °C
y entre 77 °C y 86 °C).

[0180] En algunos casos, la suspension se incuba a una temperatura comprendida entre 0 °C y 30 °C (por
ejemplo, entre 0 °C y 25 °C, entre 0 °C y 20 °C, entre 0 °C y 15 °C, entre 0 °C y 10 °C y entre 0 °C y 5 °C) por
debajo de la temperatura de gelatinizacion del almidén del material que contiene almidon. En algunos casos, la
temperatura esta por debajo de 68 °C, por debajo de 65 °C, por debajo de 62 °C, por debajo de 60 °C, o incluso
por debajo de 55 °C. En algunos modos de realizacion, la temperatura esta por encima de 45 °C, por encima de
50 °C, por encima de 55 °C, e incluso por encima de 60 °C. La incubacion de la suspension que comprende una
fitasa y una a-amilasa a una temperatura por debajo de la temperatura de gelatinizacion del almidén se puede
denominar una licuefaccion primaria (12).

[0181] Actualmente, se cree que las a-amilasas microbianas disponibles comercialmente utilizadas en el proceso
de licuefaccion no son suficientemente estables para producir un sustrato de almidén licuificado a partir de un
proceso de molienda seco utilizando grano entero molido a una temperatura por encima de aproximadamente
80 °C con un pH menor que pH 5.6. Generalmente, la estabilidad de muchas a-amilasas disponibles
comercialmente se reduce a un pH inferior a aproximadamente 4.0.

b. Licuefacciéon

[0182] En el proceso de licuefaccion, los granulos de almidon se solubilizan mediante hidrélisis a maltodextrinas
en su mayor parte de un DP mayor de 4. La materia prima puede ser grano entero molido o una corriente lateral
del procesamiento del almidén. El grano molido vy licuificado se conoce también como masa. La hidrélisis se
puede llevar a cabo mediante el tratamiento con acido o enzimaticamente mediante a-amilasa. La hidroélisis con
acido se utiliza de forma limitada.

[0183] La licuefaccién enzimatica normalmente se lleva a cabo en un proceso de suspension en caliente de tres
etapas. La suspensién se calienta a entre 60 °C y 95 °C (preferiblemente entre 77 °C y 86 °C , entre 80 °C y
85 °C y entre 83 °C y 85 °C) y se afiade(n) la(s) enzima(s). Entonces la suspensién se cuece con vapor a presion
(jet cooking) a entre 95 °C y 140 °C, preferiblemente entre 105 °C y 125 °C, se enfria a entre 60 °Cy 95 °C y se
afade(n) mas enzima(s) para obtener la hidrdlisis final. El proceso de licuefaccion se lleva a cabo con un pH
comprendido entre 4.0 y 6.5, normalmente con un pH comprendido entre 5y 6.

[0184] La suspension se puede incubar con una a-amilasa y, opcionalmente, una fitasa (descrita en el presente
documento) e incubarse durante 5 minutos a 2 horas, a una temperatura comprendida entre 60 °C y 75 °C. En
una etapa de licuefaccion adicional, el material que contiene almidon incubado o pretratado puede estar
expuesto a un incremento de la temperatura tal como de 0 °C a 45 °C por encima de la temperatura de
gelatinizacion del almidén del material que contiene almidén (por ejemplo, de 70 °C a 120 °C, de 70 °C a 110 °C,
y de 70 °C a 90 °C) durante un periodo de tiempo de 2 minutos a 6 horas (por ejemplo, de 2 minutos a 4 horas,
90 minutos, 140 minutos y de 90 a 140 minutos) con un pH comprendido entre aproximadamente 4.0 y 5.5, mas
preferiblemente entre 1 hora y 2 horas. Se puede aumentar la temperatura mediante un sistema jet cooking
convencional de alta temperatura durante un periodo de tiempo corto, por ejemplo de 1 a 15 minutos. Entonces
el almidon se puede hidrolizar de forma adicional a una temperatura comprendida entre 75 °C y 95 °C, (por
ejemplo, entre 80 °C y 90 °C y entre 80 °C y 85 °C) durante un periodo de tiempo de 15 a 150 minutos (por
ejemplo, de 30 a 120 minutos). El pH puede no ajustarse durante estas etapas de procesamiento y el pH de la
masa licuificada estd comprendido entre pH 4.0 y pH 5.8 (por ejemplo, pH entre 4.5y 5.8, pH entre 4.8 y 5.4,y
pH entre 5.0 y 5.2). En algunos modos de realizacion, se afiadira una segunda dosis de a-amilasa termoestable a
la etapa de licuefaccion secundaria, pero en otros modos de realizacion, no habra una dosis adicional de a-
amilasa.

[0185] Las etapas de incubacion y licuefaccion pueden estar seguidas por las etapas de sacarificacion y
fermentacion.
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c. Fermentacién

[0186] Los azlcares fermentables obtenidos durante las etapas de proceso de licuefaccion se pueden utilizar
para producir alcohol, en concreto etanol, mediante fermentacién microbiana. El organismo utilizado en las
fermentaciones dependera del producto final deseado.

[0187] Normalmente, si el etanol es el producto final deseado se utilizara la levadura como organismo de
fermentacion. En algunos modos de realizacion preferidos, el organismo que produce etanol es una levadura y
especificamente Saccharomyces tal como cepas de S. cerevisiae (patente estadounidense 4.316.956). Diversas
S. cerevisiae estan comercialmente disponibles e incluyen, pero sin caracter limitativo, FALI (Fleischmann's
Yeast), SUPERSTART (Alltech), FERMIOL (DSM Specialties), RED STAR (Lesaffre) y Angel alcohol yeast
(Angel Yeast Company, China). La cantidad de levadura inicial empleada en los métodos es una cantidad
efectiva para producir un cantidad de etanol comercialmente significante en una cantidad de tiempo adecuada,
(por ejemplo, para producir al menos 10 % de etanol a partir de un sustrato que tiene entre 25 % y 40 % de
residuo seco en menos de 72 horas). Las células de levadura se proporcionan generalmente en cantidades de
10* a 10%, y preferiblemente de 10’ a 10'° de levadura viable por ml de caldo de fermentacién. La fermentacion
incluird ademas de un microorganismo de fermentacion (por ejemplo, levadura), nutrientes, opcionalmente
enzimas adicionales, que incluyen, pero sin cardcter limitativo, fitasas. La utilizacion de levadura en la
fermentacion se conoce muy bien y se hace referencia a THE ALCOHOL TEXTBOOK, K. JACQUES ET AL.,
EDS. 1999, NOTTINGHAM UNIVERSITY PRESS, REINO UNIDO. La fermentacién de la levadura se lleva a
cabo normalmente durante de 24 a 96 horas, normalmente de 35 a 60 horas. La temperatura de la fermentacion
esta comprendida normalmente entre 26 °C y 34 °C, por ejemplo, aproximadamente 32 °C, y el pH esta entre
aproximadamente 3y 6, preferiblemente alrededor de 4y 5.

[0188] Utilizando microorganismos de fermentacién apropiados, se pueden obtener otros productos finales, que
incluyen, pero sin caracter limitativo, glicerol, 1,3-propanodiol, gluconato, 2-ceto-D-gluconato, 2,5-diceto-D-
gluconato, acido 2-ceto-L-gulénico, acido succinico, acido lactico, amino acidos y derivados de los mismos. Por
ejemplo, cuando el &cido lactico es el producto final deseado, se puede utilizar una Lactobacillus sp. (L. casei).
Cuando el glicerol o el 1,3-propanodiol son los productos finales deseados, se puede utilizar E. coli. Cuando el 2-
ceto-D-gluconato, el 2,5-diceto-D-gluconato, y el &cido 2-ceto-L-guldnico son los productos finales deseados, se
puede utilizar Pantoea citrea.

d. Sacarificacién y SSF

[0189] EI material que contiene almidon licuificado se sacarifica en presencia de enzimas de sacarificacion tales
como glucoamilasas. El proceso de sacarificacion puede durar de 12 horas a 120 horas (por ejemplo, de 12 a 90
horas, de 12 a 60 horas y de 12 a 48 horas). No obstante, es comun llevar a cabo una etapa de presacarificacién
de aproximadamente 30 minutos a 2 horas (por ejemplo, de 30 a 90 minutos) en un intervalo de temperaturas
comprendido entre 30 °C y 65 °C, normalmente por encima de 50 °C y a menudo alrededor de 60 °C, que es
seguida por una sacarificacion completa durante la fermentacion. A esta Ultima etapa se le puede denominar
sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF, por sus siglas en inglés). La SSF es comun en la produccion de
etanol, donde las enzimas de sacarificacion y los organismos de fermentacion (por ejemplo, levadura) se afiaden
conjuntamente y entonces se lleva a cabo a una temperatura de 30 °C a 40 °C y con un pH entre 4.2 y 4.8,
preferiblemente pH 4.5.

[0190] Los azucares fermentables (por ejemplo, dextrinas, monosacaridos, particularmente glucosa) se producen
a partir de sacarificacion enzimatica. Estos azlcares fermentables se pueden purificar adicionalmente y/o
convertir en productos de azulcar (tiles. Ademas, los azlcares se pueden utilizar como materia prima de
fermentacion en un proceso de fermentacion microbiana para producir productos finales, tales como alcohol (por
ejemplo, etanol y butanol), acidos organicos (por ejemplo, acido succinico y &cido lactico), alcoholes de azlcar
(por ejemplo, glicerol), compuestos intermedios de acido ascorbico (por ejemplo, 2-ceto-D-gluconato, 2,5-diceto-
D-gluconato y acido 2-ceto-L-gulénico), aminoacidos (por ejemplo, lisina), proteinas (por ejemplo, anticuerpos y
fragmentos de los mismos).

e. Destilacion

[0191] Opcionalmente, después de la fermentacion se puede recuperar alcohol (por ejemplo, etanol) mediante
destilacion. La produccién de etanol es normalmente al menos 8 %, al menos 10 %, al menos 12 %, al menos
14 %, al menos 15 %, al menos 16 %, al menos 17 %, al menos 18 % (volumen/volumen), y en algunos casos, al
menos 19 %, al menos 20 %, al menos 21 %, al menos 22 %, e incluso al menos 23 % (volumen/volumen). El
etanol obtenido se puede utilizar como, por ejemplo, etanol para combustibles, etanol para bebidas, es decir,
alcohol neutro potable; o etanol industrial.

f. Subproductos

[0192] EI residuo del proceso de fermentacion es el grano ya procesado, que normalmente se utiliza para
piensos ya sea en forma liquida o seca. El grano ya procesado puede tomar la forma de los denominados
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“coproductos de fermentacién”, tales como granos secos de destileria (DDG) y granos secos de destileria con
solubles (DDGS), que también se pueden utilizar en piensos.

3. Elaboracién de cerveza

[0193] Las presentes variantes de a-amilasas pueden ser (tiles en un proceso de elaboracion de cerveza.
Normalmente, las a-amilasas se afiaden durante el proceso de macerado, donde se obtienen sus ventajas, en
términos de estabilidad, actividad especifica y similares, como en el caso de la conversién del almidéon.

4. Utilizacion de variantes de a-amilasas en combinacién con otras enzimas

[0194] En todos los aspectos de la licuefaccion, la sacarificacion, la SSF y el procesamiento de carbohidratos,
generalmente, los presentes polipéptidos de variante de a-amilasa se pueden utilizar en combinacién con una o
mas enzimas de adicion, por ejemplo, una a-amilasa adicional, una glucoamilasa, una isoamilasa, una -amilasa,
una amilasa maltogénica, una proteasa, una lipasa, una peroxidasa, una esterasa, una oxidasa, una pectinasa,
una pectina liasa, una cutinasa, una lacasa y/o una fitasa. Muchas de estas enzimas se describen con mas
detalle con relacion a aplicaciones de limpieza.

[0195] Las fitasas son enzimas capaces de descomponer el 4cido fitico (fitato) que se encuentra en los granos y
en las semillas oleaginosas. Se cree que el fitato, asi como compuestos intermedios en su degradacion,
desestabilizan o afectan adversamente de otra manera a las a-amilasas, reduciendo asi su eficiencia.

[0196] Las fitasas que se pueden utilizar en combinacion con variantes de a-amilasas son capaces de hidrolizar
acido fitico bajo las condiciones definidas de las etapas de incubacion y licuefaccion. En algunos modos de
realizacion, la fitasa es capaz de liberar al menos un fosfato inorganico de un hexafosfato de inositol (acido
fitico). Las fitasas se pueden agrupar segun su preferencia por una posicién especifica del grupo éster fosfato en
la molécula de fitato en la que se inicia la hidrdlisis (por ejemplo, como 3-fitasas (EC 3.1.3.8) o como 6-fitasas
(EC 3.1.3.26)). Un ejempilo tipico de fitasa es mio-inositol-hexakisfosfato-3-fosfohidrolasa.

[0197] Las fitasas se pueden obtener de microorganismos tales como organismos fdngicos y bacterianos.
Algunos de estos microorganismos incluyen, por ejemplo, Aspergillus (por ejemplo, A. niger, A. terreus, A. ficum
y A. fumigatus), Myceliophthora (M. thermophila), Talaromyces (T. thermophilus) Trichoderma spp (T. reesei). y
Thermomyces (WO 99/49740). También las fitasas estan disponibles de especies de Penicillium, por ejemplo, P.
hordei (ATCC N° 22053), P. piceum (ATCC N° 10519), o P. brevi-compactum (ATCC N° 48944). Véase, por
ejemplo, la patente estadounidense 6.475.762. Ademas, las fitasas estan disponibles de Bacillus (por ejemplo, B.
subtilis, Pseudomonas, Peniophora, E. coli, Citrobacter, Enterbacter y Buttiauxella (véase W0O2006/043178).

[0198] Las fitasas comerciales estan disponibles tales como NATUPHOS® (BASF), RONOZYME® P
(Novozymes A/S), PHZYME® (Danisco A/S, Diversa) y FINASE® (AB Enzymes). El método para determinar la
actividad de fitasa microbiana y la definicion de una unidad de fitasa ha sido publicada por Engelen et al. (1994)
J. AOAC Int. 77:760 - 764. La fitasa puede ser una fitasa natural, una variante o un fragmento de la misma.

[0199] Los ejemplos de fitasas se derivan de especies de la bacteria Buttiauxiella. La Buttiauxiella spp. incluye B.
agrestis, B. brennerae, B. ferragutiase, B. gaviniae, B. izardii, B. noackiae, y B. warmboldiae. Cepas de la
especie Buttiauxella estan disponibles en DSMZ, el Centro nacional de recursos de material biolégico aleman
(Inhoffenstrabe 7B, 38124 Braunschweig, Alemania). La cepa P1-29 de Buttiauxelia sp. depositada con el
numero de muestreo NCIMB 41248 es un ejemplo de una cepa especialmente (til de la que se puede obtener
una fitasa. La fitasa puede ser BP-natural, una variante de la misma (tal como BP-11) descrita en WO 06/043178,
0 una variante como se describe en la publicacion patente estadounidense n°® US20080220498, presentada el 6
de marzo de 2007 (véase, por ejemplo, la Tabla 1y la SEQ ID N° 3).

[0200] La fitasa también puede ser la variante BP-17 de la fitasa de Buttiauxiella, que tiene la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID N° 19, que se muestra a continuacién, o una fitasa que tenga al menos 75 %, al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 88 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % e incluso al menos 99 % de identidad de
secuencia con respecto a la secuencia de aminoécidos indicada en la SEQ ID N° 19.

NDTPASGYQV
PRGEHLISLM
AFLAGLAPQC
QTPIDNLNQH
IKDNGNKVAL
KLHNVQFDLM
LFIAGHDTNI
SVSMVYQTLE
VVSQSVEPGC

EKVVILSRHG
GGEYROKEFQQ
GLTIHHQQNL
YIPFLALMNT
DGAIGLSSTL
ARTPYIARHN
ANIAGMLNMR
QLRSQTPLSL

VRAPTKMTQT
QGILSQGSCP
EKADPLFHPV
TLNESTSAWC
AEIFLLEYAQ
GTPLLQAISN
WTLPGQPDNT
NQPAGSVQLK

QLG (SEQID NO:19)

30

MRDVTPNTWP
TPNSIYVWAD
KAGTCSMDKT
QKHSADKSCD
GMPOAAWGNI
ALNPNATESK
PPGGALVFER
IPGCNDQTAE

EWPVKLGYIT
VDQRTLKTGE
QVOOAVEKEA
LGLSMPSKLS
HSEQEWASLL
LPDISPDNKI
LADKSGKQYV
GYCPLSTFTR
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[0201] La cantidad (dosis) de fitasa utilizada en los procesos de incubacion y/o licuefaccion puede estar en el
intervalo de aproximadamente 0,001 a 50 FTU/g de residuo seco, (por ejemplo, en el intervalo de
aproximadamente 0,01 a 25 FTU/g de residuo seco, de aproximadamente 0,01 a 15 FTU/g de residuo seco, de
aproximadamente 0,01 a 10 FTU/g de residuo seco, de aproximadamente 0,05 a 15 FTU/g de residuo seco, y de
aproximadamente 0,05 a 5,0 FTU/g.

5. Composiciones para el procesamiento del grano y la conversion del almidén

[0202] Un aspecto de las presentes composiciones y métodos es una composicion que comprende una o varias
de las variantes de a-amilasas para utilizarse en la conversion de almidén, que incluye la conversién de almidon
general, la fermentacion de alcohol, la elaboracion de cerveza y similares. Tales composiciones pueden incluir
tampones, sales, minerales, estabilizantes, conservantes, agentes antimicrobianos, tintes, fragancias y similares,
seleccionados para proteger la(s) variante(s) de a-amilasa(s) de una degradacion prematura (incluyendo la
protedlisis), para prolongar el almacenamiento, mejorar la apariencia, asignar un cdédigo de color a la
composicién y similares.

[0203] Las composiciones pueden incluir ademéas enzimas adicionales en relacién con la conversién de almidoén,
gue incluyen, por ejemplo, glucoamilasas y fitasas. Glucoamilasas concretas son G1 o G2 AMG de Aspegillis
niger, que se describen en Boel et al. (1984) EMBO J. 3:1097-1102 o una variante de las mismas, como se
describe en WO 00/04136 o en WO 01/04273), la AMG de Talaromyces emersonii, como se describe en WO
99/28448, o la glucoamilasa de Trichoderma reesei, como se describe en WO 06/060062.

B. Produccién de pulpay papel

[0204] Las presentes variantes de a-amilasas también se pueden utilizar en la produccién de materiales
lignoceluldsicos, tales como pulpa, papel y carton, a partir de papel y carton usados reforzados con almidén,
especialmente cuando el repulpeo ocurre con un pH por encima de 7, y cuando las amilasas facilitan la
desintegracion del material residual a través de la degradacion del almidon de refuerzo. Las variantes de a-
amilasas son especialmente Utiles en un proceso para producir una pulpa para fabricar papel a partir de papel
impreso recubierto con almidén. El proceso se puede llevar a cabo como se describe en WO 95/14807, y
comprende las etapas de: (a) desintegrar el papel para producir una pulpa, (b) tratarla con una enzima que
degrade el almidén antes, durante o después de la etapa (a), y (c) separar las particulas de tinta de la pulpa
después de las etapas (a) y (b).

[0205] Las a-amilasas también pueden ser Utiles cuando se utiliza el almidén enzimaticamente modificado en la
fabricacién del papel junto con cargas alcalinas tales como carbonato de calcio, caolin y arcillas. Con las
presentes variantes de a-amilasas es posible modificar el almidén en presencia de la carga, permitiendo de esta
manera un proceso integrado mas simple.

C. Desaprestado de textiles, tejidos y prendas

[0206] Las presentes variantes de a-amilasas también pueden ser Utiles en el desaprestado de textiles, tejidos o
prendas. En la industria del procesamiento textil, las a-amilasas se utilizan tradicionalmente como auxiliares en el
proceso de desaprestado para facilitar la eliminacion del apresto que contiene almiddn, que ha servido como un
recubrimiento protector de los hilos de tramas durante el tejido. La eliminacion completa del apresto después del
tejido es importante para asegurar resultados 6ptimos en los procesos posteriores, en los que el tejido se
descruda, se blanquea y se tifie. Se prefiere la descomposicidon enzimatica del almidén debido a que no implica
ningun efecto dafiino en el material de las fibras.

[0207] Con el fin de reducir el coste del procesamiento y aumentar el rendimiento de la molienda, algunas veces
se combina el procesamiento del desaprestado con las etapas de descrudado y blanqueo. En tales casos, se
utilizan los auxiliares no enzimaticos tales como el alcali o los agentes de oxidacién para descomponer el
almidoén, puesto que las a-amilasas tradicionales no son muy compatibles con niveles de pH altos ni con agentes
de blanqueo. La descomposicién no enzimatica del apresto del almidén causa algunos dafios en las fibras debido
a las sustancias quimicas mas bien agresivas utilizadas. Por consiguiente, seria deseable utilizar las variantes de
a-amilasas que ofrecen un rendimiento mejorado en soluciones alcalinas. Tales variantes se pueden utilizar solas
0 en combinacion con una celulasa en el desaprestado de tejidos o textiles que contienen celulosa.

[0208] Los procesos de desaprestado y blanqueo son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, tales procesos
se describen en WO 95/21247, en la patente estadounidense n° 4.643.736, en EP 119.920. Los productos
actuales comercialmente disponibles para el desaprestado incluyen OPTISIZE® FLEX de Genencor.

D. Composiciones de limpieza 'y composiciones detergentes

[0209] Las presentes variantes de a-amilasas se pueden afiadir y convertirse de esta manera en un componente
de una composicién detergente. La composicion detergente se puede formular como un detergente para lavar la
ropa a mano o0 a maquina, que incluye una composicién aditiva de lavado de ropa adecuada para el
pretratamiento de tejidos manchados y una composicién suavizante de tejidos afiadida en el aclarado. La
composicion detergente también se puede formular para operaciones de lavado de vajilla a mano o a maquina, o
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para utilizarse en operaciones de limpieza de superficies duras domésticas generales. En general, las
propiedades de la variante de a-amilasa deberian ser compatibles con el detergente seleccionado en términos de
su pH y otros ingredientes enzimaticos y no enzimaticos.

[0210] La composicién de detergente o el aditivo pueden comprender una o varias enzimas adicionales tales
como una proteasa, una lipasa, una peroxidasa, otra enzima amilolitica (por ejemplo, otra a-amilasa), una
glucoamilasa, una amilasa maltogénica, una CGTasa y/o una celulosa mananasa (tal como MANNASTAR™ de
Danisco US Inc., Genencor Division), una pectinasa, una pectina liasa, una cutinasa y/o una lacasa, que se
describen con mas detalle a continuacién:

[0211] Proteasas: Las proteasas adecuadas se pueden derivar de cualquier organismo e incluyen variantes
quimicamente modificadas o creadas. La proteasa puede ser una serina proteasa 0 una metaloproteasa,
preferiblemente una proteasa microbiana alcalina o una proteasa de tipo tripsina. Ejemplos de proteasas
alcalinas son las subtilisinas, especialmente las derivadas de Bacillus, por ejemplo, subtilisina Novo, subtilisina
Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 y subtilisina 168 (descritas en WO 89/06279). Ejemplos de proteasas
de tipo tripsina son la tripsina (por ejemplo, de origen bovino o porcino) y la proteasa de Fusarium descrita en
WO 89/06270 y WO 94/25583.

[0212] Ejemplos de proteasas utiles son las variantes descritas en W098/23732, W099/20770, WO 92/19729,
WO 98/20115, WO 98/20116, y WO 98/34946, especialmente las variantes con sustituciones en una o varias de
las siguientes posiciones: 27, 36, 57, 76, 87, 97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 94, 206, 218, 222, 224, 235 y 274.

[0213] Las enzimas de proteasa comercialmente disponibles preferidas incluyen ALCALASE®, SAVINASE®,
PRIMASE®, DURALASE®, ESPERASE®, y KANNASE® (de Novozymes A/S), MAXATASE®, MAXACAL,
MAXAPEM®, PROPERASE®, PURAFECT®, PURAFECT OXP®, FN2®, FN3®, FN4® (Genencor International
Inc.).

[0214] Lipasas: Las lipasas adecuadas incluyen las de origen fangico o bacteriano e incluyen variantes
guimicamente modificadas o creadas. Ejemplos de lipasas (tiles incluyen lipasas de Humicola (sinénimo de
Thermomyces), por ejemplo, de H. lanuginosa (T. Lanuginosus), como se describe en EP 258 068 y en EP
305 216 o de H. insolens, como se describe en WO 96/13580, una lipasa de Pseudomonas, por ejemplo de P.
alcaligenes o P. pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376), P. stutzeri (GB 1.372.034), P.
fluorescens, cepa SD 705 de Pseudomonas sp. (WO 95/06720 y WO 96/27002), P. wisconsinensis (WO
96/12012), una lipasa de Bacillus, por ejemplo, de B. subtilis (Dartois et al. (1993), Biochemica et Biophyisica
Acta, 1131, 253-360), B. stearothermophilus (JP 64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422). Otros ejemplos son
variantes de lipasas tales como las descritas en WO 92/05249, WO 94/01541, EP 407 225, EP 260 105, WO
95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO 97/04079 y WO
97/07202. Las enzimas de lipasa comercialmente disponibles preferidas incluyen LIPOLASE™ y LIPOLASE
ULTRA™ (Novozymes A/S).

[0215] Amilasas: También se pueden afiadir una o varias amilasas adicionales. Las amilasas adecuadas (a y/o
B) incluyen las de origen fungico o bacteriano e incluyen variantes quimicamente modificadas o creadas. Las
amilasas incluyen, por ejemplo, a-amilasas obtenidas de Bacillus, por ejemplo, una cepa especial de B.
licheniformis, descrita con mas detalle en GB 1.296.839. Ejemplos de a-amilasas Utiles son las variantes
descritas en WO 94/18314, WO 96/39528, WO 94/02597, WO 94/18314, WO 96/23873, y WO 97/43424,
especialmente las variantes con sustituciones en una o varias de las siguientes posiciones: 15, 23, 105, 106,
124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264, 304, 305, 391, 408, y 444. Las a-amilasas
comercialmente disponibles son DURAMYL™, LIQUEZYME™ TERMAMY™, NATALASE™, FUNGAMYL™ vy
BANT™ (Novozymes A/S), RAPIDASE™ y PURASTAR™ (de Genencor).

[0216] Celulasas: Las celulasas adecuadas incluyen las de origen flngico o bacteriano. Se incluyen los mutantes
guimicamente modificados o creados. Las celulasas adecuadas incluyen celulasas de los géneros Bacillus,
Pseudomonas, Trichoderma, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium, por ejemplo, las celulasas fungicas
producidas de Humicola insolens, Myceliophthora thermophila y Fusarium oxysporum descritas en la patente
estadounidense n°® 4.435.307, la patente estadounidense n° 5.648.263, la patente estadounidense n° 5.691.178,
la patente estadounidense n° 5.776.757 y WO 89/09259. Las celulasas de Trichoderma reesei se describen en la
patente estadounidense n° 4.689.297, la patente estadounidense n° 5.814.501, la patente estadounidense n°
5.324.649, WO 92/06221 y WO 92/06165. Las celulasas de Bacillus se describen en la patente estadounidense
n°® 6.562.612. Las celulasas comercialmente disponibles incluyen CELLUZYME®, y CAREZYME® (Novozymes
A/S), CLAZINASE®, y PURADAX HA@ (Genencor International Inc.), y KAC-500(B)® (Kao Corporation).

[0217] Peroxidasas/Oxidasas: Las peroxidasas/oxidasas adecuadas incluyen las de origen vegetal, bacteriano o
fungico e incluyen las variantes quimicamente modificadas o creadas. Ejemplos de peroxidasas utiles incluyen
peroxidasas de Coprinus, por ejemplo, de C. cinereus, y variantes de las mismas tales como las descritas en WO
93/24618, WO 95/10602, y WO 98/15257. Las peroxidasas comercialmente disponibles incluyen GUARDZYME®
(Novozymes A/S).
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[0218] La(s) enzima(s) detergente(s) se puede(n) incluir en una composicién detergente afiadiendo aditivos
independientes que contienen una o varias enzimas, o afiadiendo una composicién aditiva combinada que
comprenda todas estas enzimas. Un aditivo detergente se puede formular como un liquido, una suspension, una
barra, una pastilla, un polvo, un granulado, una pasta, etc. Ejemplos de formulaciones de aditivos detergentes
son granulados no pulverulentos y suspensiones o liquidos estabilizados. Un detergente liquido puede ser
acuoso, conteniendo normalmente hasta 70 % de agua y de 0 % a 30 % de disolvente organico, 0 no acuoso.

[0219] Los granulados no pulverulentos se pueden producir, por ejemplo, como se describe en las patentes
estadounidenses n® 4.106.991 y 4.661.452 y opcionalmente se pueden recubrir mediante métodos conocidos en
la técnica. Ejemplos de materiales de recubrimiento ceroso son los productos de 6xido de (poli)etileno
(polietilenglicol, PEG) con pesos molares medios de 1.000 a 20 000; nonilfenoles etoxilados que tienen de 16 a
50 unidades de 6xido de etileno; etoxilatos de alcoholes grasos en los que el alcohol contiene de 12 a 20 atomos
de carbono y en los que hay de 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos; acidos grasos; y
monoglicéridos y diglicéridos y triglicéridos de acidos grasos. En GB 1483591 se proporcionan ejemplos de
materiales de recubrimiento que forman una pelicula adecuados para aplicarse mediante técnicas de lecho
fluido. Las preparaciones enzimaticas liquidas pueden, por ejemplo, estabilizarse afiadiendo un poliol, tal como
propilenoglicol, un azicar o un polialcohol, acido lactico o acido bodrico, segun los métodos establecidos. Las
enzimas protegidas se pueden preparar segun el método descrito en EP 238.216.

[0220] La composicion detergente normalmente comprende uno o varios surfactantes, que pueden ser no idnicos
(incluyendo semipolares), aniénicos, catidnicos y/o zwitteridnicos. Los surfactantes estan normalmente presentes
en un nivel de 0,1 % a 60 % en peso. Ejemplos de composiciones detergentes incluyen de aproximadamente
1% a aproximadamente 40 % de un surfactante aniénico, tal como alquilbencenosulfonato lineal, a-
olefinsulfonato, sulfato de alquilo (sulfato de alcohol graso), etoxisulfato de alcohol, alcanosulfonato secundario,
a-sulfo éster metilico de acido graso, jabon o acido alquilo o alquenilsuccinico, y/o de aproximadamente 0,2 % a
aproximadamente 40 % de un surfactante no idnico, tal como etoxilato de alcohol, etoxilato de nonilfenol,
alquilpoliglucésido, 6xido de alquildimetilamina, monoetanolamida de &cido graso etoxilado, monoetanolamida de
acido graso, polihidroxi alquil amida de acido graso, o derivados N-acilo N-alquilo de glucosamina ("glucamidas").

[0221] La composicion detergente puede incluir 0% a 65 % de mejorador de detergentes o de agente
complejante tal como zeolita, difosfato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, &cido nitrilotriacético, acido
etilendiaminotetraacético, acido dietilentriaminopentaacético, acido alquilo o alquenilsuccinico, silicatos solubles
o silicatos estratificados (por ejemplo, SKS-6 de Hoechst). La composicidn detergente puede incluir uno o varios
polimeros, tales como carboximetilcelulosa, poli(vinilpirrolidona), poli(etilenglicol), poli(vinil alcohol),
poli(vinilpiridina-N-6xido), poli(vinilimidazol), policarboxilatos tales como poliacrilatos, copolimeros de &cido
maléico/acrilico y copolimeros acido lauril metacrilato/acrilico.

[0222] El detergente puede contener un sistema de blanqueo, que puede incluir una fuente de H»O- tal como
perborato o percarbonato, que se puede combinar con un activador de blanqueo formador de peracido tal como
tetraacetiletilendiamina o nonanoiloxibencenosulfonato. De forma alternativa, el sistema de blanqueo puede
comprender peroxiacidos de, por ejemplo, tipo amida, imida o sulfona.

[0223] La(s) enzima(s) de la composicion detergente se pueden estabilizar utilizando agentes estabilizadores
convencionales, por ejemplo, un poliol tal como propilenoglicol o glicerol, un azicar o un polialcohol, &cido
lactico, acido borico, o un derivado de &cido bdrico, por ejemplo, un éster de borato aromatico, o un derivado de
acido fenilborénico tal como &cido borénico 4-formilfenil, y la composicidon se puede formular como se describe
en, por ejemplo, WO 92/19709 y WO 92/19708.

[0224] La composicion detergente también puede contener otros ingredientes de composiciones detergentes
convencionales, tales como suavizantes de tejidos, arcillas, potenciadores de espuma, supresores de espuma,
agentes anticorrosivos, agentes de suspensién de suciedad, agentes de redeposicion anti suciedad, tintes,
bactericidas, blanqueadores 6pticos, hidrotropos, inhibidores de decoloracion o perfumes.

[0225] La variante de a-amilasa se deberia presentar en una cantidad efectiva, que se puede determinar
facilmente utilizando los ensayos descritos en el presente documento. Como punto de partida, se contempla que
se aflada una (o varias) variante(s) de a-amilasa en una cantidad correspondiente a 0,01-100 mg de proteina
enziméatica por litro de solucion de lavado, y preferiblemente aproximadamente 0,1-1 mg de proteina enzimética
por litro de solucién de lavado. Un ejemplo de cantidad es aproximadamente 0,055 mg de proteina enzimatica
por litro de solucién de lavado.

[0226] Ejemplos de composiciones detergentes para lavavajillas incluyen lo siguiente:

1) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO EN POLVO

Surfactante no iénico 0,4-25%
Metasilicato de sodio 0-20 %
Disilicato de sodio 3-20%

33



ES 2 527 645 T3

Trifosfato de sodio 20-40 %
Carbonato de sodio 0-20 %
Perborato de sodio 2-9%
Tetraacetiletilenodiamina (TAED) 1-4%
Sulfato de sodio 5-33 %
Enzimas 0,0001-0,1 %

2) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO EN POLVO

Surfactante no iénico (p. €j., etoxilato de alcohol)
Disilicato de sodio

Carbonato de sodio

Fosfonato de sodio

Dihidrato de citrato trisédico

Acetato de nitrilotrisodio (NTA)

Monohidrato de perborato sddico
Tetraacetiletilenodiamina (TAED)

Polimero de poliacrilato (p. €j., copolimero de acido maléico/acido acrilico)

Enzimas
Perfume
Agua

3) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO EN POLVO

Surfactante no iénico

Disilicato de sodio

Citrato de sodio

Carbonato de sodio

Bicarbonato de sodio
Monohidrato de perborato sédico
Tetraacetiletilenodiamina (TAED)
Copolimero de acido maléico/acido acrilico
Arcilla

Acidos poliaminicos

Poliacrilato de sodio

Enzimas

4) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO EN POLVO

Surfactante no iénico

Zeolita MAP

Disilicato de sodio

Citrato de sodio

Carbonato de sodio

Monohidrato de perborato sédico
Tetraacetil etileno

Polimero diamina (TAED)
Copolimero de acido maléico/acido acrilico
Fosfonato orgéanico

Arcilla

Enzimas

Sulfato de sodio

5) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO EN POLVO

Surfactante no iénico
Disilicato de sodio
Citrato de trisodio
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0,5-2,0 %
25-40 %
30-55 %
0-29 %
0-20 %
0-15 %
0-6 %
0-5%
1-3%
0-20 %
0-8 %
0,0001-0,1 %

1-2%
15-42 %
30-34 %
0-12%
0-20 %
7-15 %
0-3%
0-4 %
0-5%
0-4 %
1-2%
0,0001-0,1 %
Balance

1-7%
18-30 %
10-24 %

1-2%
2-30 %
10-50 %
0-5%
9-30 %
0-20 %
5-10 %
1-2%
6-25 %
0,0001-0,1 %
0,1-0,5%
5-10 %
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Carbonato de sodio 12-20 %
Monopersulfato (2 KHSOs.KHSO4.K2SO04) 15-21 %
Estabilizador de blanqueo 0,1-2%
Copolimero de acido maléico/acido acrilico 0-6 %
Pentaacetato de dietilentriamina, sal de pentasodio 0-2,5%
Enzimas 0,0001-0,1 %
Sulfato de sodio, agua Balance

6) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS EN POLVO Y LIQUIDO CON SISTEMA SURFACTANTE DE LIMPIEZA

Surfactante no iénico
Octadecil dimetilamina N-6xido dihidrato

0-1,5%
0-5%

80:20 en wt. de mezcla C18/C16 de octadecil dimetilamina N-Oxido dihidrato y 0-4%

hexadecildimetilamina N-6xido dihidrato

70:30 en wt. de mezcla C18/C16 de octadecil bis (hidroxietil)amina N-6xido anhidro y hexadecil 0-5 %

bis (hidroxietil)amina N-6xido anhidro

Etoxisulfato de alquilo C13-C1s con un grado medio de etoxilacion de 3

Etoxisulfato de alquilo C12-C1s con un grado medio de etoxilacién de 3

Etoxilato de alcohol C13-C15 con un grado medio de etoxilacion de 12

Una mezcla de etoxilatos de alcoholes C12-C15 con un grado medio de etoxilacion de 9
Una mezcla de etoxilatos de alcoholes C13-Cis con un grado medio de etoxilacion de 30
Disilicato de sodio

Tripolifosfato de sodio

Citrato sddico

Acido citrico

Carbonato de sodio

Monohidrato de perborato sddico

Tetraacetiletilenodiamina (TAED)

Copolimero de acido maléico/acido acrilico

Sulfato de sodio

Enzimas

7) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO LIQUIDO NO ACUOSO

Surfactante no iénico liquido (p. ej., etoxilatos de alcohol)

Silicato de metal alcalino

Fosfato de metal alcalino

Portador liquido seleccionado de glicoles, poliglicoles, polidxidos y glicoléteres superiores
Estabilizador (p. €j., un éster parcial de acido fosforico y un alcanol C16-Cisg)

Supresor de espuma (p. €j., silicona)

Enzimas

8) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS LIQUIDO NO ACUOSO

Surfactante no iénico liquido (p. ej. etoxilatos de alcohol)
Silicato soédico

Carbonato de metal alcalino

Citrato sédico

0-10 %
0-5%
0-5%
0-6,5 %
0-4 %
0-33 %
0-46 %
0-28 %
0-29 %
0-20 %
0-11,5%
0-4 %
0-7,5%
0-12,5 %
0,0001-0,1 %

2,0-10,0 %
3,0-15,0 %
20,0-40,0 %
25,0-45,0 %
0,5-7,0%
0-1,5%
0,0001-0,1 %

2,0-10,0 %
3,0-15,0 %
7,0-20,0 %
0,0-1,5%

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

de bajo peso molecular)

Polimero de poliacrilato de bajo peso de molécula

Espesante de gel de arcilla (p. €j., bentonita)

Polimero de hidroxipropilcelulosa

Enzimas

Portador liquido seleccionado de licoles, poliglicoles, poliéxidos y glicoléteres superiores

9) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO LIQUIDO TIXOTROPICO
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5,0-15,0 %
0,0-10,0 %
0,0-0,6 %
0,0001-0,1 %
Balance



5

10

ES 2 527 645 T3

Acido graso C12-Ci4

Surfactante de copolimero de bloque
Citrato sddico

Tripolifosfato de sodio

Carbonato de sodio

Tristearato de aluminio

Sulfonato de cumeno sdédico
Espesante de poliacrilato

Poliacrilato de sodio

Acido borico

Formiato sédico

Formiato de calcio

N-decidifenil 6xido disulfonato de sodio
Monoetanolamina (MEA)

Hidroxido sédico (50%)
1,2-Propanodiol

Enzimas

Supresor de espuma, tinte, perfumes, agua

10) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO LIQUIDO

Etoxilato de alcohol

Sulfonato de éster de &cido graso
Dodecilsulfato sodico
Poliglucosida de alquilo

Acido oleico

Monohidrato de disilicato de sodio
Dihidrato de citrato sodico
Estearato de sodio

Monohidrato de perborato sédico
Tetraacetiletilenodiamina (TAED)
Copolimero de acido maléico/acido acrilico
Enzimas

0-0,5 %
1,5-15,0%
0-12 %
0-15%
0-8 %
0-0,1 %
0-1,7 %
1,32-25%
2,4-6,0 %
0-4,0 %
0-0,45 %
0-0,2 %
0-4,0%
0-1,86 %
1,9-9,3 %
0-9,4 %
0,0001-0,1 %
Balance

0-20 %
0-30 %
0-20 %
0-21 %
0-10 %
18-33 %
18-33 %
0-2,5%
0-13 %
0-8 %
4-8 %
0,0001-0,1 %

11) COMPOSICION DE LAVAVAJILLAS AUTOMATICO LIQUIDO QUE CONTIENE

BLANQUEADORAS PROTEGIDAS

Silicato sodico

Pirofosfato de tetrapotasio

Trifosfato de sodio
Carbonato potéasico

Particulas blanqueadoras protegidas, p. €j., clorina

Espesante polimérico
Hidréxido potasico
Enzimas

Agua

5-10 %
15-25 %

0-2 %

4-8 %

5-10 %
0,7-1,5%
0-2 %
0,0001-0,1 %
Balance

PARTICULAS

12) Composiciones de lavavajillas automatico segun se describe en 1), 2), 3), 4), 6) y 10), en las que el perborato

se sustituye por percarbonato.

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

VIl. Métodos para medir las propiedades de las a-amilasas

[0227] Esta seccion describe ensayos basicos para medir las propiedades de las a-amilasas. Se describen

ensayos adicionales en la seccion de Ejemplos,
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A. Ensayos de seleccién de filtro

[0228] Los siguientes ensayos se pueden utilizar para seleccionar variantes de a-amilasa de tipo SPEZYME®
Xtra que tienen estabilidad alterada con un pH alto o bajo y/o bajo condiciones de agotamiento de ca* en
comparacion con la enzima original y la a-amilasa de tipo SPEZYME® Xtra.

1. Ensayo de filtro con pH alto

[0229] Se colocan genotecas de Bacillus en placas en un sandwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher &
Schuell, Dassel, Alemania) y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) en
placas de TY agar con 10 micro g/ml de kanamicina a 37°C durante al menos 21 horas. La capa de acetato de
celulosa se localiza en la placa de TY agar.

[0230] Cada sandwich de filtro se marca especificamente con una aguja después de colocarlo en placas, pero
antes de la incubacién, con el objetivo de poder localizar las variantes positivas en el filtro, y el filtro de
nitrocelulosa con las variantes ligadas se transfiere a un recipiente con tampdén de glicina-NaOH, pH 8.6-10.6 y
se incuba a temperatura ambiente (se puede alterar de 10 °C a 60 °C) durante 15 min. Los filtros de acetato de
celulosa con colonias se almacenan en las placas TY a temperatura ambiente hasta su uso. Tras la incubacion,
se detecta actividad residual en las placas que contienen 1 % de agarosa, 0,2 % de almidon en tampén de
glicina-NaOH, pH 8.6-10.6. Las placas de ensayo con filtros de nitrocelulosa se marcan de la misma manera que
el sdndwich de filtro y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de eliminar los filtros, las
placas de ensayo se tifien con una solucién de Lugol al 10 %. Las variantes que degradan el almidon se detectan
como manchas blancas en fondo azul oscuro y luego se identifican en las placas de almacenamiento. Las
variantes positivas se reseleccionan dos veces bajo las mismas condiciones que la primera seleccion.

2. Ensayo de filtro con calcio bajo

[0231] Se colocan genotecas de Bacillus en placas en un sandwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher &
Schuell, Dassel, Alemania) y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) en
placas de TY agar con un antibidtico pertinente, por ejemplo, kanamicina o cloranfenicol, a 37°C durante al
menos 21 horas. La capa de acetato de celulosa se localiza en la placa de TY agar.

[0232] Cada sandwich de filtro se marca especificamente con una aguja después de colocarlo en placas, pero
antes de la incubacion, con el objetivo de poder localizar las variantes positivas en el filtro, y el filtro de
nitrocelulosa con las variantes ligadas se transfiere a un recipiente con tampén de carbonato/bicarbonato, pH
8.5-10 y con diferentes concentraciones de EDTA (0,001 mM - 100 mM). Los filtros se incuban a temperatura
ambiente durante 1 hora. Los filtros de acetato de celulosa con colonias se almacenan en las placas TY a
temperatura ambiente hasta su uso. Tras la incubacion, se detecta actividad residual en las placas que contienen
1 % de agarosa, 0,2 % de almidon en tampdn de carbonato/bicarbonato, pH 8.5-10. Las placas de ensayo con
filtros de nitrocelulosa se marcan de la misma manera que el sandwich de filtro y se incuban durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después de eliminar los filtros, las placas de ensayo se tifien con una solucion de Lugol al
10 %. Las variantes que degradan el almidon se detectan como manchas blancas en fondo azul oscuro y luego
se identifican en las placas de almacenamiento. Las variantes positivas se reseleccionan dos veces bajo las
mismas condiciones que la primera seleccion.

3. Ensayo de filtro con pH bajo

[0233] Se colocan genotecas de Bacillus en placas en un sandwich de acetato de celulosa (OE 67, Schleicher &
Schuell, Dassel, Alemania) y filtros de nitrocelulosa (Protran-Ba 85, Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) en
placas de TY agar con 10 micro g/ml de cloranfenicol a 37°C durante al menos 21 horas. La capa de acetato de
celulosa se localiza en la placa de TY agar.

[0234] Cada sandwich de filtro se marca especificamente con una aguja después de colocarlo en placas, pero
antes de la incubacion, con el objetivo de poder localizar las variantes positivas en el filtro, y el filtro de
nitrocelulosa con las variantes ligadas se transfiere a un recipiente con tampén de citrato, pH 4.5 y se incuba a
80 °C durante 20 min (cuando se seleccionan variantes en la estructura principal natural) o a 85 °C durante 60
minutos (cuando se seleccionan variantes de la a-amilasa original). Los filtros de acetato de celulosa con
colonias se almacenan en las placas TY a temperatura ambiente hasta su uso. Tras la incubacion, se detecta
actividad residual en las placas de ensayo que contienen 1 % de agarosa, 0,2 % de almidén en tamp6n de
citrato, pH 6.0. Las placas de ensayo con filtros de nitrocelulosa se marcan de la misma manera que el sGndwich
de filtro y se incuban durante 2 horas a 50 °C. Después de eliminar los filtros, las placas de ensayo se tifien con
una solucién de Lugol al 10 %. Las variantes que degradan el almiddn se detectan como manchas blancas en
fondo azul oscuro y luego se identifican en las placas de almacenamiento. Las variantes positivas se
reseleccionan dos veces bajo las mismas condiciones que la primera seleccién.

3. Eleccién secundaria

[0235] Los transformantes positivos después de la reseleccion se eligen de la placa de almacenamiento y se
analizan en un ensayo de placas secundario. Los transformantes positivos se cultivan durante 22 horas a 37°C
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en 5 ml de LB + cloranfenicol. El cultivo de Bacillus de cada transformante positivo y como control un clon que
expresa la estructura principal correspondiente se incuban en un tampén de citrato, pH 4.5 a 90°C y se toman
muestras a los 0, 10, 20, 30, 40, 60 y 80 minutos. Se mancha una muestra de 3 pL en una placa de ensayo. La
placa de ensayo se tinta con una solucién de Lugol al 10%. Las variantes mejoradas se ven como variantes con
mayor actividad residual (detectada como halos en la placa de ensayo) que la estructura principal. Las variantes
mejoradas se determinan mediante secuenciacién de nucleétidos.

B. Ensayo de estabilidad de variantes no purificadas

[0236] La estabilidad de las variantes se puede ensayar como sigue: los cultivos de Bacillus que expresan las
variantes para analizar se cultivan durante 21 horas a 37 °C en 10 ml de LB + cloranfenicol. Se mezclan 800 pL
del cultivo con 200 pL de tampodn de citrato, pH 4.5. Un nimero de alicuotas de 70 pL correspondientes al
numero de puntos en el tiempo de la muestra se preparan en tubos de PCR y se incuban a 70 °C o 90 °C para
varios puntos en el tiempo (normalmente 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos) en una maquina de PCR. La muestra de
0 minutos no se incuba a alta temperatura. La actividad en la muestra se mide transfiriendo 20 pyL a 200 pL del
sustrato PNP-G7 de a-amilasa MPR3 (Boehringer Mannheim Cat. n® 1660730) como se describe mas adelante
en el texto en “Ensayos para la actividad de a-amilasa”. Los resultados se representan como porcentaje de
actividad (con relacién al punto en el tiempo 0) en funcién del tiempo, 0 se expresan como porcentaje de
actividad residual después de la incubacion durante un cierto periodo de tiempo.

C. Fermentacion y purificacion de las variantes de a-amilasa

[0237] Una cepa de B. subtilis que contiene el plasmido de expresion pertinente se puede fermentar y purificar
como sigue: La cepa se mancha sobre una placa de LB agar con 10 pg/ml de kanamicina de un caldo a -80 °C, y
se cultiva durante toda la noche a 37 °C. Las colonias se transfieren a medios de 100 ml PS-1 complementados
con 10 micro g/ml de cloranfenicol en un matraz de agitacion de 500 ml. El cultivo se agita a 37 °C a 270 rpm
durante 5 dias.

Composicion del medio PS-1:

Azlcar en perlas 100 g/l
Harina de soja 40 g/l
NazHPO,,12 H,0O 10 g/l
Pluronic ™ PE 6100 0,14/
CaCOs 59/

[0238] Las células y los restos celulares se extraen del caldo de fermentacion mediante centrifugado a 4500 rpm
en 20-25 minutos. Después, el sobrenadante se filtra para obtener una solucion completamente transparente. El
filtrado se concentra y se lava en un filtro UF (membrana de corte de 10.000 MW) y el tamp6n se cambia a
20 mM de acetato, pH 5.5. El filtrado UF se aplica en una S-sefarosa FF y se lleva a cabo la elucién mediante
una elucién por etapas con 0,2 M de NaCl en el mismo tampén. El eluato se dializa contra 10 mM de Tris, pH 9.0
y se aplica en una Q-sefarosa FF y se eluye con un gradiente lineal de 0-0,3 M de NaCl sobre volimenes de 6
columnas. Las fracciones que contienen la actividad (medidas mediante el ensayo Phadebas) se agrupan, se
ajusta el pH a pH 7.5 y el color restante se extrae mediante un tratamiento con 0,5 % en peso/volumen de carbdn
activo durante 5 minutos.

D. Determinacion de la actividad especifica

[0239] La actividad especifica se determina utilizando el ensayo PHADEBAS® (Pharmacia) como actividad/mg
de enzima. Se siguen las instrucciones del fabricante (véase también a continuacion en “Ensayo para la actividad
de a-amilasa”).

E. Determinacion del punto isoeléctrico

[0240] El pl se determina mediante isoelectroenfoque (por ejemplo, Pharmacia, Anfolina, pH 3.5-9.3).
F. Determinacion de la estabilidad

[0241] La estabilidad de la amilasa se puede medir utilizando el método como sigue:

[0242] La enzima se incuba bajo las condiciones pertinentes. Las muestras se toman en diversos momentos, por
ejemplo, después de 0, 5, 10, 15 y 30 minutos y se diluyen 25 veces (misma dilucién para todas las muestras
tomadas) en un tampén de ensayo (50 mM de tampédn Britton pH 7.3) y la actividad se mide utilizando el ensayo
Phadebas (Pharmacia) bajo condiciones estandar pH 7.3, 37°C.

[0243] La actividad medida antes de la incubacion (0 minutos) se utiliza como referencia (100%). El descenso del
porcentaje se calcula como una funcién del tiempo de incubacién. La tabla muestra la actividad residual después
de, por ejemplo, 30 minutos de incubacion.
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G. Ensayos para la actividad de a-amilasa
1. Ensayo PHADEBAS®

[0244] La actividad a-amilasa se determina mediante un método que emplea tabletas de Phadebas® como
sustrato. Los tabletas de Phadebas (Phadebas® Amylase Test, suministrado por Pharmacia Diagnostic)
contienen un polimero de almidén de color azul insoluble reticulado, que ha sido mezclado con albumina de
suero bovino y una sustancia del tampén y colocado en tabletas.

[0245] Para cada medicion individual se suspende una tableta en un tubo que contiene 5 ml de tampdn Britton-
Robinson de 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 se lleva a cabo en un bafio termostatico a la
temperatura de interés. La a-amilasa que se ha de evaluar se diluye en x ml de 50 mM de tampén Britton-
Robinson. Se afiade 1 ml de esta solucién de a-amilasa a 5 ml de tampdn Britton-Robinson de 50 mM. El
almiddn se hidroliza mediante la a-amilasa dando fragmentos azules solubles. La absorbancia de la solucion azul
resultante, medida espectrofotométricamente a 620 nm, es una funcién de la actividad de a-amilasa.

[0246] Es importante que la absorbancia de 620 nm medida después de 10 6 15 minutos de incubacion (tiempo
de la prueba) esté en el intervalo de 0,2 a 2,0 unidades de absorbancia a 620 nm. En este intervalo de
absorbancia existe una linealidad entre la actividad y la absorbancia (ley de Lambert-Beer). La dilucion de la
enzima debe ajustarse por consiguiente para adaptarse este criterio. Bajo un conjunto especifico de condiciones
(temp., pH, tiempo de reaccion, condiciones del tampon) 1 mg de una a-amilasa dada hidrolizar4 una cantidad
determinada de sustrato y se producira un color azul. La intensidad del color se mide a 620 nm. La absorbancia
medida es directamente proporcional a la actividad especifica (actividad/mg de proteina de a-amilasa pura) de la
a-amilasa en cuestion bajo el conjunto de condiciones dadas.

2. Método alternativo

[0247] La actividad de la a-amilasa se determina mediante un método que emplea el sustrato PNP-G7. PNP-G7,
gue es una abreviatura de p-nitrofenil-a,D-maltoheptaosido, es un oligosacéarido bloqueado que puede escindirse
mediante una endoamilasa. Después de la escision, la a-Glucosidasa incluida en el kit asimila el sustrato para
liberar una molécula de PNP libre que tiene un color amarillo y, de este modo, se puede medir por
espectofometria visible a A=405 nm (400-420 nm). Los kits que contienen el sustrato PNP-G7 y la a-Glucosidasa
son fabricados por Boehringer-Mannheim (n° cat. 1054635).

[0248] Para preparar la soluciéon del reactivo se afiaden 10 ml del sustrato/solucion de tampon a 50 ml de
enzima/solucion de tampon segun recomienda el fabricante. El ensayo se lleva a cabo transfiriendo una muestra
de 20 pL a una placa de microtitulacién de 96 pocillos y se incuba a 25 °C. Se afiaden 200 pL de la solucién del
reactivo pre-equilibrada a 25 °C. La solucion se mezcla y se preincuba 1 minuto y se mide la absorcion cada 30
segundos durante 4 minutos a una densidad optica (OD, por sus siglas en inglés) de 405 nm en un lector ELISA.

[0249] La pendiente de la curva de absorcion en funcion del tiempo es directamente proporcional a la actividad
de la a-amilasa en cuestidn bajo el conjunto de condiciones dado.

H. Determinacion de sensibilidad a LAS

[0250] La variante se incuba con diferentes concentraciones de LAS (alquilbencensulfonato lineal; Nansa
1169/P) durante 10 minutos a 40 °C. La actividad residual se determina mediante el método de ensayo
PHADEBAS® o el método alternativo que emplea el sustrato PNP-G7. El LAS se diluye en un tamp6n de fosfato
de 0,1 M, pH 7.5. Se utilizan las siguientes concentraciones: 500 ppm, 250 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm y
10 ppm o no se utiliza LAS.

[0251] La variante se diluye en los diferentes tampones de LAS a una concentracion de 0,01-5 mg/l en un
volumen total de 10 ml y se incuba durante 10 minutos en un bafio termostatico con temperatura controlada. La
incubacién se detiene al transferir una alicuota pequefia en el tampén de ensayo frio. Es importante que durante
la medicidn de la actividad la concentracion de LAS esté por debajo de 1 ppm, para no afectar la medicion de
actividad.

[0252] Entonces se determina la actividad residual por duplicado utilizando el ensayo PHADEBAS® o el método
alternativo antes mencionados. La actividad se mide después de la sustraccion del blanco. La actividad sin LAS
es 100 %.

G. Determinacién de la actividad de fitasa (FTU)

[0253] La actividad de fitasa (FTU) se mide liberando fosfato inorganico. El fosfato inorganico forma un
compuesto amarillo con reactivo vanadato/molibdato acido y el compuesto amarillo se mide a una longitud de
onda de 415 nm en un espectrofotdometro y el fosfato inorganico liberado se cuantifica con una curva estandar de
fosfato. Una unidad de fitasa (FTU) es la cantidad de enzima que libera 1 micromol de fosfato inorganico de fitato
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por minuto bajo las condiciones de reaccién dadas en la norma europea (CEN/TC 327,2005-TC327WI
003270XX).

H. Determinacion del contenido de acido fitico

[0254] Para determinar el contenido de acido fitico, se extrajo acido fitico de una muestra ajustando el pH de la
suspension al 5 % (si se trata de una muestra seca) a pH 10 y se determiné después mediante un método de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) utilizando una columna de intercambio de
iones. El &cido fitico se eluyd de la columna utilizando un sistema de gradiente de NaOH. Se calculé entonces el
contenido de acido fitico en el liquido comparandolo con un estandar de acido fitico.

[0255] Las presentes composiciones y métodos se describen con mas detalle en los siguientes ejemplos que no
pretenden limitar de ninguna manera el alcance de la invencién.

EJEMPLOS

[0256] En la descripcién y en la seccién experimental que sigue, se aplican las siguientes abreviaciones: wt%
(concentracion porcentual en peso); °C (grados Centigrados); H,O (agua); dH.O (agua desionizada); dIH,O
(agua desionizada, filtracién Milli-Q); g o gm (gramos); ug (microgramos); mg (miligramos); kg (kilogramos); pL y
pl- (microlitros); mL y ml (mililitros); mm (milimetros); pum (micrometros); M (molar); mM (milimolar); puM
(micromolar); U (unidades); MW (peso molecular); seg (segundos); min(s) (minuto/minutos); hr(s) (hora/horas);
DO (oxigeno disuelto); W/V (peso/volumen); W/W (peso/peso); VIV (volumen/volumen); IKA (IKA Works Inc.
2635 North Chase Parkway SE, Wilmington, NC); Genencor (Danisco US Inc, Genencor Division, Palo Alto, CA);
Ncm (Newton centimetro) y ETOH (etanol). eq (equivalentes); N (normal); ds o DS (contenido de residuo seco),
SAPU (unidad de proteasa de &cido espectrofotométrico, en la que 1 SAPU es la cantidad de actividad de
enzima de proteasa que libera un micromol de tirosina por minuto a partir de un sustrato de caseina bajo
condiciones del ensayo) y GAU (unidad de glucoamilasa, que se define como la cantidad de enzima que
producird 1 g de azlcar reductor calculado como glucosa por hora a partir de un sustrato de almidén soluble con
pH 4.2y a 60 °C).

Ejemplo 1. Construccion de variantes

[0257] Las variantes en la secuencia madura de AmyS se construyeron utilizando un enfoque de sitio dirigido.
Por ejemplo, las variantes en la posicion S242 se construyeron como sigue:

[0258] La plantilla para la mutagénesis fue pHPLT-AmyS metilada (véase la Figura 2) utilizando dam-Metilasa de
New England Biolabs (Massachusetts). Los cebadores degenerados (S242F (progresivo) y S242R (inverso),
dados a continuacion) se sintetizaron y se diluyeron a 10 pM en Operon (Huntsville, AL) con secuencias
progresivas e inversas complementarias que contenian ambas un fosfato 5' para la ligacion en la reaccion. La
secuencia de la a-amilasa original se muestra como SEQ ID N° 2. Las genotecas se crearon con el kit QUIK-
CHANGE™ Multi-sitio de Stratagene (Stratagene, La Jolla CA) utilizando cebadores de oligonucledtido
distribuidos de forma aleatoria con NN(G/C) en la posicién de destino. El amino&cido seleccionado (por ejemplo,
S242) se reemplazo aleatoriamente con las 19 alternativas posibles.

[0259] Cebadores S242 para mutagénesis:

S242 F: 5'-[Phos]GTCAAGCATATTAAGTTCNNSTTTTTTCCTGATTGGTTG-3' SEQ ID N° 17
S242 R: 5'-[Phos] CAACCAATCAGGAAAAAASNNGAACTTAATATGCTTGAC-3' SEQ ID N° 18
[0260] La reaccion se llevo a cabo como sigue:

Reaccién Quik-Change:

[0261] La reaccién consistié en 18 uL de H,O destilada estéril, 2,5 pL de tampén 10x del kit, 1 uL de dNTPs del
kit, 1,25 uL de los cebadores progresivos (de 10 uM de caldo), 1,25 uL de los cebadores inversos (de 10 uM de
caldo), 1 uL de plasmido de ADN pHPLT-AmyS como plantilla (~70 ng), y 1 pL de la mezcla enzimatica del kit
para un total de 26,5 pL.

Condiciones del ciclo:

[0262] Las condiciones del ciclo fueron 95 °C durante 1 min una vez, después 95 °C durante 1 min, 55 °C
durante 1 min, 65 °C durante 10 min para 25 ciclos. Se afiadié un pL de Dpn | (10 U/pL) a la mezcla de reaccion
Quik-Change Multi-sitio y se incub6 a 37 °C durante 18 horas y después se afiadieron otros 0,5 pl durante 3
horas adicionales.

[0263] Se utilizé un pL de la reaccién digerida con Dpnl como plantilla para la amplificacién en circulo rodante
con el kit de amplificacion Templiphi (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y la reaccion se llevé a cabo de
acuerdo con el protocolo de Amersham. Se transformé un pL de ADN de circulo rodante en 100 pL de células
competentes de Bacillus subtilis (dos proteasas de cepa de B. subtilis eliminada (AaprE, AnprE,
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amyE::xylRPxylAcomK-phleo)) y se agit6 a 37 °C durante 1 hora. La transformacion completa se coloc6 después
en placas de LA + 10 ppm de Neo + almidén insoluble al 1 % (25 uL en una placa, 75 pL en otra placa) y se
incubé durante la noche a 37 °C. Se recogieron 96 transformantes en 150 pL de LB + 10 ppm de Neo en una
placa de microtitulacién y se cultivaron durante la noche a 37 °C. La placa de la noche se estamp6 en una placa
grande de LA + 10 ppm de Neo + almiddn insoluble al 1 % con una herramienta de replicacion de 96 pocillos y se
envié a Quintara Biosciences (Berkeley, CA, USA) para PCR y secuenciacion de colonia.

[0264] Después de determinar las variantes de secuencias, éstas se recogieron en una placa de microtitulacion
de 96 pocillos que contenia 125 uL de LB + 10 ppm de Neo, disponiendo las variantes en un formato cuadruple
con controles. La placa de microtitulacion dispuesta se cultivd durante 6 horas a 37 °C y a 250 rpm. Utilizando
una herramienta de replicacion (Enzyscreen, Leiden, Paises Bajos) se utilizd la placa del cultivo de
microtitulaciéon para inocular una nueva placa de microtitulacion (placa de microtitulacién y tapas de la placa de
Enzyscreen, Leiden, Paises Bajos) que contenia 150 uL de medio MBD para la expresion de la proteina (G.
Vogtentanz et al., A Bacillus subtilis fusion protein system to produce soybean Bowman-Birk protease inhibitor,
Prot. Expr. & Purif., 55 (2007) 40-52) y complementada con 5 mM de CaCl, para la expresion de la proteina. Las
placas de expresion se cultivaron durante 64 horas a 37 °C, 250 rpm y 70 % de humedad. Los cultivos de
expresion se filtraron después mediante una placa de microfiltro (0,22 um, Millipore, Billerica, MA) y se cribaron
por termoestabilidad mejorada (véase el Ejemplo 3).

Genotecas de AmyS

[0265] Se realizaron genotecas de evaluacion de sitio para las siguientes variantes de AmysS:

P17, D19, T21, N28, S51, G72, V74, A82, Q86, Q89, A93, W115, D117, P123, S124, D125, N127, 1130,
G132, Q135, P145, G146, G148A, S153A, Y159, W166, S169, K171, R179, G180,1181, G182, K183, W187,
G194, P209, N224, S242, P245, G256, D269, N271, T278, N281, G302, A304, R308, T321, Q358, P378,
S382, K383, T398, H405, T417, E418, P420, G421, P432, W437, Q443, G446, G454, S457, T459, T461,
S464, G474, R483.

Ejemplo 2. Expresion, purificacidn y caracterizacion de variantes

[0266] Las colonias se vetearon a partir de las placas de microtitulacion del Ejemplo 1 y se pusieron en placas de
almidon con 10 ppm de Neomicina. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C y se recogieron las
colonias individuales y se utilizaron para inocular matraces de agitacion (250 mL con 25 mL de medios de cultivo)
que contenian medios de cultivo (véase a continuacion) y 20 ppm de Neomicina. Estos se cultivaron a 37 °C, a
275 rpm, durante aproximadamente 8 horas (hasta que se alcanz6 una densidad 6ptica (OD) (600 nm) de 2,0).
Después de lo cual, los caldos de cultivo se mezclaron con 50 % de glicerol a una relacién de 2:1, se colocaron
en frascos de cultivo marcados individualmente y se congelaron a -80 °C. La subsiguiente produccién de las a-
amilasas seleccionadas se hizo a partir de estas concentraciones de glicerol.

[0267] Las fermentaciones de amilasas se llevaron a cabo en matraces de agitacion de 500 mL y se cultivaron a
37 °C durante 60 horas en un medio de cultivo de MOPS minimo (Neidhardt et al., J. Bacteriol. (1974)
119(3):736-747) con 1 % (peso/volumen) de Soytone. Las enzimas se purificaron del caldo de fermentacion
utilizando cromatografia de interaccion hidréfoba. En definitiva, el caldo se concentr6 10 veces, después se
diluyé de nuevo con 50 mM de MES, 2 mM de CaCl,, pH 6.8 con 1M de sulfato de amonio, y se filtr6 de forma
esteéril utilizando filtro de fibra de vidrio. Las muestras se cargaron entonces en una columna de alta densidad de
fenil sefarosa FF (20 x 95 mm; Amersham, GE Healthcare Bio-Sciences, Suecia) preequilibradas con el mismo
tampon. Las proteinas que no eran amilasa se eliminaron con 10 volimenes de columna del mismo tampén sin
sulfato de amonio seguido por 5 volimenes de columna de agua. Finalmente, se eluyeron las enzimas de interés
con 50 mM de MES, 2 mM de CaCl,, pH 6.8 que contenia 40 % de propilenglicol.

[0268] Las concentraciones de proteina se determinaron o mediante un método de densitometria en gel SDS
page cuantitativo estandar o mediante un ensayo de actividad que utilizaba un kit de ensayo de amilasa estandar
de Megazyme (Wicklow, Irlanda). Los ensayos se convirtieron usando una curva estandar generada utilizando la
amilasa purificada (amilasa de Bacillus 707; SEQ ID N° 6).

Ejemplo 3. Determinacion de propiedades alteradas: Tension térmica

[0269] Este ejemplo muestra que las variantes descritas en el presente documento pueden tener una propiedad
alterada en relacién con la a-amilasa original. Se llevé a cabo un cribado de estabilidad térmica de alto
rendimiento de variantes de a-amilasa de G. stearothermophilus (AmyS).

[0270] Se investigaron las condiciones de tensién por calor y se seleccionaron de tal forma que después de la
tension por calor la enzima natural inicial mostré aproximadamente 40 % de su actividad sin tension (es decir, la
actividad después de la tensién por calor/actividad antes de la tensién por calor fue de aproximadamente 0,4).
Las genotecas de mutantes se cribaron por cuadriplicado y los ganadores potenciales se identificaron como los
que mostraron una actividad residual después de la tension por calor que fue de al menos dos desviaciones
estandar mas que la actividad residual media de la enzima natural inicial.
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[0271] La expresion de la amilasa fue aproximadamente 100 ppm en los sobrenadantes del cultivo de las placas
de expresion. Después de 60-65 horas de cultivo a 37 °C en un agitador humidificado (a 250 rpm y 70 % de
humedad relativa), los sobrenadantes del cultivo se clarificaron para eliminar el material celular utilizando placas
de filtro. Los sobrenadantes clarificados se diluyeron 10 veces en un tampon que contenia 50 mM de NaOAc/2,6
mM de CaCl»/0,002 % de Tween-20, pH 5.8, a una concentracion final de aproximadamente 10 ppm. Se diluy6
ademas una alicuota del sobrenadante a 0,02 ppm, y se determind la actividad de las variantes enzimaticas
como se describe mas adelante utilizando un sustrato de almidén de maiz marcado de manera fluorescente. Se
sometié una segunda alicuota del sobrenadante a 30 minutos de tension por calor a 95 °C en un ciclador térmico,
antes de diluirse a 0,02 ppm en 50 mM de NaOAc/2,6 mM de CaCl,/0,002 % de Tween-20, pH 5.8 y se ensayo
para actividad residual utilizando el mismo sustrato fluorescente y el ensayo se describe mas adelante en el
texto.

[0272] La actividad de la amilasa se determiné utilizando el ensayo de amilasa EnzCheck esencialmente como
describe el fabricante (Invitrogen, San Diego CA). La concentracién final de la amilasa en el ensayo fue de
aproximadamente 0,02 ppm. El tampén del ensayo fue de 50 mM de NaOAc/2,6 mM de CacCl,/0,002 % de
Tween-20, pH 5.8. El sustrato fue el colorante fluorescente BODIPY conjugado de 100 pg/mL de almidon de
maiz de DQ™ (Invitrogen - Eugene, OR). La fluorescencia incrementada, que indica la actividad de la amilasa,
se midi6 utilizando un Spectomax M2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La reaccién se monitoriz6 a
temperatura ambiente durante 5 minutos con el instrumento grabando en modo cinético. La longitud de onda de
excitacion fue de 485 nm; la emision se monitorizé a 520 nm con un filtro de corte a 515 nm.

[0273] La AmyS natural (SPEZYME ® Xtra) mostro 33 % - 43 % de actividad residual después de someterse a
tension térmica durante 30 minutos a 95 °C. Las variantes de AmyS, S242A y S242Q, retuvieron 55 % - 65 %y
70 % - 80 % de actividades residuales, respectivamente, siguiendo las mismas condiciones de tension térmica.
Véase la Figura 3 y la Tabla 3-1. Estas mediciones de la actividad residual indican que las dos variantes son mas
termoestables que la a amilasa natural. Algunas variantes faltaban en las genotecas y se indican mediante
posicion de la letra con indicador de eliminacion de texto. En su lugar, se colocé la amilasa natural (SPEZYME ®
Xtra); (WT) indica que se colocé la amilasa natural en su lugar. Cada placa incluye SPEZYME® Xtra (designada
Z) como control.

Tabla 3-1. Porcentaje de actividades residuales de cada muestra de variantes.

Variantes % de actividad residual Promedio Desviacién estandar %CV
A 60,6 59,8 56,5 64,6 60,4 3,3 5
C 38,1 35,6 28,3 34,5 34,1 4,2 12
D 50,6 42,9 45,0 48,7 46,8 3,5 7

(WT) 45,3 38,6 39,5 40,7 41,0 3,0 7
(WT) 40,5 40,2 41,2 38,9 40,2 1,0 2
G 36,4 35,7 44,8 36,7 38,4 4,3 11
(WT) 34,9 36,9 37,0 42,1 37,7 3,0 8
| 20,9 26,7 27,5 17,2 23,1 4.9 21

K 22,6 21,5 19,3 24,5 22,0 2,2 10
L 34,9 30,7 34,5 30,7 32,7 2,3 7
M 35,3 37,3 38,3 41,3 38,1 2,5 7
(WT) 43,9 43,2 46,0 42,2 43,8 1,6 4
(WT) 33,8 | 3561 | 40,2 | 37,4 36,8 2,7 7
Q 80,6 71,0 75,9 71,5 74,8 4.5 6
R 9,6 4.5 6,1 54 6,4 2,2 35
(WT) 38,6 39,9 37,2 37,3 38,3 1,3 3
T 36,8 31,5 35,1 27,8 32,8 4,0 12
Vv 25,0 247 25,0 22,9 24.4 1,0 4
(WT) 32,7 37,5 36,3 38,8 36,3 2,6 7
(WT) 371 | 42,6 | 46,0 | 38,6 411 4,0 10
Z (Xtra) 38,8 41,5 42,5 32,7 38,9 4.4 11

Ejemplo 4. Determinacién de propiedades alteradas mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC,
por sus siglas en inglés)

[0274] Se purificaron SPEZYME® Xtra, S242A y S242Q del caldo de fermentacién de la matraz de agitacion
(véase el Ejemplo 2) utilizando cromatografia de interaccién hidrofoba. La proteina se eluyé de la columna en
forma purificada utilizando 50 mM de MES, pH 6.8, que contenia 40 % de propilenglicol y 2 mM de CaCl..
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[0275] Las curvas de capacidad de calor excesivo se midieron utilizando un microcalorimetro de exploracion
ultrasensible de alto rendimiento, VP-Cap DSC (MicroCal, Inc., Northampton, MA). El procedimiento estandar
para las mediciones DSC vy la teoria de la técnica se han publicado previamente en (Freire, E. (1995) Differential
Scanning Calorimetry Methods. Mol. Biol. 41, 191-218). Se examinaron aproximadamente 500 uL de 0,5 mg/mi
de a-amilasa natural de Bacillus stearothermophilus o las variantes S242S y S242Q (en ausencia y presencia de
2 mM de cloruro de calcio) en un intervalo de temperatura por encima de 30 °C - 120 °C. La misma muestra se
volvié a examinar después para comprobar la reversibilidad del proceso. Para la a-amilasa el proceso de
desarrollo térmico fue irreversible. El tampdn utilizado fue 10 mM de acetato de sodio, pH 5.5. Se utiliz6 un indice
de exploracion de 200 °C/hr para minimizar cualquier objeto que pudiera resultar de la agregacion. El punto
térmico medio (Tm, por su abreviacion del inglés) de las curvas DSC se utilizd6 como un indicador de la
estabilidad térmica. La Tabla 4-1 muestra los puntos de fusién térmicos para las proteinas de amilasa analizadas.
En la Figura 5 se muestran las curvas de fusion térmica y los puntos de fusion de la amilasa natural y de las
variantes de amilasa.

[0276] El desarrollo térmico de las variantes de amilasa S242A y S242Q en ausencia y presencia de 2 mM de
cloruro de calcio muestra un considerable aumento en los puntos de fusion de las variantes cuando se compara
con el de la amilasa natural. En ausencia de cloruro de calcio afiadido, la amilasa natural tiene un punto de fusion
térmico de 100,8 °C, mientras que los Tm de S242A y S242Q son 106,5 °C y 110,1 °C, respectivamente. De esta
manera, la sustitucion de S242 con A resulta en un aumento en el Tm de 5,7 °C; y la sustitucién de S242 con Q
resulta en un aumento en el Tm de 9,3 °C.

[0277] En presencia de 2 mM de cloruro de calcio, la amilasa natural caracterizada tiene un punto de fusion
térmico de 106,8 °C mientras los Tm para S242A y S242Q son 111,8 °C y 113,8 °C, respectivamente. De esta
manera, en presencia de 2 mM de cloruro de calcio, las tres proteinas mostraron valores de Tm aumentados. El
aumento de Tm en la amilasa natural y las variantes S242A fue 6 °C y 5,3 °C, respectivamente. El aumento de
Tm en las variantes S242Q fue 3,7 °C. Esto sugiere que la variante S242Q se estabiliza en menor medida
mediante calcio, o depende menos del calcio para la estabilidad. El aumento en el Tm de S242A y S242Q con
relacion a la amilasa natural en presencia de cloruro de calcio fue 5 °C y 3°C, respectivamente. Esto sugiere que
las propiedades termodinamicas de las variantes difieren de las de SPEZYME® Xtra, y es coherente con su
rendimiento mejorado en estudios de aplicacion (véase el Ejemplo 5).

Tabla 4-1
Tm (sin Ca2+) | Tm (con 2 mM Ca2+)
SPEZYME® Xtra | 100,8 106,8
S242A 106,5 111,8
S242Q 110,1 113,8

Ejemplo 5. Perfiles de actividad

[0278] Este ejemplo muestra que las variantes analizadas tienen perfiles de actividad alterados con relacion no
so6lo a la a-amilasa original sino también a una enzima estandar de la industria. Las determinaciones de proteina
se hicieron sobre muestras purificadas o en placas. Tanto a las variantes experimentales como a las a-amilasas
estandar se le administraron concentraciones de proteina iguales.

[0279] Cualquier variante en placa o purificada se diluyé a aproximadamente 20 ppm utilizando tampdén de acido
malico de pH 5.6. El sustrato consistio en 15 % de almidén de maiz en el mismo tampon de acido malico de 50
mM, pH 5.6. Se equilibraron 400 pL de la suspension de almidon a 70 °C durante 2,5 minutos. Después se
afadieron rapidamente 7 pL de la enzima diluida al almidén equilibrado (concentracién final de proteina de
aproximadamente 0,36 ppm). La mezcla de reaccidn se colocd entonces en un bloque de calentamiento por
agitacion precalentado a 85 °C y se mezcld a 300 rpm. Las reacciones se desactivaron con 50 pL de 125 mM de
NaOH a intervalos de tiempo predeterminados. Los tubos de reaccion se hicieron girar entonces y el
sobrenadante se diluy6 10 veces en 10 mM de NaOH, para analizar el perfil DP mediante HPAEC-PAD.

[0280] Las reacciones se establecieron a 4, 10 y 20 minutos. El area total de DP2 al final del proceso HPLC se
integré y el area se dividio por la proteina total y el tiempo de reaccion.

[0281] La reaccion de 4 minutos proporciona una indicacion de la rapidez con la que la enzima empieza a
descomponer el sustrato; la reaccion a los 10 minutos proporciona una indicacion de la actividad térmica de la
enzima, y la reaccién a los 20 minutos proporciona una indicacion de la estabilidad térmica de la enzima. Los
resultados se proporcionan en las Figuras 7 y 8.

Ejemplo 6. Licuefaccion en el viscosimetro

[0282] Este ejemplo muestra que las variantes S242A y S242Q del Ejemplo 3 que presentaron actividad residual
alterada con relacion a la amilasa natural original también tienen un rendimiento alterado con relacion a la a-
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amilasa original. Las variantes de a-amilasa del Ejemplo 2 se purificaron y se caracterizaron con respecto a
proteina total y actividad especifica antes de que se analizaran en la aplicacion.

[0283] La reduccion de la viscosidad de la harina de maiz debida a la accién de la a-amilasa se monitorizd
utilizando un instrumento HAAKE Viscotester 550. La suspension del sustrato se prepara nueva a diario a modo
de lotes con 30 % de residuos secos de harina de maiz. El pH se ajusté a 5.8 utilizando acido sulfdrico. Se
pesaron 50 g de la suspension (15 g de residuos secos) y se preincubaron, con agitacion, durante 10 minutos
para calentarlos hasta 70 °C. Después de la adicidon de la a amilasa la temperatura se elevd inmediatamente de
70 °C a 85 °C con una velocidad de rotacion de 75. Una vez que la temperatura de la suspensién y la mezcla
enzimatica alcanzé 85 °C, la temperatura se mantuvo constante y la viscosidad se monitorizé durante 30 minutos
mas. La viscosidad se midi6 a lo largo del proceso y se reporté en pyNm. A la AmyS natural, a la S242A y a la
S242Q se les administraron concentraciones de proteina iguales (20 o 30 pg/50 g de suspension de harina de
maiz).

[0284] La prueba de aplicacion del viscosimetro mostré que ambas variantes Amys, S242A y S242Q, tuvieron
mejor rendimiento que las a amilasas de referencia - LIQUOZYME® SC y SPEZYME® Xtra. Ambas variantes
exhibieron el pico de viscosidad baja caracteristico de SPEZYME® Xtra y la baja viscosidad final de
LIQUOZYME® SC. Cuando se carg6 a la menor concentracién de 20 pg de proteina total, las diferencias de los
picos de viscosidad més bajos de las variantes comparados con los de LIQUOZYME® SC se hicieron ain més
evidentes. Véanse las Figuras 9, 10 y 11.

Ejemplo 7. Licuefaccidon en un Jet Cooker (aparato de inyeccidn de vapor a presion)

[0285] EI maiz molido entero se suspendié en una suspension al 32 % (residuos secos de maiz) utilizando una
proporcion de 70:30 de agua con respecto a vinaza. El pH de la suspension se ajusté a pH 5.8 con 10 N de
NaOH. La suspension se calenté a 70 °C (158 °F) utilizando agua y vapor en una caldera con camisa calefactora.
Se afiadieron las enzimas de la licuefaccién (SPEZYME® Xtra, LIQUOZYME® SC o S242Q) y se calentd la
suspension a 85 °C (158 °F) durante aproximadamente 10 minutos. Después de 10 minutos adicionales de
incubacién a 85 °C, la suspension se hizo pasar por un jet-cooker mantenido a 107 °C (225 °F) con un tiempo de
retencién de 3 minutos utilizando un chorro grande de planta piloto (equipado con un hidrocalentador M103 de
Hydro-thermal Corp., Waukesha, Wisconsin). El licuado se recogid del chorro a presiéon y se colocé en un bafio
termostético a 85 °C. Se afiadié una segunda dosis de la enzima de licuefaccién después del chorro a presién. El
licuado se agit6 de forma continuada y se mantuvo a 85 °C durante 90 minutos. Se recogieron muestras a los 0,
30, 60 y 90 minutos. Todas las muestras se analizaron después del chorro a presion para determinar el DE
(utilizando el método Schoorls; método disponible previa solicitud), y la viscosidad (viscosimetro de tipo
Brookfield (Lab-line Instruments Inc. de Melrose Park, Illinois), eje de 3 a 20 rpm). La dosificacion de las enzimas
de licuefaccién antes y después del chorro a presion se indican en las siguientes Figuras como “X + Y”, donde X
representa el nUmero de unidades de enzima afiadidas antes del chorro a presion, e Y representa el nUmero de
unidades afiadidas al licuado después de pasar por el jet cooker. Los resultados se muestran en las Figuras 12 y
13.

Ejemplo 8. Efecto de la eliminacidn de la inhibicion del acido fitico en la termoestabilidad de la a amilasa

[0286] En este ejemplo se examind el efecto de la eliminacion de la inhibicion del &cido fitico en la
termoestabilidad de las a-amilasas termoestables licuefactantes.

A. Sin jet cooking (aplicacion de vapor a presion) (dosis de enzima individual)

[0287] Se prepard una suspensién de maiz molido entero (obtenido de Badger State Ethanol, Monroe, WI,
EE.UU.) con agua que contenia 30 % volumen/volumen de vinaza a una concentracion final de
aproximadamente 32 % de residuo seco. Los sélidos de maiz se prepararon en una caldera con camisa
calefactora. La suspension se mezcld bien y se midié el pH de la suspensién (pH 5.2) y se utilizd sin ajustes
adicionales de pH. Esta suspension se mezclé en una caldera con camisa calefactora y se llevo a la temperatura
de pretratamiento de 70 °C. Justo antes de alcanzar 70 °C, se afiadieron la enzima licuefactante, es decir, una
aamilasa (4 AAU por gramo de residuo seco de maiz) y una fitasa (4 FTU por gramo de residuo seco de maiz), y
se inici6 un temporizador para comenzar la incubacién o la etapa de licuefaccion primaria. La suspension se
incubd durante 30 minutos en presencia de la amilasa con o sin fitasa afiadida. La fitasa utilizada en este
experimento fue BP-17 (véase el texto anterior). Aunque la fitasa se afiadié al mismo tiempo que la a-amilasa en
este ejemplo, se puede afiadir antes de la amilasa.

[0288] La suspension tratada se coloco después en un bafio termostatico mantenido a 90 °C para iniciar la etapa
de licuefaccion secundaria (22 licuefaccion). Se tomaron muestras para analizar la viscosidad (mediante
Brookfield) y la DE (mediante Schoorls) a los 0, 30, 60 y 90 minutos. Los resultados se muestran en las Figuras
14y 15.

B. Con jet cooking (dosis de enzima fraccionada)
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[0289] Se prepard una suspension de maiz molido entero (obtenido de Badger State Ethanol, Monroe, WI,) con
agua que contenia 30 % volumen/volumen de vinaza a una concentracién final de aproximadamente 32 % de
residuo seco. Los solidos de maiz se prepararon en una caldera con camisa calefactora. La suspension se
mezcld bien y se midio el pH de la suspension (pH 5.2). Esta suspension se mezclé en una caldera con camisa
calefactora y se llevé a la temperatura de pretratamiento de 70 °C. Justo antes de alcanzar 70 °C, se afiadi6 la
enzima licuefactante, es decir, una variante de a-amilasa S242Q (3 AAU por gramo de residuo seco de maiz) y
se inici6 un temporizador para comenzar la incubacién o la etapa de licuefacciéon primaria. La suspension se
incub6 durante 30 minutos en presencia de la a-amilasa con o sin fitasa afiadida (4 FTU por gramo de residuo
seco de maiz). Aunque la fitasa se afiadié al mismo tiempo que la a-amilasa en este ejemplo, se puede afadir
antes de la amilasa.

[0290] La suspensién incubada se hizo pasar entonces por un jet cooker (225 °F; 107,2° C) que se precalentd a
la temperatura deseada utilizando vapor y agua. La suspensién se envié a través del chorro de vapor a presion a
la velocidad maxima (configuracién 1,5) de aproximadamente 4 litros/minuto. La utilizaciéon de los tres primeros
circuitos del serpentin de retencion dio como resultado un tiempo de retencion de poco méas de 3 minutos.
Después de desplazar toda el agua y de que la temperatura deseada se mantuviera estable, se recogié una
alicuota de masa de maiz solubilizada y se coloc6 en un bafio secundario (agitacion con varilla) a 85 °C para
iniciar la etapa de licuefaccion secundaria (22 licuefaccién). Se afiadié una segunda dosis de S242Q (1 AAU/gm
de residuo seco) y la licuefaccién continué durante 90 minutos mas. Se tomaron muestras para analizar la
viscosidad (mediante Brookfield) y la DE (mediante Schoorls) a los 0, 30, 60 y 90 minutos. Este licuado se utilizd
en el Ejemplo 10B.

C. Jet cooking, convencional

[0291] Se prepard una suspension de maiz molido entero (obtenido de Badger State Ethanol, Monroe, WI,) con
agua que contenia 30 % volumen/volumen de vinaza a una concentracion final de aproximadamente 32 % de
residuo seco. Los solidos de maiz se prepararon en una caldera con camisa calefactora. La suspension se
mezcl6 bien y se midié el pH de la suspension (pH 5.2) y se ajustd a pH 5.8 con NaOH diluido. Esta suspension
se mezcld en una caldera con camisa calefactora y se llevd a la temperatura de pretratamiento de 70 °C. Justo
antes de alcanzar 70 °C, se afiadi6 la enzima licuefactante, es decir, una variante de a-amilasa S242Q (3 AAU
por gramo de residuo seco de maiz) y se inicid un temporizador para comenzar la incubacion o la etapa de
licuefaccion primaria. La suspension se incubd durante 30 minutos en presencia de la a-amilasa sin fitasa
afadida.

[0292] La suspension incubada se hizo pasar entonces por un jet cooker (225 °F; 107,2° C) que se precalentd a
la temperatura deseada utilizando vapor y agua. La suspension se envio a través del chorro de vapor a presion a
la velocidad méaxima (configuracion 1,5) de aproximadamente 4 litros/minuto. La utilizacién de los tres primeros
circuitos del serpentin de retencidon dio como resultado un tiempo de retencién de poco mas de 3 minutos.
Después de desplazar toda el agua y de que la temperatura deseada se mantuviera estable, se recogié una
alicuota de masa de maiz solubilizada y se colocd en un bafio secundario (agitacién con varilla) a 85 °C para
iniciar la etapa de licuefaccién secundaria (22 licuefaccion). Se afiadié una segunda dosis de la variante de a-
amilasa S242Q (1 AAU/gm de residuo seco) y la licuefaccion continué durante 90 minutos mas. Se tomaron
muestras para analizar la viscosidad (mediante Brookfield) y la DE (mediante Schoorls) a los 0, 30, 60 y 90
minutos. El experimento anterior con un pH de suspension de 5.5. Véase la Figura 22. Este licuado se utiliz6 en
el Ejemplo 10A.

D. Resultados con y sin jet cooking

[0293] La adicidon de fitasa BP-17 durante la incubacion (licuefaccion primaria) redujo el contenido de &cido fitico
del maiz molido entero de 0,60 % de residuo seco de maiz a 0,09 % de residuo seco de maiz (reduccién >85 %)
(Figura 21). También es muy evidente a partir de las Figuras 14 y 15 que las a-amilasas se inactivaron a una
temperatura de jet cooking de 225 °F (107 °C) basandose en el desarrollo del DE o en la reduccién de la
viscosidad. Sin embargo, la inclusién de fitasa antes del jet cooking (que se cree que elimina la inhibicién del
acido fitico) dio como resultado un aumento significativo en la termoestabilidad de las a amilasas, como se
muestra por la progresiéon del DE y la reduccion de la viscosidad a 90 °C durante la etapa de licuefaccion
secundaria. Se observaron resultados similares con jet cooking (no se muestran los datos) como se muestra en
las Figuras 14y 15.

Ejemplo 9. Efecto de la concentracion de fitasa BP-17 en la estabilidad de la a-amilasa con pH bajo

[0294] Se estudid ademas el aumento en la termoestabilidad de la a amilasa debido a la eliminacion de la
inhibicién del acido fitico de la o amilasa. El acido fitico se hidrolizd utilizando fitasa antes de la licuefaccién
secundaria de maiz molido entero y se determind la mejora en la estabilidad de pH con un pH bajo.

[0295] En un experimento tipico, se suspendié maiz molido entero al 32 % (residuo seco de maiz) utilizando una
proporcion de 70:30 de agua y vinaza. Se midié el pH de la suspensiéon y se observé que era pH 5.2. La
suspension se calenté a 70 °C utilizando agua y vapor en una caldera con camisa calefactora. Se afiadieron la
enzima de licuefaccion, es decir, la variante de a-amilasa S242Q (4 AAU/gm de residuo seco de maiz) y
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concentraciones distintas de BP-17 (0-12 FTU/gm de residuo seco de maiz), y la suspension se pretratd
manteniendo la temperatura a 70 °C durante 45 minutos. Tras 45 minutos de pretratamiento, la suspensién se
coloc6 en un bafio termostatico a 90 °C. El licuado se agité continuamente y se mantuvo a 90 °C durante 90
minutos. Se recogieron muestras a los 0, 30, 60 y 90 minutos. Se analizé el DE (utilizando el método Schoorls) y
la viscosidad (viscosimetro Brookfield eje de 2 a 20 rpm) de todas las muestras. Los datos de progresion del DE
y de la viscosidad se resumen en las Figuras 16 y 17.

[0296] Los resultados de las Figuras 16 y 17 mostraron que la reduccién de la inhibicion del acido fitico de la
variante de a-amilasa S242Q dio como resultado un aumento significativo en la estabilidad de pH bajo para la
actividad, como se demuestra por un aumento constante en la progresion del DE a 90 °C con una disminucién
concomitante en la viscosidad del licuado. Los datos mostraron claramente que la variante de a-amilasa S242Q
se puede utilizar satisfactoriamente en el proceso de licuefaccién para maiz molido entero con un pH 5.2 si se
elimina la inhibiciéon del acido fitico. En la Figura 21, se puede observar que el indice de progresion del DE
aumenta con el aumento de la eliminaciéon del acido fitico y alcanza un maximo en 4 FTU/gm de residuo seco
gue indica que la fitasa aumenta la termoestabilidad de la variante de a-amilasa S242Q eliminando el &cido fitico
de la suspensién.

Ejemplo 10. Efecto del pH
[0297] En este ejemplo se estudio el efecto del pH en la variante de a-amilasa S242Q.

[0298] En un experimento tipico, se suspendié maiz molido entero al 32 % (residuo seco de maiz) utilizando una
proporcion de 70:30 de agua y vinaza. Se midi6 el pH de la suspension y se observé que era pH 5.2. El pH se
disminuyé a entre 4.2 y 4.8 utilizando H2SO4. La suspensién se calentd a 70 °C utilizando agua y vapor en una
caldera con camisa calefactora. Se afiadieron la enzima de licuefaccion, es decir, la variante S242Q (4 AAU/gm
de residuo seco) y BP-17 (4 FTU/gm de residuo seco), y la suspension se pretratd manteniendo la temperatura a
70 °C durante 45 minutos. Tras 45 minutos de pretratamiento, la suspensién se colocé en un bafio termostatico a
90 °C. El licuado se agit6 continuamente y se mantuvo a 90 °C durante 90 minutos. Se recogieron muestras a los
0, 30, 60 y 90 minutos. Se analiz6 el DE (utilizando el método Schoorls) y la viscosidad (viscosimetro Brookfield
eje de 2 a 20 rpms) de todas las muestras. Los datos de progresion del DE y de la viscosidad se resumen en las
Figuras 18 y 19.

[0299] Los resultados mostraron que la progresion del DE disminuy6 con la disminucion del pH de 5.2 a 4.5. La
enzima se inactivd por completo a un pH 4.2.

Ejemplo 11. Efecto en la produccion de etanol

[0300] Los licuados se utilizaron como materia prima de fermentacion en la fermentacion del etanol para la
produccion de alcohol. Se mezclé una suspension de maiz molido entero (obtenido de Badger State Ethanol,
Monroe, WI) con agua que contenia 30 % volumen/volumen de vinaza a una concentracion final de
aproximadamente 32 % de residuo seco.

A. Proceso convencional
[0301] Se utilizo el licuado del Ejemplo 8C (Licuado A).

[0302] Se ajustd el pH del licuado secundario a 4.2 utilizando H.SO4 antes de la etapa de sacarificacion y
fermentacion simultanea (SSF).

B. pH bajo, jet cooking (dosis fraccionada)
[0303] Se utilizo el licuado del Ejemplo 8B (Licuado B). No se realizé ningln ajuste de pH antes de la SSF.
C. Sacarificacion y fermentacion simultanea

[0304] En cada experimento se obtuvieron las taras de los pesos de los recipientes antes de la preparacion de
los medios. Se colocé un licuado de 32 % de residuo seco de maiz (2 litros) en un matraz de 2 L. Se prepararon
inoculos de levadura de Red Star Ethanol Red (RED STAR (Lesaffre)) afiadiendo de 10 gramos de levadura y un
gramo de glucosa a 40 gramos de agua bajo agitacion moderada durante una hora. Se afiadieron cinco mis de
cada inoculo a los fermentadores equilibrados, seguido por la adicion de Etanol de G Zyme™ 480 (Danisco US
Inc, Genencor Division) a 0,4 GAU/g de residuo seco (gds) de maiz para iniciar la sacarificacién y fermentacion
simultanea. Se observé el peso bruto inicial y se colocd el matraz en un bafio termostatico mantenido a 32 °C.
Las muestras se tomaron en diferentes intervalos de tiempo y se analizaron para determinar el contenido de
carbohidrato y etanol utilizando HPLC. Las fermentaciones también se llevaron a cabo utilizando un kilogramo de
cada licuado y se midio la pérdida de peso durante la fermentacion en diferentes intervalos de tiempo. Se midié
el alcohol, basandose en la pérdida de peso debido a la pérdida de dioxido de carbono. En la conclusion de la
fermentacion, se obtuvo un peso bruto final. El caldo se transfirid cuantitativamente a un recipiente de fondo
redondo de 5 L. La destilacién se llevé a cabo al vacio hasta que se recogieron aproximadamente 800 mls de
etanol en un receptaculo que contenia 200 mis de agua. El etanol se diluy6 a 2 L y se analiz6 mediante HPLC. El
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peso y el DS de los residuos de destilacion se obtuvieron antes del secado. El analisis del almidén residual se
llevd a cabo en los granos secos de destileria con solubles (DDGS). Los calculos estequiométricos se llevaron a
cabo basandose en la pérdida de peso, la destilacion y el andlisis de almidén residual.

[0305] Calculo de etanol utilizando la pérdida de peso de CO..

Produccion de etanol (mmol) = pérdida de CO5 (g) / 88
Produccion de etanol (g) = (pérdida de CO> (g) / 88) * 92 => pérdida de CO- (g) * 1,045

Produccién de etanol (ml) = ((pérdida de CO3 (g) / 88) * 92) / 0,789
=> pérdida de CO- (g) x 1,325

[0306] Los datos de la Figura 20 muestran una diferencia principal en el contenido sin sulfato y acido fitico entre
el proceso convencional y el proceso sin ajuste de pH. La eliminacion de la inhibicion del &acido fitico de la
a amilasa termoestable en la incubacién dio como resultado los granos secos de destileria con solubles (DDGS)
con contenido de &cido fitico reducido, una cantidad de fosfato libre disponible mayor y sulfato reducido. De esta
manera, el proceso sin ajuste de pH confiere estabilidad de pH con un pH bajo para las a amilasas termoestables
licuefactantes en la licuefaccién del almidén.

Ejemplo 12. Métodos adicionales

[0307] Se utilizaron los siguientes ensayos en los Ejemplos descritos a continuacion. Cualquier desviacion de los
protocolos proporcionados a continuacion se indica en los Ejemplos. En estos experimentos, se utilizd un
espectrofotometro para medir la absorbancia de los productos formados después de la finalizacion de las
reacciones.

A. Determinacion del contenido de proteina

Ensayo BCA (&cido bicinconinico)

[0308] En estos ensayos, se utilizd el ensayo BCA (Pierce) para determinar la concentracion de proteina en
muestras en la escala de placas de microtitulacion (MTP, por sus siglas en inglés). En este sistema de ensayo,
las soluciones quimicas y de reactivo utilizadas fueron: reactivo de ensayo de proteina BCA y tampén de dilucién
Pierce (50 mM de MES, pH 6.5, 2 mM de CaCl,, 0,005 % de TWEEN®-80). El equipo utilizado fue un lector de
MTP SpectraMAX (tipo 340; Molecular Devices). Las placas de microtitulacion se obtuvieron de Costar (tipo
9017).

[0309] En la prueba, se pipetearon 200 pl del Reactivo BCA dentro de cada pocillo, seguido de 20 pl de proteina
diluida. Después de mezclar minuciosamente, las MTPs se incubaron durante 30 minutos a 37 °C. Se eliminaron
las burbujas de aire y se ley6 la densidad 6ptica (OD) de la solucién en los pocillos a 562 nm. Para determinar la
concentracion de proteina, la lectura de fondo se sustrajo de las lecturas de la muestra. La ODsg, Se represento
gréficamente para las proteinas estdndar (enzima purificada), para producir una curva estdndar. La
concentracion de la proteina de las muestras se interpol6 a partir de la curva estandar.

Ensayo Bradford

[0310] En estos ensayos, se utilizo el ensayo del reactivo de colorante Bradford (Quick Start) para determinar la
concentracién de proteina en muestras en la escala MTP. En este sistema de ensayo, las soluciones quimicas y
de reactivo utilizadas fueron: reactivo de colorante Bradford Quick Start (BIO-RAD n° de catalogo 500-0205), y
tampon de dilucién (10 mM de NaCl, 0,1 mM de CaCl,, 0,005 % de TWEEN®-80). El equipo utilizado fue un
Robot Biomek FX (Beckman) y un lector de MTP SpectraMAX (tipo 340). Las placas de microtitulacion se
obtuvieron de Costar (tipo 9017).

[0311] En el andlisis, se pipetearon 200 pl de reactivo de colorante Bradford dentro de cada pocillo, seguido de
15 pl de dilucién de tampon. Finalmente, se afiadieron 10 ul de caldo de cultivo filtrado en los pocillos. Después
de mezclar minuciosamente, las placas de microtitulacién se incubaron durante al menos 10 minutos a
temperatura ambiente. Se eliminaron las burbujas de aire y se leyeron las densidades Opticas de los pocillos a
595 nm. Para determinar la concentracion de proteina, la lectura de fondo (es decir, a partir de pocillos no
inoculados) se sustrajo de las lecturas de la muestra. Los valores de ODsgs obtenidos proporcionan una medida
relativa del contenido de proteina en las muestras.

B. Ensayo de micromuestra para analizar el rendimiento de la enzima

[0312] Los detergentes utilizados en este ensayo no contenian enzimas o las enzimas presentes en detergentes
comerciales se destruyeron mediante desactivacion por calor como se describe en otra parte de este documento.
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El equipo utilizado incluyé un termomezclador Eppendorf y un lector de MTP SpectraMAX (tipo 340). Las placas
de microtitulacién se obtuvieron de Costar (tipo 9017).

Preparacién de detergente (AATCC HDL; condiciones de EE.UU.)

[0313] El agua Milli-Q se ajust6 a 6 gpg de dureza de agua (Ca/Mg=3/1), y se afiadi6 1,5 g/l de detergente liquido
de referencia estdndar AATCC 2003 sin abrillantador. La solucién detergente se agit6é vigorosamente durante al
menos 15 minutos. Después, se afiadieron 5 mM de HEPES (sin acido) y se ajusté el pH a 8.0.

Ensayo de micromuestra de almidén de arroz para analizar el rendimiento de la amilasa

[0314] Los detergentes de prueba se prepararon como se describe en otra parte de este documento. El equipo
utilizado incluyé una agitadora/incubadora New Brunswick Innova 4230 y un lector de MTP SpectraMAX (tipo
340). Las placas de microtitulacién se obtuvieron de Corning (tipo 3641). Las muestras de almidén de arroz
refinado con pigmento color naranja (CS-28) se obtuvieron del Center for Test Materials (Centro de materiales de
ensayo) (Vlaardingen, Paises Bajos). Antes de cortar micro-muestras circulares de 0,25 pulgadas (6,35 mm), la
tela se lavo con agua. Se colocaron dos micromuestras en cada pocillo de una placa de microtitulacion de 96
pocillos. El detergente de prueba se equilibré a 20 °C (Norte America) o 40 °C (Europa Occidental). Se afiadieron
190 pl de solucion detergente en cada pocillo de la placa de microtitulacion, que contenian micro muestras. A
esta mezcla, se afiadieron 10 pL de solucion de enzima diluida. La placa de microtitulacion se sell6 con una
lamina adhesiva y se colocd en la incubadora durante 1 hora con agitacién a 750 rpm a la temperatura de prueba
deseada (normalmente 20 °C o 40 °C). Después de la incubacion, se transfirieron 150 pl de la solucién de cada
pocillo a una placa de microtitulacion nueva. Esta placa de microtitulacion se leyé a 488 nm utilizando un lector
de placas de microtitulacién SpectraMAX para cuantificar la limpieza. Los controles en blanco, asi como los
controles que contenian las micromuestras y el detergente, pero no enzima, también se incluyeron.

Calculo del rendimiento de la enzima

[0315] El valor de absorbancia obtenido se corrigié para el valor del blanco (es decir, obtenido después de la
incubacién de las micromuestras en ausencia de enzima). La absorbancia resultante fue una medida de la
actividad hidrolitica.

C. Determinacion de la concentracion de amilasa mediante titulacion con anticuerpo

[0316] Como se describe en el presente documento, la concentracion de a-amilasa y la actividad especifica se
determiné mediante titulacion con un anticuerpo policlonal inhibidor. Se observé que los anticuerpos policlonales
originados para a-amilasa de Bacillus stearothermophilus (AmyS) eran fuertes inhibidores de Amys y la a-
amilasa de Bacillus sp. TS-23 (por ejemplo, la union en lo suficientemente fuerte para producir una titulacion
lineal de la pérdida de actividad). Por consiguiente, este anticuerpo se puede utilizar para medir la concentracién
de enzima, que a su vez se utiliza para calcular la actividad especifica. En resumen, se mide la cantidad de
inhibicion enziméatica producida por varias concentraciones de anticuerpo conocidas. A partir de esta informacion,
la concentracion de anticuerpo requerida para la inhibicibn completa se extrapola, que es equivalente a la
concentracién de enzima en la muestra. La actividad de la a-amilasa y la inhibicién se midieron utilizando el
ensayo de almidén con BODIPY fluorogénico. El tampén fue de 50 mM de MOPS, pH 7.0, que contenia 0,005 %
de Tween-80.

[0317] Un anticuerpo policlonal dirigido contra Amys purificadas se originé en un conejo y se purific6 mediante
métodos estandar. Se determind un valor “de concentracion aparente” empirico de una solucion madre del
anticuerpo midiendo la inhibicién de una muestra de AmyS de actividad especifica conocida. Entonces se utilizo
la muestra del anticuerpo para determinar la concentracién y la actividad especifica de las variantes AmyS y
TS23t. Estos valores se utilizaron para crear placas madre enzimaticas de 96 pocillos normalizadas, donde todas
las variantes se diluyeron a una concentracién comun.

D. Electroforesis en gel de la proteina nativa

[0318] Se midi6 la movilidad electroforética de muestras de variantes de proteina utilizando el sistema PhastGel
(GE Healthcare) en geles de poliacrilamida nativos prefabricados (PhastGel Homdgeno) a una concentracion ya
sea de 7,5 % o de 12,5 %. Se utilizaron tiras de tampdn (PhastGel Nativo) y consistieron en pH 8.8 en 0,88 M de
L-Alanina, 0,25 M de tampdn de Tris. Las condiciones normales del proceso consistieron en 400 V durante 12,75
minutos con una distancia de &nodo a catodo de 3,7 cm.

[0319] De forma alternativa, la movilidad electroforética de las muestras de variantes de proteina se midi6 en
geles de agarosa de 1 mm de grosor al 0,5 % - 1,5 % con varios valores de pH (es decir, 5.8, 8.0 y 10.0)
mediante una seleccién de un sistema de tampén adecuado. La electroforesis se lleva a cabo bajo condiciones
no desnaturalizantes. La longitud del catodo-anodo fue de 13,9 cm. Se mezclé una muestra de 1-2 ug de
proteina con 5 % de glicerol + 0,05 % de bromofenol azul y se cargé en cada calle. Los geles se procesaron
normalmente durante 1 hora a 100 V.
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[0320] En ambos casos, los geles se tifieron con colorante azul Louisville disuelto en 10 % de acido acético y se
destifieron con 10 % de metanol y 10 % de acido acidico en agua. Es posible cargar entre 12 y 20 variantes de
proteina simultdneamente, dependiendo del sistema de gel nativo utilizado. Como consecuencia, la movilidad
electroforética de una variante de proteina se puede evaluar inmediatamente con relacion a los estandares de
escala de carga (charge ladder standards) en el mismo gel.

E. Inactivacion del detergente por calor

[0321] La inactivacién por calor de las formulas detergentes comerciales sirve para destruir la actividad
enzimatica de cualquier componente de proteina mientras se conservan las propiedades de los componentes no
enzimaticos. De esta manera, este método fue adecuado para preparar detergentes adquiridos comercialmente
para utilizarse en el andlisis de variantes de la enzima. Para los detergentes para lavar la ropa liquidos de alta
resistencia (HDL, por sus siglas en inglés) de Norteamérica (NA) y de Europa Occidental (WE), la inactivacién
por calor se realiz6 colocando el detergente liquido previamente pesado (en una botella de vidrio) en un bafio
termostético a 95 °C durante 2 horas. El tiempo de incubacion para la inactivacion por calor del detergente para
lavar la ropa granulado de alta resistencia (HDG, por sus siglas en inglés) de Norteamérica (NA) y Japon (JPN)
fue de 8 horas y el tiempo de incubacién para el detergente HDG de Europa Occidental (WE) fue de 5 horas. El
tiempo de incubacion para la inactivacion por calor de los detergentes para lavavajillas automaticos (ADW, por
sus siglas en inglés) de NA y WE fue de 8 horas. Los detergentes se adquirieron en supermercados locales.
Tanto los detergentes calentados como los no calentados se ensayaron durante los 5 minutos de disolucion del
detergente para determinar con precision el porcentaje desactivado. La actividad de enzima se analizé6 mediante
el ensayo suc-AAPF-pNA.

[0322] Para analizar la actividad enzimatica en detergentes inactivados por calor, las disoluciones de detergentes
operativas se prepararon a partir de los concentrados inactivados por calor. Las cantidades de dureza del agua
adecuadas (6 gpg o 12 gpg) y el tampdn se afiadieron a las disoluciones detergentes para ajustarse a las
condiciones deseadas (Tabla 12-1). Las disoluciones se mezclaron mediante agitacién de vortice o inversion de
las botellas.

Tabla 12-1. Condiciones para lavado de ropa y lavavajillas

Region | Forma | Dosis | Detergente* | Tampén | Gpg | pH | T(°C)
Lavado de ropa (liquido y granulado de alta resistencia

NA HDL 0,78 g/l | P&G TIDE® 2X 5 mM de HEPES 6 8.0 20
WE HDL 50g/L Henkel Persil 5 mM de HEPES 12 8.2 40
WE HDG 8,0 g/L P&G Ariel 2 mM de Na;COs 12 10.5 40
JPN HDG 0,7g/lL P&G TIDE® 2 mM de Na,CO3 6 10.0 20
NA HDG 1,0g/L | P&G TIDE® 2mMde Na,CO3 | 6 10.0 20
Lavavajillas automatico

WE ADW 3,0 g/L | RB Calgonit 2mMde Na,CO3 | 21 10.0 40
NA ADW 3,0g/L P&G Cascade 2 mM de Na;COs 9 10.0 40
* Abreviaciones: Procter & Gamble (P&G); y Reckitt Benckiser (RB).

F. Ensayo con Terg-o-tometer para determinar el rendimiento de la limpieza

[0323] Se utilizé un protocolo estandar para evaluar la limpieza de suciedad de proteina y carbohidrato por el que
se midio el nivel de suciedad en una muestra de tela antes y después de la limpieza bajo condiciones estandar.
Las muestras de tela consistieron en tela de algodén tejida manchada con almidén de maiz, almidon de arroz o
una mezcla de sangre, leche y negro de carbén, y se compraron de Testfabrics, Inc. (West Pittiston, PA). Las
manchas técnicas de almidén de maiz (EMPA 161) y sangre, leche y negro de carb6én (EMPA 116) se produjeron
mediante materiales de prueba AG EMPA (St. Gallen, Suiza). Las manchas de almidén de arroz (CFT CS-28) las
produjo el Center for Testmaterials BV (Vlaardingen, Paises Bajos). Cada mancha se midi6 antes y después del
tratamiento por reflectancia optica utilizando un reflectometro Minolta CR-410 ajustado a un iluminante estandar
D65 (6500 °K). La diferencia en los valores L, a, b se convirtié6 en una diferencia de color total (dE), como se
define por el espacio de color CIE-LAB. La limpieza de las manchas se expres6 como el indice de eliminacion de
manchas en porcentaje (% SRI, por sus siglas en inglés) tomando una relacién entre la diferencia en color antes
y después del lavado y comparandola con la diferencia de manchas no lavadas (antes del lavado) con respecto a
la tela no manchada.

[0324] Los experimentos de limpieza se llevaron a cabo en un Terg-o-tometer (United States Testing Co.,
Hoboken, NJ) equipado con 6 recipientes de acero inoxidable de 2 L con agitadores en la parte superior. Cada
tratamiento se llevo a cabo en un volumen total de 1 L que consistia en 6 granos por galon 3:1 (calcio:magnesio)
de dureza de agua o en 12 granos por galén de dureza de agua. Los detergentes utilizados en los experimentos
de lavado fueron 1,5 g/L de detergente liquido de AATCC HDL WOB 2003 con 5 mM de tampo6n de HEPES con
pH 8, 0,7 g/L de detergente granulado de AATCC HDD WOB 1993, 8 g/L de detergente granulado IEC A* 60456
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con perborato y blanqueador TAED, o 5 g/L de detergente liquido Persil Power Gel. La enzima se agregé
directamente a la solucién de lavado y se iniciaron entonces las reacciones afiadiendo 40 g/L o 200 g/L de tela
manchada o de lastre. Las reacciones de lavado se agitaron a 100 rpm durante 10, 15 o 40 minutos a 20 °C,
25 °C, 30 °C, 40 °C, 0 50 °C. Después de la limpieza, las muestras se enjuagaron durante 3 minutos con agua
del grifo, se centrifugaron en una lavadora de carga frontal a 1000 rpm para eliminar el exceso de agua, y se
secaron en una secadora a baja temperatura en un ciclo de planchado permanente durante aproximadamente 45
minutos. La comparacion del grado de eliminaciéon de suciedad se evalué mediante reflectometria y se expreso
como el indice de eliminacién de suciedad en porcentaje (% SRI). La condicién de control no contuvo enzima y el
control positivo consistié en varias dosis de enzimas comerciales de referencia.

G. Ensayo de almidén con BODIPY para la determinacién de la actividad de la amilasa

[0325] El ensayo de almidon con Bodipy se llevé a cabo utilizando el kit de ensayo de ultra amilasa ENZCHEK®
(E33651, Invitrogen). Se prepar6 1 mg/mL de solucion madre del sustrato de almidon DQ disolviendo el
contenido del recipiente que contenia el sustrato liofilizado en 100 pL de 50 mM de tampén de acetato de sodio
con pH 4.0. El recipiente se agitd en vortice durante aproximadamente 20 segundos y se dej6é a temperatura
ambiente, en la oscuridad, mezclando ocasionalmente hasta que se disolvi6. Se afiadieron 900 pL de tampén de
ensayo (50 mM de acetato de sodio con 2,6 mM de CaCl, pH 5.8) y el recipiente se agité en vértice durante
aproximadamente 20 segundos. La solucién de sustrato se almacené a temperatura ambiente, en la oscuridad,
hasta que estuvo lista para utilizarse o a 4 °C. Para el ensayo, se prepararon 100 pg/mL de solucién operativa
del sustrato DQ a partir de 1 mg/mL de solucién del sustrato en el tampdn de ensayo. Se afiadieron 190 pL de
100 pg/mL de solucion del sustrato en cada pocillo de una placa de microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano.
Se afiadieron 10 pL de las muestras de enzima en los pocillos, se mezclé durante 30 segundos utilizando un
termomezclador a 800 rpm. Se incluyd en el ensayo una muestra en blanco que contenia tampén y sustrato
solamente (blanco sin enzima). El indice de cambio de la intensidad de fluorescencia se midid (excitacion: 485
nm, emision: 520 nm) en un lector de placas de microtitulacion de fluorescencia a 25 °C durante 5 minutos.

H. Hidrdlisis de harina de maiz para determinar la actividad de la amilasa

[0326] Ensayo de hidrdlisis del almidén del de sustrato de harina de maiz para la actividad enzimética. La harina
de maiz organico (Azure Farms, lot n° 03227) se extendié uniformemente en una microplaca Greiner de 96
pocillos, con pocillos de tubo de fondo plano negros de polipropileno (n° de cat. 655209), utilizando un dispositivo
de dispensacion de solidos (V&P Scientific). Se afiadieron 85 pL de 20 mM de acetato de sodio con pH 5.6 en
cada pocillo y se mezclaron. Se aplicé un sello de lamina en la parte superior de la placa y la placa se preincub6
a 70 °C en el termomezclador durante 20-30 minutos. Las muestras de enzima se diluyeron en la placa de
polipropileno de Agilent (5042-1385) en 20 mM de tampon de acetato de sodio. Se afiadieron 11 pL de muestras
de enzimas diluidas a la placa del sustrato y la placa se selld firmemente con otra lamina. Las placas se
transfirieron entonces a una incubadora/agitadora Vortemp 56 de Labnet con bloques de metal (n° de cat.
S2056A), se precalentaron a 95 °C y se ajusto la velocidad de agitacion a 500 rpm. La incubacién continué
durante 30 minutos. Al final de la incubacién, las placas se enfriaron rapidamente en un cubo con hielo y la
reaccion de hidrélisis del almidon se detuvo mediante la adicién de 100 pL de 0,1 N H,SO4 a cada pocillo. La
placa se mezclé brevemente y los productos de la reaccion de hidrolisis del almidén se analizaron o por el
ensayo PAHBAH o por HPLC.

[0327] Deteccién colorimétrica de concentraciones de azlcar soluble a partir de la hidrélisis enzimatica del
sustrato de harina de maiz. Se afiadieron alicuotas de 80 pL de 0,5 N de NaOH a todos los pocillos de una placa
de PCR vacia seguido de 20 pL de reactivo PAHBAH (5 % en peso/volumen de hidrazida de acido p-
hidroxibenzoico (PAHBAH, Sigma # H9882, disuelto en 0,5 N de HCI) y se mezclaron (placa de reaccién
PAHBAH). Se afiadieron 10 pL de los sobrenadantes de la reaccion hidrolitica del almidon a la placa de reaccion
PAHBAH. Todas las placas se sellaron y se colocaron en el termociclador (MJ Research Tetrad), programado
durante 2 minutos a 95 °C, y después se enfriaron a 20 °C. Se transfirieron a una placa de lectura muestras de
80 uL de las mezclas de reaccion PAHABH desarrolladas y se midié la absorbancia a 405 nm en un
espectrofotometro.

[0328] Determinacion HPLC de concentraciones de azucar soluble a partir de la hidrélisis enzimatica del sustrato
de harina de maiz. Los estdndares de azucar soluble (DP1-DP7) obtenidos de Sigma (St. Louis, MO) se
diluyeron todos en agua Mili-Q a 100 mg/mL y se utilizaron para convertir el area pico para los azlcares en
concentraciones de azUlcar reales. La placa inactivada del ensayo de hidroélisis del almidén se hizo girar en una
centrifugadora Beclanan Coulter Allegra 6R durante 5 minutos a 3000 rpm a 25 °C. El sobrenadante se pipeted a
partir de la placa de giro y se transfirid a una placa de filtro Multiscreen-HV (n° de catdlogo MAHVN4550). La
placa de filtro se hizo girar sobre una placa HPLC de Agilent en la centrifugadora Hettich Rotanta durante 10
minutos a 6000 rpm a 25 °C. Se transfirieron 50 uL de 0,01 N de la fase movil de acido sulftrico (0,1 N de acido
sulftirico diluido 10X con agua Milli-Q) a cada pocillo de otra placa HPLC de Agilent limpia. La placa filtrada se
mezcld brevemente y se transfirieron 50 pL del filtrado a los pocillos correspondientes en la placa con 50 pL de
fase movil por pocillo. Los estandares del azucar diluido se afadieron a los pocillos vacios de la placa para
incluirse en la calibracion. El contenido se mezcl6 brevemente en una agitadora de plataforma y la placa se
cubrié con una tapa con ranuras para pocillos de Nalgene. La columna HPLC (columna Bio-Rad Aminex HPX-
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87H n° de cat. 125-0140) se prepard de antemano con 2 L de fase movil funcionando a una velocidad de flujo
constante de 0,6 mL/minuto. Todas las muestras de la placa se llevaron a cabo con un volumen de inyeccién de
20 pL y se analizaron utilizando AMINEXH.M y RID (indice de refraccion) como detector. Después de completar
el proceso, la velocidad de flujo en la HPLC disminuyé a 0,05 mL/min.

|. Determinacion de lareducciéon de la viscosidad del almidén mediante amilasa

[0329] En este ensayo, se midid la reduccién de la viscosidad de la solucion del sustrato del almidén de maiz en
un viscosimetro. La suspension del sustrato de almidén de maiz se preparé nueva en el modo por lotes con 30 %
de residuos secos de harina de maiz en agua destilada y se ajusté a un pH 5.8 utilizando acido sulfdrico. Para
cada proceso, se pesaron 50 gr de la suspension (15 gramos de residuos secos) y se preincubaron durante 10
minutos para calentarlos a 70 °C. Después de la adicion de la amilasa, la temperatura se elevé inmediatamente
de 70 °C a 85 °C con una velocidad de rotacién de 75 rpm. Una vez que la temperatura de la mezcla de
suspension y amilasa alcanzé 85 °C, la temperatura se mantuvo constante y la viscosidad se monitorizé durante
30 minutos mas.

J. Medicion de la unién de la enzima a sustratos macromoleculares

[0330] Los ensayos de union se realizaron para determinar la union del sustrato de las variantes de la escala de
carga de Amilasa (AmyS) (cambio de carga = -12 a +12 con relacién a la AmyS natural) a residuos y bagazo de
maiz. Los sustratos utilizados incluyeron bagazo (bagazo de cafia de azucar de Brasil, pretratado con &cido
diluido por el National Renewable Energy Laboratory, lavado y tamponado a pH 5), AFEX (residuo de maiz de
expansion de fibra de amoniaco) y PCS (residuo de maiz pretratado con acido sulfdrico diluido, lavado y ajustado
a pH 5). Todos los sustratos se llevaron al porcentaje de sélidos deseado antes de utilizarse.

[0331] Union de amilasa: Las variantes de la escala de carga de amilasa (Amylase charge ladder variants) se
purificaron y se diluyeron a 200 ppm para analizarlas. Se prepar6 una solucion de bagazo de celulosa al 1 % en
tampon de borato (40 mM, pH 8.5, 0,016 % de Tween80). Se afiadieron 150 pl de la solucién de bagazo en cada
pocillo en una placa de filtracion de microtitulacién. Se afiadieron 150 pl de tampdn de borato en un grupo de
pocillos separados, que sirvieron como controles. Se afiadieron 10 pl de variantes de la escala de carga de
amilasa en la placa de filtracién, cada condicién estaba por duplicado. La placa se incub6 a temperatura
ambiente durante 2 horas. El filtrado se recogié y la actividad de la amilasa en el sobrenadante se midié
mediante el ensayo de almidén con BODIPY.

[0332] Medicion de la unién de la enzima a micromuestras: Las variantes de amilasa se incubaron con o sin
micromuestras de almidon de arroz CS-28 bajo condiciones de lavado estandar durante 30 minutos. La cantidad
de enzima libre se midié mediante el ensayo de almidén con BODIPY. La fraccién de la unién de la enzima a las
micromuestras se calculé como sigue: Fraccion de union = Actividad de la enzima en ausencia de muestra -
Actividad de la enzima en presencia de muestra) / (Actividad de la enzima en ausencia de muestra).

K. Cuantificacion de proteina de amilasa de Geobacillus stearothermophilus

[0333] La proteina de amilasa de G. stearothermophilus se cuantific6 mediante inmunoensayo competitivo. En
resumen, la amilasa de G. stearothermophilus purificada se marcé con un colorante fluorescente (fluoresceina) y
el anticuerpo con respecto a la amilasa de G. stearothermophilus se marcé con un colorante inhibidor de la
fluorescencia (tetrametilrodamina). La sefial de fluorescencia del conjugado de amilasa con fluoresceina se
inactiva tras la unién del anticuerpo marcado con inhibidor. La presencia de amilasa libre en la muestra compite
por el anticuerpo marcado con inhibidor, dando como resultado un aumento de la sefial de fluorescencia. Por
consiguiente, la intensidad de la sefial de fluorescencia es proporcional a la cantidad de amilasa libre en la
muestra. El ensayo se calibré con amilasa de G. stearothermophilus purificada de concentraciones conocidas.

[0334] Marcado de la amilasa de G. stearothermophilus con colorante fluorescente: La amilasa de Geobacillus
stearothermophilus purificada se marco con isotiocianato de fluoresceina (Molecular Probes, Eugene OR) con pH
9.5 en 50 mM de tampdn de carbonato de sodio segun el protocolo del fabricante. Al final de la reaccion, la
proteina se separ6 del colorante no unido mediante filtracion de gel sobre Sephadex G-25 (Sigma, St Louis, MO,
EE.UU.) en solucién salina tamponada con fosfato.

[0335] Preparacion del anticuerpo y marcado con colorante inhibidor: El anticuerpo con respecto a la amilasa de
Geobacillus stearothermophilus se preparé mediante inmunizando conejos y recuperando el antisuero. El
antisuero se almaceno a -20 °C hasta su uso. Se preparé la fraccién de inmunoglobulina llevando a cabo la
precipitacion de sulfato de amonio; se afiadieron 15 ml de 3,75 M de sulfato de amonio a 20 ml de antisuero y se
dej6 reposar a 4 °C durante 60 minutos antes de la centrifugacion a 2000 g para recuperar el precipitado. El
precipitado recuperado se lavé dos veces mediante suspension y sedimentacion en 10 ml 1,6 M de sulfato de
amonio helado. El precipitado final se disolvié en 4 ml de agua y se dializ6 frente a 50 mM de carbonato de sodio
con pH 9.5 a 4 °C. Se estimé que la concentracion de proteina fue 29,2 mg/ml mediante A280 utilizando el
coeficiente de extincion €1 % =15. La fraccion de inmunoglobulina se marcé con isotiocianato de
tetrametilrodamina (Sigma, St. Louis, MO) en 50 mM de carbonato de sodio pH 9.5. El colorante no unido se

51



10

15

20

25

30

35

ES 2 527 645 T3

elimind entonces por filtracion en gel en una columna de Sephadex G-25 equilibrada con solucion salina
tamponada con fosfato que contenia 0,1 % de desoxicolato.

[0336] Procedimiento del ensayo: El inmunoensayo se llevé a cabo en placas de microtitulacién de 96 pocillos
(Coming #3650). La concentracion de la amilasa con fluoresceina se ajusté de manera que la concentracion final
en el ensayo fuera el centro de la curva estandar deseada. De forma similar, la concentracion del anticuerpo
inhibidor se ajust6 de tal manera que la concentracion final permitiera la maxima modulacion de la sefial de
fluorescencia. Utilizando un sistema de manipulacion de liquidos automatizado, se afiadieron 5 L de muestra, 5
UL de amilasa con fluoresceina 'y 5 pL de anticuerpo inhibidor a 180 uL de solucién salina tamponada con fosfato
que contenia 2 % (peso/volumen) de polietilenglicol 8000 (Sigma, St Louis, MO, EE.UU.). Después de agitar
brevemente, las placas se dejaron incubar a temperatura ambiente durante una hora y la sefial de fluorescencia
se determin6 utilizando un lector de placas de fluorescencia (Molecular Devices) con filtros de excitacion y
emision ajustados a 495 nm y 520 nm, respectivamente.

Ejemplo 13. Produccion de amilasa en B. subtilis

[0337] En este ejemplo, se describen la producciéon de un mutante truncado de a amilasa de amilasa de G.
stearothermophilus (que tiene una mutacién S242Q y una delecion del aminoacido 29 del extremo C-terminal;
también referido en el presente documento como S242Q) y sus variantes en B. subtilis. La transformacion se
llevé a cabo como se conoce en la técnica (véase por ejemplo, WO 02/14490). En resumen, el gen que codifica
las amilasas originales se clon6 en el vector de expresion pHPLT, que contiene el promotor LAT (PLAT), una
secuencia que codifica el péptido de sefial LAT (preLAT), seguido por los sitios de restriccion Pstl y Hpal para la
clonacion.

[0338] La region de codificacion para el péptido de sefial LAT se muestra a continuacion:
atgaaacaac aazaaacggct ttacgceccga ttgetgacge tgttatttge getcatctte
ttgctgecte attctgcage ttcagea (SEQ ID N° 20).

[0339] La secuencia de amino&cidos del péptido de sefial LAT se muestra a continuacion:

MKQQKRLYAR LLTLLFALIF LLPHSAASA (SEQ ID N° 21)

[0340] La secuencia de aminoacidos de la amilasa S242Q madura truncada con el aminoacido sustituido que se
muestra en cursiva se utilizd como base para hacer las genotecas de variantes descritas en el presente
documento:

ARPENGTMMQ
DLYDLGEENQ
VNPSDRNQE I
IGKAWDWEVD
FOFFPDWLSY
SGGAFDMRTL
YPCVFYGDYY
GSGLARLITD

YFEWYLPDDG
KGTVRTKYGT
SGTYQIQAﬁT
TENGNYDYLM
VRSQTGKPLF
MTNTLMKDQP
GIPQYNIPSL
GPGGSKWMYV

VPRKTT (SEQ ID N° 22).

TLWTKVANEA
KAQYLQATIQA
KFDFPGRGNT
YADLDMDHPE
TVGEYWSYDI
TLAVTEFVDNH
KSKIDPLLIA
GKQHAGKVEY

NNLSSLGITA
AHAAGMQVYA
YSSFKWRWYH
VVTELKNWGK
NKLHNYITKT
DTEPGQALQS
RRODYAYGTQH
DLTGNRSDTV

LWLPPAYKGT
DVVEDHKGGA
FDGVDWDESR
WYVNTTNIDG
NGTMSLEDAP
WVDPWEKPLA
DYLDHSDIIG
TINSDGWGEF

SREDVGYGVY
DGTEWVDAVE
KLSRIYKFRG
FRLDAVKHIK
LHANKFYTASK
YAEILTRQEG
WTREGVTEKP
KVNGGSVSVW

[0241] La regidn de codificacion de la amilasa AmyS madura se muestra a continuacion:
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gcegeacegt
acgttatgga
ctttggctge
gacttgtatg
aaagctcaat
gatgtcgtgt
gtcaatcecgt
aaatttgatt
tttgacggeg
atcggcaaag
tatgccgacce
tggtatgtca
ttcagtttit
accgtcgggg
aacggaacga
tcagggggeg
acattggecg
tgggtcgace
tacccgtgeg

aadagcaaasa

gattatcttg

ggatcecggac
ggcaaacaac
accatcaaca

gttcctagaa

ggtgaattcg

ES 2 527 645 T3

ttaacggtac
ccaaagtggc
cgceccgetta
acctcggcga
atcttcaagce
tcgaccataa
ccgaccgcaa
ttececegggeg
ttgactggga
cgtgggattg
ttgatatgga
acacaacgaa
ttecctgattyg
aatattggag
tgtctttgtt
catttgatat
tcaccttegt
catggttcaa
tettttatgy
tcgatcecget
atcactcega
tggeccgeact
acgctggaaa
gtgatggatg
aaacgaccgt

tcocgttggac

catgatgcag
caatgaagcce
caaaggaaca
attcaatcaa
cattcaagcc
aggcggcgct
ccaagaaatce
gggcaacace
cgaaagccga
ggaagtagac
tcatccegaa
cattgatggg
gttgtegtat
ctatgacatc
tgatgcccceg
gcgcacgtta
tgataatcat
accgttgget
tgactattat
cctcatcgeg
catcatcggg
gatcaccgat
agtgttctat
gggggaattc
ttctaccate

cgaaccacgg

tattttgaat
aacaacttat
agccgcageg
aaagggaccg
gcececacgecg
gacggeacgg
tcgggeaccet
tactccagct
aaattaagcc
acggaaaacg
gtcgtgaccg
ttecggettyg
gtgcgttetce
aacaagttgc
ttacacaaca
atgaccaata
gacaccgaac
tacgccttta
ggcattccac
cgcagggatt
tggacaaggg
gggccgggag
gaccttaccg
aaagtcaatg
gctecggecga
ttggtggcat

ggtacttgee
ccageettagg
acgtagggta
tccgeacaaa
ctggaatgca
aatgggtgga
atcaaatcca
ttaagtggcg
gcatttacaa
gaaactatga
agctgaaaaa
atgecgtcaa
agactggcaa
acaattacat
aattttatac
ctctcatgaa
ccggccaage
ttctaacteg
aatataacat
atgcttacgg
aaggggtcac
gaagcaaatg
gcaaccggag
gcggtteggt

tcacaacceg

ggatgatgge
catcaccecget
cggagtatac
atatggaaca
agtgtacgce
cgccgtcgaa
agcatggacg
ctggtaccat
attccgegge
ctacttaatg
ctgggggaaa
gcatattaag
gccgcetattt
tacgaaaaca
cgcttecaaa
agatcaaccyg
gctgcagtca
gcaggaagga
tcecttegetyg
aacgcaacat
tgaaaaacca
gatgtacgtt
tgacaccgtce
tteggtttgg
accgtggact

ggeet (SEQ ID N° 23).

[0342] La secuencia de aminoacidos de la amilasa AmyS madura se utilizo como bases para hacer las
genotecas de variantes AmyS y se proporciona como SEQ ID N° 2.

[0343] Los productos de PCR se purificaron utilizando columnas Qiaquik de Quiagen, y se volvieron a suspender
en 50 pL de agua desionizada. Se asimilaron 50 pL del ADN purificado con Hpal (Roche) y Pstl (Roche), y el
ADN resultante se volvio a suspender en 30 pL de agua desionizada. Se clonaron 10-20 ng/pL del ADN en
plasmido pHPLT utilizando los sitios de clonacion Pstl y Hpal. Las mezclas de ligacién se transformaron
directamente en células B. subtilis competentes (genotipo: Avpr, AwprA, Ampr-ybfJ, AnprB). Las células B.
subtilis tienen un gen de competencia (comK) que se coloca bajo un promotor inducible de xilosa, por lo que se
utilizé xilosa para inducir competencia para la union y absorcion de ADN (véase, Hahn et al. (1996) Mol.
Microbiol. 21:763-775).

[0344] Los elementos del plasmido pHPLT-AmyS incluyen: pUB 110 = fragmento de ADN del plasmido pUB110
(McKenzie et al. (1986) Plasmid 15: 93-103). Las caracteristicas del plasmido incluyen: oripUB 110 = origen de la
replicacién de pUB110; neo = gen de resistencia a neomicina de pUB110, Plat = promotor de transcripcion de la
amilasa de B. licheniformis; Pre LAT = péptido de sefial de amilasa de B. licheniformis; SAMY 425ss = La region
de codificacion de la secuencia del gen de AmyS truncada (reemplazada por las regiones de codificacion para
cada variante de AmyS truncada expresada en este estudio); Terminador = terminador de transcripcién de la
amilasa de B. licheniformis.

Ejemplo 14. Expresién de variantes de enzima

[0345] Este ejemplo describe los métodos utilizados para expresar varias enzimas recombinantes de la B. subtilis
transformada de los Ejemplos anteriores en una escala de 2 ml.

[0346] Los clones de B. subtilis que contienen los vectores de expresion de AmyS (o una de sus variantes) o de
S242Q (o una de sus variantes) se replicaron con un replicador de 96 pocillos de acero a partir de concentrados
de glicerol en placas de cultivo de 96 pocillos (BD, 353075) que contenian 150 ul de medio LB + 10 pg/ml de
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neomicina, se cultivaron durante la noche a 37 °C, 220 rpm en un contenedor humidificado. Se utilizd6 una
alicuota de 100 pl del cultivo de la noche para inocular 2000 ul de medio definido + 10 pug/ml de neomicina en
tubos de cultivo de plastico de 5 ml. El medio de cultivo fue un medio semidefinido enriquecido basado en el
tampon de MOPS, con urea como la fuente de nitrégeno principal, glucosa como la fuente de carbono principal, y
se complementd con 1 % de soytone y 5 mM de calcio para un crecimiento celular fuerte. Los tubos del cultivo se
incubaron a 37 °C, 250 rpm, durante 72 horas. Después de esta incubacién, los caldos de cultivo se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 x g. La solucién del sobrenadante se decantd en tubos conicos de
polipropileno de 15 ml y se alicuotaron 80 uL de cada muestra en placas de 96 pocillos para cuantificar la
proteina.

Ejemplo 15. Produccién de variantes de enzima

[0347] Este Ejemplo describe la produccion de las escalas de carga de enzima y de las genotecas de carga de
combinacién.

Escalas de carga de enzima

[0348] Se seleccionan multiples variantes de proteina que abarcan una gama de propiedades fisicas de interés a
partir de genotecas existentes o se generan mediantes técnicas de mutagénesis dirigida como se conoce en la
técnica (véase, por ejemplo, la publicacion de la patente estadounidense n° 2008-0293610). Este grupo de
proteinas sonda definido se ensaya entonces en un analisis de interés.

[0349] Se muestran ejemplos de variantes de escala de carga de amilasa en las tablas que aparecen a
continuacion y se ensayaron como se describe en el presente documento. En estas tablas, el cambio de carga es
relativo a la enzima original.

[0350] Se proporciond la secuencia del gen AmyS a Gene Oracle (Mountain View, CA) para sintetizar las 28
variantes de escalas de carga que se muestran en las Tablas 15-1 y 15-2. Gene Oracle sintetizé y clond las
variantes AmyS en el vector pGov4 y las transformé en E. coli. Se proporcion6 a cada variante el ADN aislado de
minipreps, asi como una insercion de agar.

[0351] Las variantes eran PCR amplificado y clonado en el vector de expresién pHPLT de B. subtilis. Las
variantes se amplificaron como un fragmento Pstl-Hindlll del plasmido pGov4 utilizando cebadores:

Satori F 5-CTCATCTTCTTGCTGCCTCATTCTGCAGCTTC-3' (SEQ ID N° 24); y
Satori R 5-TTATCCTTTACCTTGTCTCCAAGC-3' (SEQ ID Ne° 25).

[0352] Los productos de PCR se purificaron utilizando columnas Qiaquik de Quiagen, y se volvieron a suspender
en 50 pL de agua milli-Q. Se asimilaron 50 pL del ADN purificado con Hindlll (Roche) y Pstl (Roche), y el ADN
resultante se volvié a suspender en 30 pL de agua desionizada. Se clonaron 10-20 ng/pL del ADN en plasmido
pHPLT utilizando los sitios de clonacion Pstl y Hpal. Las mezclas de ligacion se transformaron directamente en
células B. subtilis competentes (genotipo: amyE::xylRPxylAcomK-phleo). Estas células de B. subtilis tienen un
gen de competencia (comK) que se coloca bajo un promotor inducible de xilosa, por lo que se utilizd xilosa para
inducir la competencia para la unién y la absorcién de ADN.

Tabla 15-1. Primera escala de carga de AmyS
Numero Variante de AmyS Carga A

1-6 R308Q R483Q K171Q K383Q K447Q K471Q N28D N224D N271D N281D Q86E Q89E -12
1-5 R308Q R483Q K171Q K383Q K447Q N28D N224D N271D N281D Q86E -10
1-4 R308Q R483Q K171Q K383Q N28D N224D N271D N281D -8
1-3 R308Q R483Q K171Q N28D N224D N271D -6
1-2 R308Q R483Q N28D N224D -4
1-1 R308Q N28D -2

AmyS | Original 0
2-1 D318N N28R +2
2-2 D318N D306N N28R N224R +4
2-3 D318N D306N D19N N28R N224R N271R +6
2-4 D318N D306N D19N D393N N28R N224R N271R N281R +8
2-5 D318N D306N D19N D393N D458N N28R N224R N271R N281R Q86R +10
2-6 D318N D306N D19N D393N D458N E29Q N28R N224R N271R N281R Q86R Q89R +12

54



10

ES 2 527 645 T3

Tabla 15-2. Segunda escala de carga de AmyS
3-7 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D N224D N271D N281D Q86E Q89E R308Q R483Q K171Q | -12
K383Q K447Q K471Q
3-6 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D N224D N271D N281D Q86E R308Q R483Q K171Q | -10
K383Q K447Q
3-5 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D N224D N271D N281D R308Q R483Q K171Q K383Q -8
3-4 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D N224D N271D R308Q R483Q K171Q -6
3-3 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D N224D R308Q R483Q -4
3-2 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D -2
3-1 | Q97R Q319R Q358E Q443E 0
4-1 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28K D318N +2
4-2 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28K N224K D318N D306N +4
4-3 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28K N224K N271K D318N D306N D19N +6
4-4 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28K N224K N271K N281K D318N D306N D19N D393N +8
4-5 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28K N224K N271K N281K Q86R D318N D306N D19N D393N | +10
D458N
4-6 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28K N224K N271K N281K Q86R Q89R D318N D306N D19N | +12
D393N D458N E29Q
5-1 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D R308Q S242E -3
5-2 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D N224D R308Q S242E -4
5-3 | Q97R Q319R Q358E Q443E N28D N224D R308Q S242Q -3

Genotecas de combinacién de carga de enzima (CCL, por sus siglas en inglés): Generacién de CCL de AmyS-

Tabla 15-3. Escala de carga de AmyS-S242Q
Variante de AmyS-S242Q Carga A
Q97E-Q319E-Q358E-Q443E -4
Q97E-Q319E-Q358E -3
Q97E-Q319E -2
Q97E -1
Q97R-Q319E 0
AmyS-S242Q original 0
Q97R +1
Q97R-Q319R +2
Q97R-Q319R-Q358R +3
Q97R-Q319R-Q358R +4

S2420Q de G. stearothermophilus

[0353] EI ADN de plasmido de AmyS-S242Q se aisl6 de una cepa de B. subtilis transformada (genotipo: AaprE,
AnprE, amyE::xyIRPxylAcomK-phleo) y se envié a DNA2.0 Inc. como la plantilla para la construccion de CCL. Se
pidi6 a DNA2.0 Inc. (Mountain View, CA, EE.UU.) la generacion de genotecas de posicidon en cada uno de los
cuatro sitios en la amilasa AmyS-S242Q (S242Q) que se muestran en la Tabla 15-4. Las variantes se

suministraron como concentrados de glicerol en placas de 96 pocillos.

[0354] La genoteca de carga de combinacion de AmyS-S242Q se designé mediante la identificacion de los
cuatro residuos siguientes: GIn-97, GIn 319, GIn 358 y GIn 443. Se cre6 un CCL de cuatro sitios, de 81 miembros
realizando todas las combinaciones de tres posibilidades en cada sitio: amilasa natural, arginina o &cido

aspartico.

Tabla 15-4. Variantes de CCL de S242Q
Variante # Q97 Q319 Q358 Q443 Carga A
1 Q97E | Q319E | Q358E | Q443E -4
2 Q97E | Q319E | Q358E | Q443R -2
3 Q97E | Q319E | Q358E - -3
4 Q97E | Q319E | Q358R | Q443E -2
5 Q97E | Q319E | Q358R | Q443R 0
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Tabla 15-4. Variantes de CCL de S242Q

Variante # Q97 Q319 Q358 Q443 Carga A
6 Q97E | Q319E | Q358R - -1
7 Q97E | Q319E - Q443E -3
8 Q97E | Q319E - Q443R -1
9 Q97E | Q319E - - -2
10 Q97E | Q319R | Q358E | Q443E -2
11 Q97E | Q319R | Q358E | Q443R 0
12 Q97E | Q319R | Q358E - -1
13 Q97E | Q319R | Q358R | Q443E 0
14 Q97E | Q319R | Q358R | Q443R +2
15 Q97E | Q319R | Q358R - +1
16 Q97E | Q319R - Q443E -1
17 Q97E | Q319R - Q443R +1
18 Q97E | Q319R - - 0
19 Q97E - Q358E | Q443E -3
20 Q97E - Q358E | Q443R -1
21 Q97E - Q358E - -2
22 Q97E - Q358R | Q443E -1
23 Q97E - Q358R | Q443R +1
24 Q97E - Q358R - 0
25 Q97E - - Q443E -2
26 Q97E - - Q443R 0
27 Q97E - - - -1
28 Q97R | Q319E | Q358E | Q443E -2
29 Q97R | Q319E | Q358E | Q443R 0
30 Q97R | Q319E | Q358E - -1
31 Q97R | Q319E | Q358R | Q443E 0
32 Q97R | Q319E | Q358R | Q443R +2
33 Q97R | Q319E | Q358R - +1
34 Q97R | Q319E - Q443E -1
35 Q97R | Q319E - Q443R +1
36 Q97R | Q319E - - 0
37 Q97R | Q319R | Q358E | Q443E 0
38 Q97R | Q319R | Q358E | Q443R +2
39 Q97R | Q319R | Q358E - +1
40 Q97R | Q319R | Q358R | Q443E +2
41 Q97R | Q319R | Q358R | Q443R +4
42 Q97R | Q319R | Q358R - +3
43 Q97R | Q319R - Q443E +1
44 Q97R | Q319R - Q443R +3
45 Q97R | Q319R - - +2
46 Q97R - Q358E | Q443E -1
47 Q97R - Q358E | Q443R +1
48 Q97R - Q358E - 0
49 Q97R - Q358R | Q443E +1
50 Q97R - Q358R | Q443R +3
51 Q97R - Q358R - +2
52 Q97R - - Q443E 0
53 Q97R - - Q443R +2
54 Q97R - - - +1
55 - Q319E | Q358E | Q443E -3
56 - Q319E | Q358E | Q443R -1
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Tabla 15-4. Variantes de CCL de S242Q
Variante # Q97 Q319 Q358 Q443 Carga A
57 - Q319E | Q358E - -2
58 - Q319E | Q358R | Q443E -1
59 - Q319E | Q358R | Q443R +1
60 - Q319E | Q358R - 0
61 - Q319E - Q443E -2
62 - Q319E - Q443R 0
63 - Q319E - - -1
64 - Q319R | Q358E | Q443E -1
65 - Q319R | Q358E | Q443R +1
66 - Q319R | Q358E - 0
67 - Q319R | Q358R | Q443E +1
68 - Q319R | Q358R | Q443R +3
69 - Q319R | Q358R - +2
70 - Q319R - Q443E 0
71 - Q319R - Q443R +2
72 - Q319R - - +1
73 - - Q358E | Q443E -2
74 - - Q358E | Q443R 0
75 - - Q358E - -1
76 - - Q358R | Q443E 0
77 - - Q358R | Q443R +2
78 - - Q358R - +1
79 - - - Q443E -1
80 - - - Q443R +1
81 (original) Q97 Q319 Q358 Q443 0

Ejemplo 16. Rendimiento del lavado de enzima

[0355] Este Ejemplo describe el analisis de la variante S242Q en un ensayo de micromuestra de 1,0 pg/ml en
detergente HDL de AATCC o 5 mM de tampdn HEPES bajo resistencia idnica variable. Se utilizaron los métodos
proporcionados en el Ejemplo 12 (véase, por ejemplo, “Ensayo de micromuestra de almidén de arroz para
analizar el rendimiento de la amilasa”).

[0356] Existe un cambio de carga neta Optima para el rendimiento de limpieza de la enzima en detergente HDL
de AATCC. El rendimiento se mide en términos de rendimiento de limpieza relativo observado en un ensayo de
la actividad de la micromuestra de almidon de arroz. Un valor de aproximadamente 1,0 indica el rendimiento de
limpieza més alto en este ensayo. Esto es un ejemplo de la optimizacion de una propiedad fisica de la proteina
(por ejemplo, carga neta) para mejorar un resultado o beneficio dado (por ejemplo, el rendimiento de la limpieza
en un detergente para ropa liquido). La carga 6ptima identificada con este grupo de proteinas sonda limitado
coincide con la carga éptima observada cuando se mide la genoteca de combinacion de carga completa. El uso
de proteinas sonda es, por consiguiente, predictivo del comportamiento de toda la genoteca.

[0357] De acuerdo con la teoria de Debye-Hiickel (Israelachivili, Intermolecular and Surface Forces, segunda
edicion: With Applications to Colloidal and Biological Systems, Academic Press 2d Ed. [1992]), las interacciones
electroestaticas estan controladas principalmente por la resistencia de las fuerzas de doble capa entre las
especies que interactian a un potencial constante o carga constante (enzimas, sustratos, tela y detergente), su
tamafio y la constante dieléctrica del medio circundante. Con el fin de caracterizar el comportamiento
electroestatico de las particulas en un medio complejo, tal como una formulacién detergente, su interaccién en un
ambiente reducido que posee la misma longitud de apantallamiento Debye es suficiente. Esto se logro
seleccionando un tampon de pH y una conductividad coincidentes con los del detergente bajo condiciones de
lavado. Un tampén apropiado para tal analisis es 5 mM de tampon HEPES con pH 8.0 con cantidades variables
de electrolito indiferente, tal como NaCl. La adicién de 2,5 mM de NaCl a este tampon coincide con el pH y la
conductividad de las condiciones de lavado normales de América del Norte. La adicion de 100 mM de NaCl es
representativo de las condiciones de lavado japonesas y europeas, hormalmente mas altas en resistencia iénica
debido tanto al incremento de la dureza del agua como al de las concentraciones de detergente.

[0358] La Figura 23 muestra que las variantes S242Q de carga positiva eran mejores para limpiar las
micromuestras de almiddn de arroz bajo las condiciones de lavado de América del Norte. De forma similar, las
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variantes de carga positiva de otra a-amilasa (es decir, TS23t) eran mejores para limpiar micromuestras de
almidén de arroz bajo las condiciones de lavado de América del Norte (Figura 24), demostrando que las
mutaciones de carga tienen un efecto similar en diferentes a-amilasas. Las variantes S242Q de carga positiva
también muestran una actividad especifica mas alta para la hidrdlisis de los sustratos de almidon de maiz
granulado (Figura 25).

[0359] La licuefacciéon del almidén por parte de las variantes de escala de carga de AmyS se determind
monitorizando la viscosidad final tras la licuefaccion del almidon de maiz. Un valor de viscosidad bajo es
indicativo de descomposicion de polisacaridos de almidén. Como se muestra en la Figura 14, se observé una
carga oOptima (por ejemplo, -4 a -2) en la licuefaccion. Las variantes de Amys que fueron demasiado negativas
(por ejemplo, -12 a -10) mostraron viscosidades finales muy elevadas, y las variantes que fueron demasiado
positivas (por ejemplo, +6 0 mayor) mostraron viscosidades finales ain mas elevadas (por ejemplo, fuera de los
limites de la instrumentacion de laboratorio debido a la sobrecarga de torsion).

Ejemplo 17. Termoestabilidad

[0360] Este Ejemplo describe la determinacion de la relacién entre la carga de la proteina y la estabilidad
térmica. Los ensayos de amilasa se basaron en la hidrélisis del almidon con BODIPY antes y después de
calentar el sobrenadante del cultivo. Se utilizaron las mismas soluciones quimicas y de reactivos que se
describen en el Ejemplo 12.

Ensayo de estabilidad térmica para a-amilasas

[0361] Los sobrenadantes del cultivo filtrado se diluyeron en serie en 50 mM de acetato de sodio + 2 mM de
CaCly, pH 5.8, con 0,002 % de Tween. Se ensayaron 10 pl de cada sobrenadante del cultivo diluido para
determinar la actividad de amilasa inicial mediante el ensayo de almidén con BODIPY. Se colocaron 50 pl de
cada sobrenadante del cultivo diluido en una placa de PCR de bajo perfil de 96 pocillos de VWR. Se agregaron
30 pL de aceite mineral en cada pocillo a modo de sellador. La placa se incubé en un ciclador térmico Peltier
DNA engine de BioRad a 95 °C durante 30 o 60 minutos dependiendo de la estabilidad de la enzima original.
Después de la incubacidn, la placa se enfri6 a 4 °C durante 5 minutos y después se mantuvo a temperatura
ambiente. Se afiadieron 10 pl de cada muestra a una placa nueva y se ensay0 para determinar la actividad final
de amilasa mediante el ensayo de almidén con BODIPY descrito en el Ejemplo 1.

Calculo de la termoestabilidad

[0362] La actividad residual de una muestra se expres6 como la relacion de la absorbancia final y la absorbancia
inicial, ambas corregidas para blancos. Un indice mas alto indica una variante mas estable térmicamente. Esto
es un ejemplo de la optimizacién de una propiedad fisica de una proteina, en este caso la carga neta, para
mejorar la estabilidad térmica de la enzima para una aplicacion de detergente para ropa liquido.

[0363] La termoestabilidad de las variantes se evalu6 como se ha descrito anteriormente. Los ganadores en
termoestabilidad de las CCL de S242Q se enumeran en la Tabla 17-1. Los ganadores se definen como los que
tienen una relacion de actividad residual del mutante con respecto a actividad residual de la enzima original (es
decir, S242Q) mayor que 1. La Figura 30 muestra la actividad residual de la primera escala de carga de AmyS
como una funcién de cambio de carga en relacién con la enzima natural. La estabilidad termal empleada en este
ensayo se describe en el Ejemplo 12. Una vez mas, como se muestra en la Figura, la acumulacion de cargas
negativas extremas (-12) o cargas positivas (+4) en relacién con la enzima natural son perjudiciales para la
estabilidad térmica. Esto es un ejemplo de la optimizacion de una propiedad fisica de una proteina, en este caso
la carga neta, para mejorar la estabilidad térmica de la enzima para una aplicacion de detergente para ropa
liquido.

Tabla 17-1: CCL de S242Q — ganadores en estabilidad térmica

Variante # 97 319 358 443 act. residual del mutante/act. residual de la enzima orig.
2 Q97E | Q319E | Q358E | Q443R 1,12
10 Q97E | Q319R | Q358E | Q443E 1,12
13 Q97E | Q319R | Q358R | Q443E 1,36
14 Q97E | Q319R | Q358R | Q443R 1,16
15 Q97E | Q319R | Q358R 1,37
17 Q97E | Q319R Q443R 1,29
18 Q97E | Q319R 1,11
27 Q97E 1,16
32 Q97R | Q319E | Q358R | Q443R 1,18
37 Q97R | Q319R | Q358E | Q443E 1,29
38 Q97R | Q319R | Q358E | Q443R 1,22
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Variante # 97 319 358 443 act. residual del mutante/act. residual de la enzima orig.
39 Q97R | Q319R | Q358E 1,21
40 Q97R | Q319R | Q358R | Q443E 1,20
41 Q97R | Q319R | Q358R | Q443R 1,26
42 Q97R | Q319R | Q358R 1,48
43 Q97R | Q319R Q443E 1,21
44 Q97R | Q319R Q443R 1,21
45 Q97R | Q319R 1,14
50 Q97R Q358R | Q443R 1,14
62 Q319E Q443R 1,26
63 Q319E 1,18
64 Q319R | Q358E | Q443E 1,19
65 Q319R | Q358E | Q443R 1,28
68 Q319R | Q358R | Q443R 1,14
70 Q319R Q443E 1,22
73 Q358E | Q443E 1,15
74 Q358E | Q443R 1,15
75 Q358E 1,18

Ejemplo 18. Rendimiento de la enzima

[0364] Este Ejemplo muestra que el rendimiento de la enzima puede verse afectado por la carga. El rendimiento
de la enzima se evalud utilizando detergentes inactivados por calor como se describe anteriormente en el
Ejemplo 12. Los ganadores se definieron como los que tenian un indice de Rendimiento (P, por sus siglas en
inglés) mayor que 1. El Pl es la relacién de la actividad residual del mutante con respecto a la actividad residual
de la enzima original (es decir, S242Q). Los resultados se muestran en las Tablas 18-1y 18-2.

Tabla 18-1: CCL de S242Q — ganadores de micromuestra de almidén de arroz CS-28, Tide 2x (Condiciones de
América del Norte como se describen en el Ejemplo 12)

Variante # 97 319 358 443 carga rel Pl
13 Q97E Q319R Q358R Q443E 0 1,44
14 Q97E Q319R Q358R Q443R 2 1,32
15 Q97E Q319R Q358R 1 1,40
16 Q97E Q319R Q443E -1 1,33
17 Q97E Q319R Q443R 1 1,40
18 Q97E Q319R 0 1,41
20 Q97E Q358E Q443R -1 1,15
23 Q97E Q358R Q443R 1 1,21
25 Q97E Q443E -2 1,18
26 Q97E Q443R 0 1,25
27 Q97E -1 1,16
28 Q97R Q319E Q358E Q443E -2 2,32
29 Q97R Q319E Q358E Q443R 0 2,54
30 Q97R Q319E Q358E -1 2,93
31 Q97R Q319E Q358R Q443E 0 2,27
32 Q97R Q319E Q358R Q443R 2 2,28
33 Q97R Q319E Q358R 1 2,34
34 Q97R Q319E Q443E -1 2,31
35 Q97R Q319E Q443R 1 2,31
36 Q97R Q319E 0 2,14
37 Q97R Q319R Q358E Q443E 0 1,93
38 Q97R Q319R Q358E Q443R 2 1,85
39 Q97R Q319R Q358E 1 2,14
40 Q97R Q319R Q358R Q443E 2 1,92
41 Q97R Q319R Q358R Q443R 4 1,37
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Variante # 97 319 358 443 carga rel Pl
42 Q97R Q319R Q358R 3 1,61
43 Q97R Q319R Q443E 1 1,90
44 Q97R Q319R Q443R 3 1,64
45 Q97R Q319R 2 1,99
46 Q97R Q358E Q443E -1 1,40
47 Q97R Q358E Q443R 1 1,29
48 Q97R Q358E 0 1,60
49 Q97R Q358R Q443E 1 1,57
50 Q97R Q358R Q443R 3 1,38
51 Q97R Q358R 2 1,37
52 Q97R Q443E 0 1,51
54 Q97R 1 1,51
55 Q319E Q358E Q443E 3 1,14
56 Q319E Q358E Q443R 1 1,38
57 Q319E Q358E 2 1,10
58 Q319E Q358R Q443E -1 1,25
59 Q319E Q358R Q443R 1 1,41
60 Q319E Q358R 0 1,49
61 Q319E Q443E 2 1,16
62 Q319E Q443R 0 1,45
63 Q319E -1 1,28
64 Q319R Q358E Q443E 1 1,12
65 Q319R Q358E Q443R 1 1,19
66 Q319R Q358E 0 1,36
67 Q319R Q358R Q443E 1 1,24
69 Q319R Q358R 2 1,19
70 Q319R Q443E 0 1,29
76 Q358R Q443E 0 1,22
78 Q358R 1 1,25
79 Q443E -1 1,24
80 Q443R 1 1,17

Tabla 18-2: CCL de S242Q — ganadores de micromuestra de almidén de arroz CS-28, Persil (condiciones de
Europa Occidental)

Variante # 97 319 358 443 carga rel Pl
2 Q97E Q319E Q358E Q443R -2 1,41
3 Q97E Q319E Q358E -3 1,94
4 Q97E Q319E Q358R Q443E -2 1,61
5 Q97E Q319E Q358R Q443R 0 1,39
6 Q97E Q319E Q358R -1 2,04
7 Q97E Q319E Q443E -3 2,05
8 Q97E Q319E Q443R -1 1,84
9 Q97E Q319E -2 2,27

10 Q97E Q319R Q358E Q443E -2 1,35
13 Q97E Q319R Q358R Q443E 0 1,45
14 Q97E Q319R Q358R Q443R 2 1,17
15 Q97E Q319R Q358R 1 1,22
16 Q97E Q319R Q443E -1 1,26
17 Q97E Q319R Q443R 1 1,29
18 Q97E Q319R 0 1,76
26 Q97E Q443R 0 1,36
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Variante # 97 319 358 443 carga rel Pl
27 Q97E -1 1,31
28 Q97R Q319E Q358E Q443E -2 2,21
29 Q97R Q319E Q358E Q443R 0 1,96
30 Q97R Q319E Q358E -1 1,94
31 Q97R Q319E Q358R Q443E 0 2,11
32 Q97R Q319E G1358R Q443R 2 1,87
33 Q97R Q319E Q358R 1 2,41
34 Q97R Q319E Q443E -1 2,20
35 Q97R Q319E Q443R 1 2,21
36 Q97R Q319E 0 2,07
37 Q97R Q319R Q358E Q443E 0 1,86
38 Q97R Q319R Q358E Q443R 2 1,83
39 Q97R Q319R Q358E 1 1,99
40 Q97R Q319R Q358R Q443E 2 1,85
41 Q97R Q319R Q358R Q443R 4 1,36
42 Q97R Q319R Q358R 3 1,90
43 Q97R Q319R Q443E 1 1,99
44 Q97R Q319R Q443R 3 1,94
45 Q97R Q319R 2 1,75
46 Q97R Q358E Q443E -1 1,71
47 Q97R Q358E Q443R 1 1,39
48 Q97R Q358E 0 1,85
50 Q97R G1358R Q443R 3 1,24
51 Q97R Q358R 2 1,36
52 Q97R Q443E 0 1,25
54 Q97R 1 1,88
55 Q319E Q358E Q443E -3 1,12
56 Q319E Q358E Q443R -1 1,17
58 Q319E Q358R Q443E -1 1,16
59 Q319E Q358R Q443R 1 1,25
60 Q319E Q358R 0 1,50
63 Q319E -1 1,36
64 Q319R Q358E Q443E -1 1,10
65 Q319R Q358E Q443R 1 1,18
66 Q319R Q358E 0 1,25
67 Q319 R Q358R Q443E 1 1,29
70 Q319R Q443E 0 1,15

[0365] La actividad también se midio utilizando el ensayo de hidrolisis de almidén con BODIPY como se
proporciona en el presente documento. Los resultados se muestran en la Tabla 18-3. Una actividad especifica
relativa en este sustrato de almidén (un almidén de maiz) mayor que 1 indica que la variante tiene actividad
especifica mayor que la enzima S242Q original. El ppm relativo es el titulo de expresién de la variante en
relacién con la enzima original, mayor que 1 indica titulos superiores (en tubos de agitacion), que los de la

enzima S242Q original.

Tabla 18-3: CCL de S242Q — ganadores de titulo y/o almidén con BODIPY

Variante # 97 319 358 443 Carga ppm rel act. especif. rel.
1 Q97E Q319E Q358E Q443E -4 1,27 1,29
2 Q97E Q319E Q358E Q443R -2 1,19 1,31
3 Q97E Q319E Q358E -3 1,00 1,43
4 Q97E Q319E Q358R Q443E -2 1,23 1,43
5 Q97E Q319E Q358R Q443R 0 0,94 1,78
6 Q97E Q319E Q358R -1 0,89 1,81
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Variante # 97 319 358 443 Carga ppm rel act. especif. rel.
7 Q97E Q319E Q443E -3 1,40 1,41
8 Q97E Q319E Q443R -1 1,12 1,58
9 Q97E Q319E -2 1,09 1,56
10 Q97E Q319R Q358E G1443E -2 1,45 1,32
11 Q97E Q319R Q358E Q443R 0 1,32 1,49
12 Q97E Q319R Q358E -1 1,58 1,27
13 Q97E Q319R Q358R Q443E 0 0,65 1,44
14 G97E Q319R Q358R Q443R 2 0,66 1,65
15 Q97E Q319R Q358R 1 0,80 1,64
16 Q97E Q319R Q443E -1 1,09 1,51
17 Q97E Q319R Q443R 1 1,00 1,42
18 Q97E Q319R 0 0,87 1,78
19 Q97E Q358E Q443E -3 1,22 0,88
21 Q97E Q358E -2 1,12 0,88
22 Q97E Q358R Q443E -1 0,91 1,16
23 G97E Q358R Q443R 1 0,78 1,25
24 Q97E Q358R 0 1,08 1,14
25 Q97E Q443E -2 1,12 1,00
28 Q97R Q319E Q358E Q443E -2 0,78 1,87
29 Q97R Q319E Q358E Q443 R 0 0,80 1,81
30 Q97R Q319E Q358E -1 0,68 2,21
31 Q97R Q319E Q358R Q443E 0 0,68 1,96
32 Q97R Q319E Q358R Q443R 2 0,70 2,05
33 Q97R Q319E Q358R 1 0,60 2,27
34 Q97R Q319E Q443E -1 0,65 2,25
35 Q97R Q319E Q443R 1 0,70 2,15
36 Q97R Q319E 0 0,73 2,23
37 Q97R Q319R Q358E Q443E 0 0,93 2,11
38 Q97R Q319R Q358E Q443R 2 0,65 2,21
39 Q97R Q319R Q358E 1 0,82 2,22
40 Q97R Q319R Q358R Q443E 2 0,74 2,28
41 Q97R Q319R Q358R Q443R 4 0,55 2,09
42 Q97R G319R Q358R 3 0,67 2,48
43 Q97R Q319R Q443E 1 0,84 2,35
44 Q97R Q319R Q443R 3 0,73 2,41
45 QI7R Q319R 2 0,76 2,45
46 Q97R Q358E Q443E -1 0,79 1,45
47 Q97R Q97R Q358E Q443R 1 0,75 1,42
48 Q97R Q358E 0 0,82 1,46
49 Q97R Q358R Q443E 1 0,67 1,69
50 Q97R Q358R Q443R 3 0,60 1,60
51 Q97R Q358R 2 0,64 1,29
52 Q97R Q443E 0 0,83 1,43
54 Q97R 1 0,72 1,49
55 Q319E Q358E Q443E -3 0,99 1,15
56 Q319E Q358E Q443R -1 0,77 1,40
57 Q319E Q358E -2 0,83 1,34
58 Q319E Q358R Q443E -1 0,73 1,49
59 Q319E Q358R Q443R 1 0,67 1,61
60 Q319E Q358R 0 0,80 1,67
61 Q319E Q443E -2 0,91 1,39
62 Q319E Q443R 0 0,73 1,45
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Variante # 97 319 358 443 Carga ppm rel act. especif. rel.
63 Q319E -1 0,75 1,41
64 Q319R G358E Q443E -1 1,05 1,28
65 Q319R Q358E Q443R 1 0,94 1,42
66 Q319R Q358E 0 0,96 1,39
67 Q319R Q358R Q443E 1 1,02 1,50
68 Q319R Q358R Q443R 3 0,71 1,57
69 Q319R Q358R 2 0,71 1,58
70 Q319R Q443E 0 0,91 1,49
72 Q319R 1 0,95 1,56
77 Q358R Q443R 2 0,67 1,22
78 Q358R 1 0,66 1,15

Ejemplo 19. Equilibrio de los efectos de la mutacién en la actividad y la expresion de la amilasa

[0366] Este Ejemplo muestra que dos propiedades enzimaticas en conflicto se pueden optimizar
simultdneamente mediante la introduccién de multiples sustituciones de aminoacidos.

[0367] Como se determind durante la experimentacion, la expresion media de AmyS-242Q disminuy6 con un
aumento de la carga positiva. No obstante, la hidrdlisis del almidon con BODIPY especifica aumenté con el
aumento de la carga positiva. La expresion de la amilasa recombinante mejorada y la hidrélisis del almidén son
deseables en una variante modificada de AmyS-242Q adecuada para la licuefaccion del almidén en la industria
del etanol como combustible o en la limpieza en aplicaciones detergentes, por ejemplo. Sin embargo, estas
propiedades son aparentemente propiedades en conflicto. Como se determiné durante la experimentacion, es
posible producir una variante de amilasa mas altamente expresada sin comprometer gravemente la hidrélisis del
almidon mediante la combinacion selectiva de mutaciones individuales. La estrategia descrita en el presente
documento se utiliz6 satisfactoriamente para producir y seleccionar variantes de AmyS-242Q con muchas
sustituciones que presentan mejoras en una primera propiedad (por ejemplo, la expresion como la propiedad
principal), mientras se mejora o no se sacrifica una segunda propiedad (por ejemplo, la hidrélisis del almidon
como la propiedad secundaria).

[0368] Ademas, opuesta a la expresion media de las variantes AmyS-242Q, la limpieza de micromuestras de
almidén de maiz aumentd con el aumento de la carga positiva. La expresion de la amilasa recombinante
mejorada y el rendimiento de la limpieza son deseables en una variante modificada de AmyS-242Q adecuada
para la licuefaccion del almidén en la industria del etanol como combustible o en la limpieza en aplicaciones
detergentes, por ejemplo. Sin embargo, estas propiedades también son aparentemente propiedades en conflicto.
Como se determind durante la experimentacion, es posible producir una variante de amilasa mas altamente
expresada sin comprometer gravemente el rendimiento de la limpieza mediante la combinacion selectiva de
mutaciones individuales. La estrategia descrita en el presente documento se utilizd satisfactoriamente para
producir y seleccionar variantes de AmyS-242Q con muchas sustituciones que presentan mejoras en una
primera propiedad (por ejemplo, la expresion como la propiedad principal), mientras se mejora o no se sacrifica
una segunda propiedad (por ejemplo, la limpieza de micromuestras de almidon de arroz como la propiedad
secundaria).

[0369] En concreto, una genoteca de combinacion de carga de AmyS-S242Q de 80 miembros que comprendia
variantes que tenian combinaciones de desde una a cuatro sustituciones de residuos cargados se analizé para
determinar la expresion en tubo de agitacion, la hidrélisis del almidén con BODIPY vy la actividad de limpieza del
almidén de arroz. Los ganadores AmyS-S242Q se muestran en las Tablas 19-1 y 19-2. Es importante destacar
gue las variantes con muchas sustituciones de la Tabla 19-1 tienen una expresion igual o mejorada y una
hidrélisis de almidén con BODIPY igual o mejorada en comparacion con la enzima original. De manera similar,
las variantes con muchas sustituciones de la Tabla 19-2 tienen una expresion igual o mejorada y una actividad
de limpieza del almidon de arroz igual o mejorada en comparacion con la enzima original.

Tabla 19-1. Ganadores de expresion y de hidrélisis de almidén con BODIPY de AmyS-S242Q
Variante 97 319 358 443 Carga | Expresion (PI) BODIPY (PI)
1 Q97E | Q319E | Q358E | Q443E -4 1,27 1,29
2 Q97E | Q319E | Q358E | Q443R -2 1,19 1,31
3 Q97E | Q319E | Q358E -3 1,00 1,43
4 Q97E | Q319E | Q358R | Q443E -2 1,23 1,43
7 Q97E | Q319E Q443E -3 1,40 141
8 Q97E | Q319E Q443R -1 1,12 1,58
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Tabla 19-1. Ganadores de expresion y de hidrolisis de almidén con BODIPY de AmyS-S242Q
Variante 97 319 358 443 Carga | Expresion (PI) BODIPY (PI)
9 Q97E | Q319E -2 1,09 1,56
10 Q97E | Q319R | Q358E | Q443E -2 1,45 1,32
11 Q97E | Q319R | Q358E | Q443R 0 1,32 1,49
12 Q97E | Q319R | Q358E -1 1,58 1,27
16 Q97E | Q319R Q443E -1 1,09 1,51
17 Q97E | Q319R Q443R +1 1,00 1,42
24 Q97E Q358R 0 1,08 1,14
25 Q97E Q443E -2 1,12 1,00
64 Q319R | Q358E | Q443E -1 1,05 1,28
67 Q319R | Q358R | Q443E +1 1,02 1,50
Tabla 19-2. Ganadores de expresion y de hidrélisis de almidén de arroz de AmyS-S242Q
Variante 97 319 358 443 Carga Expresion CS-28
1 Q97E Q319E Q358E Q443E -4 1,27 1,01
11 Q97E Q319R Q358E Q443R 0 1,32 1,18
12 Q97E Q319R Q358E -1 1,58 1,13
16 Q97E Q319R Q443E -1 1,09 1,43
17 Q97E Q319R Q443R +1 1,00 1,55
24 Q97E Q358R Q358R 0 1,08 1,15
25 Q97E Q443E -2 1,12 1,09
64 Q319R Q358E Q443E -1 1,05 1,18
67 Q319R Q358R Q443E +1 1,02 1,15

[0370] En resumen, debido a que la actividad enzimatica y la produccidon enzimatica tienen dependencias de
carga diferentes (véanse las Figuras, 27A, 27B, 28A y 28B) estan negativamente correlacionadas (véanse las
Figuras 26A y 26B). No obstante, existen un nimero de variantes que se mejoran en ambas, expresion y
actividad, y analizar la genoteca de esta manera permite identificarlas.

[0371] Aunque se muestra con amilasas, este método es aplicable a otras clases de enzimas tales como
proteasas, lipasas, celulasas, transferasas y pectinasas. Ademas, cualquier combinacion de dos o mas
propiedades se puede analizar simultineamente tales como expresion, actividad, union, estabilidad térmica y
estabilidad quelante y detergente.

Ejemplo 20 — Limpieza de micromuestra e hidrolisis de almidén

[0372] El rendimiento de la enzima se evalud utilizando detergentes inactivados por calor como se describe
anteriormente. Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 12 (véase “Ensayo de
micromuestra de almiddn de arroz para analizar el rendimiento de la amilasa” y “Ensayo de almidén con BODIPY
para la determinacién de la actividad de la amilasa”). Los ganadores se definen como los que tienen un indice de
Rendimiento (PI, por sus siglas en inglés) mayor que 1. El Pl es la relacién de la actividad residual del mutante
con respecto a la actividad residual de la enzima natural. La Tabla 20-1 muestra los célculos de las variantes
AmyS que son mejores que la enzima natural (AAG <0) en comparacion con los resultados de cambio de carga
(A CHRG). ElI cambio de carga, Kyte-Doolittle, Eisenberg y la union de hidrégeno se definen en WO
2008/153925, presentada el 6 de junio de 2008. Ademas, la Tabla 20-1 muestra los resultados de hidropaticidad
de Kyte-Doolittle (A K-D) y de las escalas de hidrofobicidad de Eisenberg (A E). La Tabla 20-1 también muestra
los valores de la unién de hidrégeno (A HB), con un resultado de -2 significando la pérdida de capacidad de
union de hidrégeno. La Tabla 20-1 muestra los célculos de las variantes AmyS que son mejores que la enzima
natural con respecto a la hidrélisis de harina de maiz a 5, 10 y 60 minutos (CF5, CF10, CF60), actividad sobre
sustratos DP7 con pH 4.0 y 5.8 (pH 4, pH 5.8), limpieza del almidén de arroz con pH 8.6 y 10 (Limpieza 8 y
Limpieza 10) y expresiéon de proteina en B. subtilis (EXP). El efecto de la carga en la actividad tiene el sentido
opuesto al efecto de la carga en la expresién. La unidon de hidrogeno y la hidrofobicidad también muestran
efectos estadisticamente relevantes en estas propiedades. Evidentemente, las propiedades de las sustituciones
de aminoacidos tales como carga e hidrofobicidad pueden afectar a los niveles de expresion en B. subtilis y E.
coli, asi como a la actividad basica y a la estabilidad de las proteinas.
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Tabla 20-1. Quintiles de AmyS para multiples propiedades

AmyS ole AmyS ole AmyS ole AmyS ole
CF5 AAG CF5 AAG CF5 AAG CF5 AAG
A CHRG -2 1,60 AHB-2 0,84 AK-D -2 1,12 AE-2 1,13
A CHRG -1 1,29 AHB-1 0,98 AK-D -1 1,19 AE-1 1,09
A CHRGO 0,97 AHBO 1,02 AK-DO 0,83 AEOQ 1,05
A CHRG +1 0,84 A HB +1 0,92 AK-D +1 1,15 AE+1 0,89
A CHRG +2 0,56 A HB +2 1,19 A K-D +2 0,77 AE +2 1,12
CF10 AAG CF10 AAG CF10 AAG CF10 AAG
A CHRG -2 1,66 AHB -2 0,86 AK-D-2 1,10 AE-2 1,26
ACHRG -1 1,18 AHB-1 1,00 AK-D-1 1,15 AE-1 1,04
AHRGO 0,97 AHBO 1,02 AK-DO 0,86 AEQ 1,08
A CHRG +1 0,91 A HB +1 0,97 AK-D +1 1,12 AE +1 0,90
A CHRG +2 0,77 A HB +2 1,12 A K-D +2 0,82 AE +2 1,16
CF60 AAG CF60 AAG CF60 AAG CF60 AAG
A CHRG -2 1,46 AHB -2 1,00 AK-D -2 0,94 AE-2 0,98
A CHRG -1 1,33 AHB-1 0,96 AK-D-1 1,15 AE-1 1,01
A CHRG 0 0,96 AHBO 1,01 AK-DO 0,79 AEOQ 1,05
A CHRG #+1 0,84 A HB +1 0,95 A K-D+1 1,16 A E+1 0,94
A CHRG +2 0,82 A HB +2 1,05 A K-D +2 0,89 AE +2 1,54
pH4 AAG pH4 AAG pH4 AAG pH4 AAG
A CHRG -2 1,63 AHB -2 0,91 AK-D -2 1,29 AE-2 1,07
A CHRG -1 1,28 AHB-1 0,89 AK-D-1 1,19 AE-1 1,13
A CHRG 0 0,96 AHBO 0,97 AK-DO 0,72 AEOQ 1,01
A CHRG #+1 0,88 A HB +1 0,93 AK-D +1 1,12 AE +1 0,89
A CHRG +2 0,19 A HB +2 1,26 AK-D +2 0,86 AE +2 0,95
pH5.8 AAG pH5.8 AAG pH5.8 AAG pH5.8 AAG
A CHRG -2 1,66 A HB -2 0,99 AK-D -2 1,00 AE-2 1,23
ACHRG -1 1,26 AHB-1 0,99 AK-D-1 1,17 AE-1 1,06
A CHRGO 0,95 AHBO 0,95 AK-DO 0,80 AEO 0,99
A CHRG +1 0,94 A HB +1 0,90 AK-D +1 1,08 AE+1 0,94
A CHRG +2 0,83 A HB +2 1,15 A K-D +2 0,92 AE +2 1,16
Limpieza 8 AAG Limpieza 8 AAG Limpieza 8 AAG Limpieza 8 AAG
A CHRG -2 1,34 AHB -2 1,07 AK-D -2 0,89 AE-2 0,88
A CHRG -1 1,22 AHB-1 1,02 AK-D-1 1,10 AE-1 0,98
A CHRG 0 0,96 AHBO 0,96 AK-DO 0,83 AEQ 1,00
A CHRG #+1 0,94 A HB +1 0,90 AK-D +1 1,07 AE+1 1,01
A CHRG +2 0,62 A HB +2 1,05 AK-D +2 1,02 AE +2 1,32
Limpieza 10 AAG Limpieza 10 AAG Limpieza 10 AAG Limpieza 10 AAG
A CHRG -2 1,32 AHB -2 0,86 AK-D -2 1,03 AE-2 0,81
A CHRG -1 1,43 AHB-1 1,36 A K-D-1 1,11 AE -1 1,03
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Tabla 20-1. Quintiles de AmyS para multiples propiedades

AmyS ole AmyS ole AmyS ole AmyS ole
A CHRG 0 0,92 AHBO 0,72 AK-DO 0,80 AEQ 1,00
A CHRG +1 0,88 A HB +1 1,07 AK-D +1 1,16 AE +1 0,97
A CHRG +2 0,74 AHB +2 1,11 AK-D +2 0,91 AE +2 1,48
EXP AAG 0,00 EXP AAG 0,63 EXP AAG 0,65 EXP AAG A 0,71

A CHRG -2 AHB -2 AK-D -2 E-2
A CHRG -1 0,35 AHB-1 0,91 AK-D-1 1,11 AE-1 1,29
A CHRGO 1,08 AHBO 0,95 AK-DO 1,49 AEOQ 1,06
A CHRG +1 1,35 A HB +1 1,39 AK-D +1 0,77 AE +1 0,79
A CHRG +2 1,64 AHB +2 1,16 AK-D +2 0,72 AE +2 0,20

Ejemplo 21. Modulacién de un perfil pH-actividad de una enzima

[0373] Este Ejemplo describe la utilizacién de mutaciones de carga de superficie para optimizar un perfil pH-
actividad de una enzima para una reaccion dada. La Figura 31A muestra la actividad de limpieza de
micromuestra de almidén de arroz como una funcién del pH para la primera escala de carga de AmyS del
Ejemplo 15. El intervalo de pH desde 3.0 hasta 4.25 estuvo en 200 mM de formiato de Na que contenia Tween-
80 al 0,01 %, mientras que el intervalo de pH desde 4.25 hasta 5.5 estuvo 200 mM de en acetato de Na que
contenia Tween-80 al 0,01 %. Los datos se ajustan a las curvas de titulacion, cada una con un valor pKa
individual. La Figura 31B muestra un pKa aparente para catalisis de AmyS como una funciéon del cambio de
carga para la primera escala de carga de AmyS del Ejemplo 15. Estos datos muestran que los perfiles pH-
actividad de una a-amilasa pueden cambiarse significativamente mediante mutaciones de carga de superficie,
incluso en tampon de 200 mM. Aunque esto se ha reportado a una resistencia idnica muy baja para subtilisina
(Russell et al. (1987) J Mol Biol. 193: 803-13) y para D-xilosa isomerasa (Cha et al. (1998) Mol Cell. 8:374-82), se
cree que es la primera vea que esto se ha realizado con a-amilasa, y sorprendentemente, incluso a una
resistencia ionica alta.

Ejemplo 22. Supercribado de AmyS

[0374] Los siguientes ensayos se utilizaron en los ejemplos que se describen a continuacion. Cualquier
desviacion de los protocolos proporcionados a continuacion se indica en los ejemplos. En estos experimentos, se
utilizé un espectrofotémetro de 96 pocillos para medir la absorbancia de los productos formados después de la
finalizacion de las reacciones.

Ensayo de hidrdlisis de almidén para la determinacién de la actividad especifica y estabilidad térmica

[0375] Se llevé a cabo un ensayo de la actividad de la a-amilasa en harina de maiz para medir la actividad
especifica y la estabilidad de AmyS de B. subtilis y variantes de AmyS. Se utilizaron las condiciones que mas se
asemejaban a las aplicaciones del mundo real en la limpieza y el procesamiento del grano. La actividad se define
como extremos reductores generados debido a la descomposicion enzimética de la harina de maiz, determinada
por el método PAHBAH (hidrazida de &cido p-hidroxibenzoico). La estabilidad se define como actividad sostenida
a 85 °C.

[0376] Hardware: Variomag Teleshake 95 de Inheco con adaptador de placa de PCR, Multidrop de Thermo
Electron, placa de PCR PCR-96-FS-C con faldilla amplia de Axygen, Termocicladores - con un minimo de 4
bloques de 96 pocillos (un MJ Research Tetrad), manipuladores de liquidos Biomek FX.

[0377] Hidrdlisis del almidén: Se utilizé harina de maiz organico de Azure Farms, tamizada para fines de manejo
de liquidos, para obtener la fraccion < 600 micras, se horne6 4 horas a 80 °C, después se dej6 equilibrar durante
la noche a temperatura ambiente. Se prepar6 una suspension al 2 % en peso/peso en lotes de 500 g y 1000 g.
La suspension se agité vigorosa y continuamente durante el ajuste de pH, el equilibrado de pH y el traslado del
vaso de precipitados a la placa de PCR. Para 1000 g, se agitaron durante 15 minutos 23 g de harina de maiz
prehorneada y 977 g de agua desionizada casera, se ajustaron con H2S0O4 a pH 5.8 y se dej6 equilibrar durante
30 minutos, punto en el cual se realizé un ajuste final de pH si fue necesario. Se utilizaron pipetas de 8 canales
con las puntas recortadas para un tamafio de apertura de aproximadamente 1,5 mm para distribuir la suspensién
en los pocillos de las placas de PRC de Axygen.

[0378] Los sobrenadantes del cultivo de AmyS y de las variantes de AmyS se diluyeron a aproximadamente
1 ug/mL en un tampén de dilucion (agua + 0,005 % de Tween-80) y 10 uL de sobrenadante diluido se
transfirieron a las placas de reacciéon de 5 minutos, 10 minutos y 60 minutos y se mezcl6é una vez pipeteando la
muestra arriba y abajo. Se transfirié una alicuota de 50 pL de aceite mineral ligero a cada pocillo. Las placas se
transfirieron a las unidades de Inheco precalentadas a 85 °C. En los puntos de tiempo indicados tras la
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incubacién (5, 10 y 60 minutos), se detuvo la reaccion de hidrélisis de almidén por adiciéon de 10 pyL de 4 N de
NaOH en cada pocillo. Los productos de la reaccion de la hidrélisis de almidén se analizaron mediante el ensayo
PAHBAH.

[0379] Ensayo PAHBAH: Se afiadieron alicuotas de 80 pL de 0,5 N de NaOH a todos los pocillos de una placa
de PCR vacia seguido de 20 uL del reactivo PAHBAH (5 % en peso/volumen de hidrazida de acido p-
hidroxibenzoico (PAHBAH, Sigma # H9882, disuelto en 0,5 N de HCI) y se mezclaron pipeteando arriba y abajo
(placa de reaccion PAHBAH). Se afiadieron 10 uL de los sobrenadantes de la reaccion hidrolitica del almidon a la
placa de reacciébn PAHBAH. Todas las placas se sellaron y se colocaron en el termociclador, programado
durante 2 minutos a 95 °C, y después se enfriaron a 20 °C. Las muestras de 80 pL de las mezclas de reaccion
PAHABH desarrolladas se transfirieron a una placa (de lectura) nueva y se midi6 la absorbancia a 405 nm en un
espectrofotémetro.

Ensayo de limpieza de muestras para determinar el rendimiento de eliminacién de manchas

[0380] En este ensayo, el rendimiento de eliminacién de manchas de las AmyS de B. subtilis y de las variantes
de AmyS se determind en una escala de placa de microtitulacion utilizando micromuestras manchadas de
almidén de arroz CS-28. Se obtuvieron micromuestras de didmetro circular de %" de CFT Vlaardingen (Paises
Bajos). Se colocaron dos micromuestras en cada pocillo de una placa de microtitulacién de 96 pocillos.

[0381] Se analizaron las muestras del caldo de cultivo filtrado a una concentracién adecuada mediante dilucion
con una mezcla de 10 mM de NacCl, 0,1 mM de CaCl,, 0,005 % de Tween-80 a 20x la concentracion final
deseada en el andlisis de rendimiento (conc. final en el andlisis 0,025 - 0,10 ppm).

[0382] Se midi6 el rendimiento de la amilasa tanto con pH 8 como con pH 10.

[0383] A cada pocillo de las placas que contenian micromuestras se afiadieron o 190 pl de solucién tampén que
contenia 25 mM de HEPES (Sigma, H7523), 2 mM de CacCls, 0,005 % de Tween-80, pH 8.0, 0 190 pul de solucién
tampon que contenia 25 mM de CAPS (Sigma, C2632), 2 mM de CacCl,, 0,005 % de Tween-80, pH 10.0. Se
afadieron 10 pL de muestras de amilasas diluidas a cada pocillo que contenia micromuestras (para proporcionar
un volumen total de 200 pL/pocillo). La placa se cubrié con un sello de placa y se colocd en una incubadora
durante 60 minutos a 40 °C, con agitacion a 1150 rpm (incubadora iEMS). Tras la incubacion bajo las
condiciones apropiadas, se extrajeron 100 pL de solucion de cada pocillo, se colocaron en una placa de
microtitulacion nueva y se midid la absorbancia a 488 nm en un espectrofotdmetro. “Los controles de blanco”,
que contenian 2 micromuestras por pocillo y detergente pero ninguna muestra de amilasa se incluyeron también
en el andlisis.

[0384] Célculo del rendimiento de la hidrdlisis del almidén de arroz CS-28: El valor de absorbancia obtenido se
corrigio para el valor de blanco (micromuestras incubadas en ausencia de enzima). La absorbancia resultante -
AODA488 - fue una medida de la actividad amilolitica. Para cada muestra (de AmyS o de variante de AmyS) se
calculd el indice de rendimiento dividiendo la actividad de la variante por la actividad de la enzima natural. El
indice de rendimiento comparé el rendimiento de la variante (valor real) y de la enzima de referencia de AmyS
estandar (valor tedrico) a la misma concentracion de proteina.

[0385] Un indice de rendimiento (PI) que es mayor que 1 (Pl > 1) identificd una variante mejor (en comparacion
con la estandar, por ejemplo, la natural), mientras que un Pl de 1 (Pl = 1) identificé una variante que presentaba
el mismo rendimiento que la estandar, y un PI menor que 1 (Pl < 1) identificé una variante con un rendimiento
peor que la estandar. Por lo tanto, el Pl identificd variantes con diferencias de rendimiento con respecto a la
enzima natural.

[0386] Se evaluaron las siguientes variantes de sitio utilizando los ensayos descritos en este Ejemplo:

P17A,CD,E,F,G,H,K,L,M,N,P,Q,R,S T,V,W,Y
D19A,C,D,E,F,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,Y
T21A,C,D,E,F,GH,I,KLMN,P,QR,STVWY
N28A,C,D,E,F,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,Y
S51A,C,D,E,F,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,Y
G72A,C,D,E,F,G,H,IK,LM,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y
V74A,C,D,E,F,G,H,IK,L,M,N,Q,R,S, T,V,W,Y

A82A,C,E,F,GH,,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y

Q86A,C,D,E,F,GH,IK,LN,P,QR,STVWY
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Q89A,C,D,EF,GH,IK,L,M,N,P,Q,RT,V,W,Y
A93A,C,D,E,F,GH,IKLMN,PQR,STVWY
W115D,E,F,G,K,L,N,P,Q,R,S\V,Y
D117AE,GH,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V W
P123A,D.E,GK,LM,P,Q,R,S, TV
S124A,C,D,E,F,GH,IKL,N,PQR,S,TV,Y
D125AD,E,G,K,M,Q,R,S, T,V

N127A,C,D,F,G HK,LMN,P,Q,R,S,T,V,W,Y
I1130A,G,H,I,LK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W
G132A,C,D,E,F,G,HLMN,P,R,STVW,Y
Q135A,F,G,K,LM,P,QR,ST,V,Y
P145A,D.E,F H,,K,L,N,P,R,S,T,V,Y
G146A,C,D,E,G,HKL,P,R,STV,W
G148A,C,D,E,F,G,HL,N,P,QR,S,TV, WY
S153A,C,D,E,F,GH,KL,N,P,QR,S,TV,WY
Y159A,C,D,E,F,G,HK,LN,R,STV,W
W166C,E,F,G,H,IK,L,MP,R,STV,Y
S169A,C,D,E,F,G,,K,L,M,N,P,Q,R,T,V,Y
K171C,D,E,G,HK,L,M,P,QR,ST,V,W,Y
R179A,GH,LM,P,Q,R,S,T.V,W,Y
G180A,C,D,F,GH,ILK,L,N,P,R,S,TV,)Y
I1181A,C,D,E,F,GH,IK,.L,P,RSTV,Y
G182A,C,D,E,F,G,HKL,P,R,STV,Y
K183A,CE,F,GH KL M,P,Q,R,STV,WY
W187A, C, E,G,I,LK,L,N,P,Q,R,S,V,W
G194AE,GHK,LM,P,R,STV,W
P209A,C,D,E,F,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,Y
N224A,C,D.E,F,GH,ILK,L,M,N,P,QR,ST,V,W)Y
S242A,C,D,G,IK,L,M,Q,R,S,T.V
P245A,C,D,E,F,H,I,.LLM,N,P,Q,R,S, T,V,Y
G256A,C,D,E,GH,lLK,L,M,N,P,R,S,T,V,W
D269A,C,D,F,G,H,LK,M,N,P,Q,R,S,TY
N271A,D,FH,ILK.L,M,N,P,S,T,V,W,Y
T278AE,G,H,I,K,.L,M,N,P,R,S, TW,Y
N281AD,G,H,I.LLM,N,P,Q,R,S,T,V,Y
G302C,D,E,F,G,H,I.LM,N,P,R,S,T,V,W,Y
A304A,D.E,F.HLM,N,P,.R,ST,VW)Y
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R308A,C,D,E,F,G,H,ILK,L,M,N,P,R,S,T,V,W,Y
T321A,C,FH,ILP,Q,R,STV,Y
Q358A,C,D,E,F,G,H,LM,N,P,Q,R,S, T,V
pP378C,D,F,GH,LN,P,R,S T, V,Y
S382A,C,D,E,G,H,I,K,L,M,N,P,R,S, T,V,W
K383A,C,D,E,F,HK,LM,N,P,Q,R,S,TW,Y
T398A,C,D,E,ILK,LM,N,P,Q,R,S, T,V
H405A,C,D,F,G,H,K,L,M,N,P,Q,R,S, T,W,Y
T417A,D,E.H,|,LM,P,Q,R,S, T,V,W
E418A,C,D,E,GH,ILK,.L,M,N,P,Q,R,S,T,V,Y
P420A,C,D,EH,ILLM,N,P,R,S, T,V,W,Y
G421A,D,E,F,G,H,I,LN,P,Q,R,S,TW,Y
P432A,D,E,H,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,Y
w437C,D,E,F,G,H,LM,N,Q,R,S, T,V,W,Y
Q443A,C,F,GK,L\N,P,Q,R,S,T,VW,Y
G446A,C,D,F,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,Y
G454A,C,D,E,GH,,K,LM,N,P,R,S, T,V
S457A,C,D,E,G,H,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y
T459A,D,G,,K,L,Q,R,S,T,V,Y
T461A,D,E,F,G,,K,L,N,P,R,S,T,V,W,Y
S464D,E,G,H,I,K,L,M,N,P,Q,S,V,W,Y
G474A,C,D,E,F,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V
R483A,C,F,G,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,Y
Ejemplo 23. Rendimiento de las variantes de AmyS

[0387] El rendimiento de las variantes de AmyS (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 22) se analizé
para determinar la expresion de la proteina (expresion), la hidrélisis de harina de maiz durante 10 minutos
(Harina de maiz 10) o la hidrélisis de harina de maiz durante 60 minutos (Harina de maiz 60), la actividad en
sustrato DP7 con pH 4 (DP7 pH 4) o la actividad en sustrato DP7 con pH 5.8 (DP7 pH 5.8), y la limpieza de
micromuestra manchada con almidén de arroz CS 28 con pH 8 (limpieza pH 8) o la limpieza de micromuestra
manchada con almidén de arroz CS 28 con pH 10 (limpieza pH 10). Los resultados se muestran en la Tabla 23-1.
La expresion de la proteina se midi6 mediante el ensayo Bradford descrito en el Ejemplo 12. Los ensayos de
hidrélisis de la harina de maiz y de limpieza de muestras se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 22.
La funcionalidad de las variantes de AmyS se cuantific6 como un indice de rendimiento (Pi) (es decir, la relacién
de rendimiento de una variante en relacion con la AmyS natural). Un Pl > 1 de cualquier propiedad indica que la
variante se ha mejorado (en comparacion con el control) para esa propiedad. ND indica que el valor obtenido
estaba fuera de los limites del ensayo.

Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS
Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH4 pH5.8 pH 8 pH 10
017 PO17A 1,08 1,07 1,13 1,32 1,35 1,04 0,58
017 P0O17C 1,38 1,46 1,20 1,41 1,47 1,29 0,50
017 PO17D 1,30 1,30 1,02 1,24 1,33 1,10 0,58
017 PO17E 1,07 1,20 1,03 1,18 1,29 1,04 0,70
017 PO17F 0,95 1,10 0,84 0,95 1,37 0,83 0,59
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
017 PO17G 0,90 0,83 0,83 0,90 1,04 0,84 0,88
017 PO17H 0,91 0,84 1,03 1,03 1,07 0,86 0,96
017 P0171 0,78 0,83 0,79 0,91 0,83 0,77 0,87
017 PO17K 0,88 0,64 0,83 0,96 1,11 0,88 0,90
017 PO17L 0,69 0,64 0,44 0,32 0,91 0,92 0,67
017 PO17M 1,19 1,46 1,13 1,32 1,58 0,83 0,50
017 PO17N 1,05 1,16 1,13 1,30 1,14 0,81 0,70
017 PO17Q 1,24 1,31 1,19 1,21 1,09 0,90 0,73
017 PO17R 1,21 1,23 0,93 1,13 1,40 1,01 0,71
017 PO17S 0,97 0,85 0,78 0,84 1,00 0,87 0,76
017 PO17T 0,81 0,91 0,68 0,75 1,12 0,73 0,76
017 PO17V 0,79 0,79 0,70 0,75 0,94 0,82 0,81
017 PO17W 0,81 0,77 0,70 0,82 0,89 0,77 0,75
017 PO17Y 0,75 0,79 0,98 0,97 1,01 0,95 0,96
019 D019A 1,50 1,69 1,29 1,55 2,01 1,42 0,48
019 D019C 1,34 1,49 1,29 1,47 1,59 1,25 0,51
019 DO19E 1,39 1,38 1,41 1,48 1,69 1,40 0,67
019 DO19F 3,22 3,51 0,75 0,87 6,54 3,43 0,10
019 D019G 1,20 1,29 1,19 1,20 0,98 1,22 0,75
019 DO19H 0,93 0,97 0,91 1,05 1,32 0,98 0,93
019 D019l 1,13 0,90 0,93 1,05 1,82 0,96 0,38
019 D019K 0,90 0,81 0,97 1,09 0,93 0,91 0,99
019 D019L 0,84 0,65 -0,65 -0,23 1,79 1,94 0,13
019 D019M 1,60 1,98 1,07 1,40 1,63 1,41 0,35
019 DO19N 1,34 1,16 1,69 1,23 1,20 1,06 0,71
019 D019P 0,93 1,14 1,00 1,27 1,56 1,32 0,53
019 D019Q 1,35 1,24 1,94 1,65 1,31 1,20 0,74
019 DO19R 1,02 1,05 0,94 1,03 1,44 1,12 0,80
019 D019S 1,03 1,12 1,08 1,12 1,09 0,89 0,95
019 D019T 1,04 1,06 1,07 1,11 1,22 0,89 0,97
019 D019V 1,05 1,28 1,07 1,27 2,16 1,52 0,36
019 D019W 0,64 0,93 0,52 0,71 1,24 0,81 0,56
019 D019Y 0,98 1,10 1,43 1,32 1,34 1,03 0,69
021 TO21A 1,25 1,34 1,36 1,50 1,41 1,19 0,75
021 T021C 1,59 1,73 1,42 1,58 1,79 1,26 0,49
021 T021D 1,23 1,39 1,63 1,54 1,48 1,27 0,78
021 TO21E 1,32 1,35 1,53 1,59 1,48 1,05 0,72
021 TO21F 1,26 1,36 1,66 1,48 1,42 1,11 0,71
021 T021G 1,11 1,14 1,35 1,29 1,24 1,05 0,91
021 TO21H 0,87 0,85 0,95 0,98 1,08 0,86 1,10
021 TO21lI 1,04 1,04 1,31 1,31 1,57 1,14 0,71
021 T021K 0,89 0,88 1,02 1,07 1,02 1,01 1,07
021 TO021L 0,80 0,92 1,33 1,20 1,08 0,88 0,89
021 T021M 1,37 1,40 1,34 1,55 1,48 1,34 0,75
021 TO21N 1,36 1,42 1,28 1,47 1,23 1,16 0,75
021 T021P 1,13 1,25 1,14 1,27 1,30 1,20 0,82
021 T021Q 1,32 1,42 1,50 1,55 1,33 1,20 0,79
021 TO021R 1,17 1,26 1,14 1,21 1,23 1,11 0,86
021 T021S 1,08 1,28 1,09 1,17 1,12 0,97 0,91
021 T021V 1,10 1,19 1,12 1,24 1,35 0,95 0,73
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021 T021W 0,98 1,01 0,91 0,95 1,17 1,11 0,75
021 T021Y 0,81 0,89 1,02 1,07 1,03 0,62 0,87
028 NO28A 1,28 1,51 1,24 1,42 1,64 1,39 0,74
028 N028C -0,92 -2,93 1,18 0,31 1,18 2,17 -0,05
028 N028D 1,29 1,39 1,69 1,63 1,37 1,23 0,77
028 NO28E 1,26 1,36 1,21 1,38 1,21 1,06 0,79
028 NO28F 1,29 1,34 1,16 1,35 1,48 1,26 0,54
028 N028G 0,98 1,05 0,99 1,08 0,98 0,81 1,06
028 NO028H 0,98 1,09 1,06 1,18 1,20 1,01 0,94
028 N0281 0,88 1,02 0,86 0,97 1,17 0,87 0,71
028 N028K 0,93 0,95 1,01 1,09 0,84 0,94 0,98
028 N028L 0,79 1,00 0,91 1,02 1,11 0,87 0,74
028 N028M 1,48 1,67 1,62 1,79 2,01 1,57 0,53
028 NO028P 1,47 1,60 2,00 2,47 1,89 1,47 0,48
028 N028Q 1,19 1,23 1,01 1,18 1,20 1,24 0,75
028 NO28R 1,11 1,07 1,10 1,27 1,38 1,10 0,80
028 N028S 1,11 1,23 0,98 1,08 1,03 0,94 0,91
028 N028T 1,13 1,22 1,07 1,21 1,22 0,99 0,84
028 N028V 0,98 0,97 1,12 1,13 1,35 0,90 0,75
028 N028W 1,00 1,05 0,92 1,08 1,25 0,92 0,65
028 N028Y 0,92 1,00 0,87 0,88 1,13 0,76 0,86
051 S051A 1,01 0,99 1,39 1,21 1,11 1,14 0,97
051 S051C 0,96 1,01 1,06 1,36 0,91 0,51 0,80
051 S051D 0,94 1,00 1,34 1,42 0,95 1,07 0,97
051 SO51E 0,71 0,64 1,10 1,25 0,79 1,02 1,11
051 SO51F 0,96 0,93 1,04 1,29 1,06 1,06 0,89
051 S051G 0,83 0,77 0,81 0,82 0,80 1,09 1,24
051 SO051H 0,74 0,70 0,56 0,86 0,93 0,99 1,20
051 S051lI 0,75 0,73 0,80 0,83 0,82 0,74 1,18
051 SO051K 0,62 0,58 0,54 0,67 0,68 0,82 1,39
051 SO51L 0,71 0,72 0,85 0,88 0,74 0,83 1,41
051 S051M 0,97 1,00 1,24 1,26 1,11 1,01 0,94
051 SO051N 1,04 1,05 0,99 1,02 0,64 1,02 0,96
051 SO051P 0,81 0,79 0,31 1,23 1,22 0,78 0,75
051 S051Q 1,01 0,96 1,07 1,08 1,07 1,06 1,03
051 SO51R 0,88 0,88 0,66 0,89 0,92 1,09 1,02
051 SO051T 0,89 0,80 0,76 0,79 0,96 0,91 1,17
051 S051V 0,78 0,70 0,70 0,75 0,86 0,78 1,21
051 SO051W 0,81 0,76 0,81 0,94 0,87 0,81 1,17
051 S051Y 0,70 0,76 0,98 0,96 0,83 0,93 1,16
072 GO072A 1,53 1,40 1,25 1,36 1,46 1,46 0,65
072 G072C 1,53 1,39 1,52 1,68 1,40 1,20 0,61
072 G072D 1,36 1,38 1,69 1,72 1,36 1,59 0,78
072 GO072E 0,13 0,59 0,75 0,39 -0,18 -0,75 -0,19
072 GO72F 0,07 0,74 1,79 0,84 0,39 0,30 -0,07
072 GO072H 0,97 0,96 0,95 1,09 1,05 1,11 0,98
072 G072l 12,27 -18,04 -7,88 -5,43 -47,34 -40,91 0,00
072 GO072K 0,20 -2,21 -4,25 -2,09 3,20 -0,46 0,04
072 GO72L 0,21 -1,59 -3,13 -1,59 -0,59 -0,13 0,04
072 G072M 0,09 0,37 0,78 0,27 0,06 0,01 -0,16
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072 GO72N -0,09 0,41 0,34 0,12 0,01 0,12 -0,17
072 GO072P -0,20 0,29 1,24 0,48 0,06 -0,23 -0,11
072 G072Q 1,68 1,60 1,60 1,66 1,62 1,60 0,68
072 GO72R 1,23 1,19 0,83 1,05 1,06 1,42 0,80
072 G072S 0,77 -1,60 -0,59 2,54 0,70 8,99 -0,01
072 GO72T 0,93 0,98 0,88 0,94 1,08 1,05 1,02
072 Go72v 1,31 1,27 1,19 1,30 1,48 1,22 0,68
072 Go72w 0,10 -0,61 -1,03 -0,54 0,41 -0,49 0,12
072 G072Y 1,11 1,01 1,28 1,31 1,21 1,01 0,84
074 VO74A 1,43 1,43 1,55 1,54 1,43 1,38 0,79
074 V074C 0,05 0,20 0,77 0,33 -0,16 0,40 -0,19
074 V074D -0,22 0,91 2,69 1,24 0,32 -0,58 -0,05
074 VO74E 1,65 1,71 1,69 1,69 1,56 1,84 0,65
074 VO74F 2,44 2,48 0,48 0,33 3,48 3,18 0,13
074 V074G 1,29 1,28 1,15 1,14 0,98 1,08 0,97
074 VO074H 0,79 0,78 0,82 0,89 0,84 0,78 1,19
074 V074l 1,15 1,16 1,26 1,26 1,21 1,01 0,98
074 V074K 0,08 -0,61 -1,67 -0,73 1,78 0,54 0,07
074 VO74L 0,77 -0,57 -2,18 -1,10 0,59 -1,43 0,07
074 V074M -0,14 -0,19 1,02 0,48 0,45 -0,53 -0,13
074 V074N -0,22 0,25 1,07 0,53 0,05 0,15 -0,13
074 V074Q 1,57 1,60 1,61 1,59 1,30 1,16 0,78
074 VO074R -0,93 -0,49 1,45 0,77 -0,63 -1,66 -0,08
074 V074S -3,20 -3,28 -0,69 -1,93 -2,28 -5,92 0,05
074 VO074T 7,70 -8,69 -7,16 -3,32 -0,73 -6,93 0,02
074 VO074W 0,47 -0,38 -3,18 -1,38 0,49 0,72 0,04
074 Vo74Y 1,12 1,08 0,88 0,91 0,97 1,00 0,93
082 A082C 1,45 1,58 1,16 1,26 1,31 1,25 0,64
082 AO082E 1,37 1,32 1,36 1,39 1,12 1,02 0,89
082 A082F 1,36 1,33 1,07 1,14 1,25 1,19 0,84
082 A082G 1,17 1,33 0,79 0,93 1,18 1,07 0,68
082 A082H 1,08 1,04 0,95 0,96 0,90 1,13 1,15
082 A082I 0,96 1,00 1,04 1,03 0,97 0,82 1,15
082 A082K 9,74 1,65 -13,38 | -6,33 -9,02 35,95 0,01
082 A082L 1,00 0,96 0,94 0,99 0,82 0,84 1,08
082 A082M -0,42 0,35 0,64 0,22 0,16 -0,23 -0,20
082 A082N 1,36 1,39 1,35 1,45 1,38 1,31 0,83
082 A082P 1,54 1,45 1,25 1,38 1,44 1,14 0,76
082 A082Q -0,19 0,28 1,16 0,54 0,15 1,37 -0,12
082 A082R 1,17 1,17 1,29 1,34 1,42 1,45 0,99
082 A082S 1,02 1,07 0,92 1,01 0,90 0,86 1,06
082 A082T 1,08 1,08 0,99 1,06 1,00 1,32 1,02
082 A082V 0,98 1,08 0,97 1,05 1,02 0,90 1,02
082 A082W 1,16 1,16 0,83 0,99 1,08 0,97 0,96
082 A082Y 0,81 0,87 0,95 0,95 0,95 1,06 1,14
086 QO86A 1,00 1,11 1,43 1,46 1,25 1,02 0,83
086 Q086C 1,00 1,11 1,01 1,19 1,09 0,64 0,73
086 Q086D 0,96 1,03 1,22 1,29 1,11 0,99 0,87
086 QO86E 0,92 0,93 1,12 1,15 0,80 0,97 0,97
086 QO86F 0,26 -0,46 -3,07 -1,44 -0,60 -1,61 0,05
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086 Q086G 0,21 1,02 -1,18 -0,54 -0,42 -2,55 0,12
086 QO086H 1,34 1,23 -1,23 -0,61 -2,15 -1,84 0,10
086 Q086 0,84 0,85 0,88 0,95 0,85 0,81 0,99
086 Q086K 0,64 0,66 0,88 0,84 0,71 0,81 1,42
086 QO086L 0,71 0,71 0,78 0,80 0,71 0,70 1,24
086 Q086N -4,91 -2,76 5,03 2,01 3,01 2,98 -0,02
086 QO086P 1,13 1,17 1,36 1,48 1,31 1,11 0,86
086 QO86R -7,06 24,56 -23,74 | -11,36 -12,19 -55,94 0,00
086 Q086S 0,44 1,09 -1,75 -0,70 -0,40 -2,57 0,08
086 QO086T 0,94 0,91 0,90 0,99 0,78 0,91 1,03
086 Q086V 0,88 0,89 0,85 0,91 0,81 0,71 0,93
086 Q086w 0,78 0,74 0,81 0,85 0,80 0,69 1,24
086 QO086Y 0,72 0,74 0,94 0,91 0,77 0,82 1,13
089 QO089A 0,33 -0,78 0,99 0,42 -0,25 3,87 -0,12
089 Q089C -0,69 0,00 0,05 -0,23 -0,17 0,59 -0,11
089 Q089D 1,32 1,36 1,41 1,47 1,37 1,07 0,73
089 QO89E -0,37 -0,82 0,68 0,35 0,65 1,13 -0,12
089 QO89F 1,56 1,48 1,17 1,25 1,54 1,00 0,44
089 Q089G 1,13 1,03 1,21 1,15 1,10 1,02 0,93
089 QO89H 1,82 1,91 0,35 0,65 1,10 1,61 0,17
089 Q089 1,16 1,01 1,04 1,10 1,15 0,90 0,77
089 Q089K 0,85 0,87 1,20 1,06 1,11 0,87 1,10
089 QO089L 0,95 0,94 0,97 0,98 0,72 0,77 0,86
089 QO089M 1,29 1,21 1,53 1,56 1,40 1,16 0,64
089 QO89N 1,40 1,30 1,64 1,67 1,56 1,26 0,71
089 QO089P -0,80 0,03 1,23 0,45 0,97 2,98 -0,11
089 QO89R 1,15 1,00 1,27 1,34 1,15 1,13 0,95
089 Q089T 11,41 -3,81 -9,90 -2,46 -5,57 -36,35 0,02
089 QO089V 1,15 0,96 1,24 1,23 1,20 0,84 0,90
089 Q089w 0,84 0,66 0,84 0,84 0,79 0,69 1,11
089 Q089Y 0,97 0,97 1,23 1,19 1,06 0,88 0,95
093 A093C 1,36 1,43 1,51 1,80 1,74 1,33 0,57
093 A093D 1,21 1,41 1,52 1,53 1,26 1,12 0,80
093 A093E 1,53 1,50 1,78 1,75 1,55 1,55 0,71
093 AQ93F 1,24 1,42 1,20 1,45 1,54 1,13 0,72
093 A093G 1,20 1,15 1,23 1,29 1,35 1,10 0,89
093 A093H 0,98 0,88 1,01 1,03 1,01 0,91 1,11
093 A093lI 0,97 1,11 1,11 1,39 1,28 1,16 0,76
093 A093K 0,93 0,92 1,10 1,07 0,87 0,86 1,14
093 A093L 0,90 0,91 1,08 1,09 0,97 1,03 0,96
093 A093M 1,10 1,13 1,45 1,53 1,42 1,34 0,82
093 AQ93N 1,52 1,46 1,77 1,72 1,46 1,59 0,73
093 A093P -0,84 -0,82 0,20 -0,65 -0,46 -0,39 -0,09
093 A093Q 1,36 1,45 1,41 1,56 1,41 1,40 0,76
093 A093R 1,15 1,13 1,23 1,32 1,29 1,04 0,91
093 A093S 1,09 1,11 1,30 1,22 1,02 0,93 0,94
093 A093T 0,93 0,90 1,02 1,05 0,89 0,98 1,02
093 A093V 1,02 1,08 1,11 1,16 1,10 0,93 0,87
093 A093W 1,02 0,97 0,98 1,05 0,92 0,82 0,88
093 A093Y 0,93 0,91 1,17 1,22 1,12 1,12 0,83
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115 W115D 0,97 1,05 0,95 1,04 1,15 1,05 0,91
115 W115E 0,88 0,90 0,91 0,96 0,69 0,88 1,09
115 W115F 0,87 0,92 0,79 0,85 0,95 0,73 1,11
115 W115G 0,81 0,81 0,93 0,89 0,84 1,10 1,28
115 WI15K 0,67 0,64 0,75 0,74 0,73 0,62 1,44
115 W115L 0,58 0,58 0,67 0,65 0,62 0,69 1,63
115 W115N 0,87 0,94 1,13 1,07 1,08 0,98 1,02
115 W115P 1,12 1,12 1,18 1,20 1,22 1,29 0,87
115 W115Q 0,96 0,96 1,01 1,04 0,99 0,85 1,00
115 W115R 0,79 0,83 0,92 0,94 0,95 0,65 1,07
115 W115S 0,92 0,87 1,02 0,98 0,96 1,00 1,14
115 W115V 0,77 0,81 0,83 0,79 0,89 0,82 1,27
115 W115Y 0,56 0,63 0,74 0,73 0,77 0,69 1,41
117 D117A 1,29 1,21 1,20 1,32 1,83 1,39 0,45
117 D117E 1,40 1,34 1,30 1,21 1,65 1,33 0,65
117 D117G 1,10 1,02 1,08 1,08 1,19 1,33 0,78
117 D117H 0,92 0,82 0,84 0,89 1,21 1,08 0,87
117 D1171 0,98 0,70 0,65 0,79 1,49 1,26 0,50
117 D117K 0,68 0,57 0,93 0,89 0,82 0,86 1,30
117 D117L 0,81 0,77 0,94 0,86 1,09 0,86 0,64
117 D117M 1,21 1,13 1,23 1,32 1,44 0,97 0,53
117 D117N 1,30 1,26 1,63 1,48 1,48 1,23 0,71
117 D117P 1,07 1,04 1,27 1,17 1,29 1,10 0,88
117 D117Q 1,63 1,62 1,46 1,51 2,08 1,57 0,56
117 D117R 1,06 1,12 1,12 1,05 1,25 0,83 0,95
117 D117S 0,89 0,90 0,92 0,98 1,09 0,94 0,81
117 D117T 0,93 0,83 0,82 0,88 1,03 1,20 0,91
117 D117V 1,08 0,86 0,91 1,08 2,00 1,98 0,40
117 D117W 0,76 0,56 0,82 0,82 0,74 0,70 1,20
123 P123A 1,06 1,01 1,43 1,25 1,10 0,95 0,84
123 P123D 1,19 1,05 1,18 1,22 1,38 1,34 0,84
123 P123E 1,49 1,39 1,45 1,41 1,65 1,24 0,66
123 P123G 1,10 0,96 1,18 1,07 1,18 1,10 0,90
123 P123K 0,84 0,62 1,09 0,96 1,00 0,89 1,18
123 P123L 0,83 0,72 1,03 1,00 1,21 0,98 0,93
123 P123M 1,14 1,00 1,13 1,29 1,52 1,25 0,61
123 P123Q 1,25 1,15 1,19 1,35 1,55 1,30 0,68
123 P123R 1,02 0,95 1,28 1,28 1,12 1,11 0,96
123 P123S 1,07 0,84 0,88 0,92 1,17 0,97 0,96
123 P123T 1,00 0,89 0,83 0,90 1,13 0,83 0,97
123 P123V 0,83 0,79 0,97 1,08 1,23 0,99 0,83
124 S124A 1,33 1,45 1,31 1,39 1,27 1,34 0,79
124 S124C 1,28 1,32 0,93 1,15 1,54 1,21 0,77
124 S124D 1,19 1,20 1,14 1,24 1,35 1,31 0,88
124 S124E 1,15 1,22 1,16 1,19 1,24 1,11 0,93
124 S124F 1,12 1,19 1,05 1,16 1,05 0,98 1,01
124 S124G 0,92 0,81 0,79 0,84 1,14 0,80 1,08
124 S124H 0,91 0,98 0,97 1,02 1,12 1,11 0,98
124 S1241 0,93 0,92 0,92 0,91 0,99 1,05 1,10
124 S124K 0,89 0,89 0,95 0,90 0,92 0,77 1,24
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124 S124L 0,70 0,73 0,74 0,62 0,74 0,61 1,36
124 S124N 1,16 1,18 1,00 1,15 1,17 0,96 0,87
124 S124P 1,08 0,97 1,06 1,25 1,43 1,02 0,71
124 S124Q 1,16 1,22 1,09 1,18 1,27 1,20 0,82
124 S124R 1,26 1,24 1,05 1,16 1,35 1,21 0,88
124 S124T 1,03 1,09 0,90 0,92 1,06 1,03 1,02
124 S124V 0,97 0,96 0,81 0,86 0,98 1,00 1,01
124 S124Y 0,87 0,88 0,74 0,83 0,86 0,75 1,13
125 D125A 0,75 0,72 1,11 1,21 1,17 1,04 0,82
125 D125E 1,02 1,00 0,92 1,01 0,96 0,77 0,94
125 D125G 0,51 0,48 0,91 0,90 0,46 0,77 1,15
125 D125K 0,37 0,34 0,65 0,80 0,79 0,68 1,23
125 D125M 1,08 1,06 1,02 1,11 1,11 0,98 0,93
125 D125Q 0,87 0,74 0,92 1,03 0,85 0,81 0,94
125 D125R 0,43 0,43 0,69 0,92 0,74 0,61 1,06
125 D125S 0,67 0,57 0,96 1,03 0,80 0,82 1,12
125 D125T 0,91 0,92 0,78 0,80 0,78 0,59 1,17
125 D125V 0,38 0,36 0,67 0,81 0,78 1,01 1,17
127 N127A 0,80 0,88 1,41 1,37 1,42 1,34 0,69
127 N127C 1,25 1,40 1,26 1,39 1,48 1,45 0,69
127 N127D 1,21 1,24 1,24 1,31 1,19 1,41 0,78
127 N127F 0,98 0,84 1,27 1,23 1,09 0,90 0,82
127 N127G 0,86 0,71 1,05 1,04 1,03 1,05 0,93
127 N127H 0,70 0,63 0,83 0,89 0,86 0,81 1,02
127 N127K 0,51 0,47 0,77 0,86 0,95 1,01 1,03
127 N127L 0,71 0,67 0,99 1,04 1,12 1,01 0,93
127 N127M 1,00 1,15 1,47 1,46 1,35 1,23 0,73
127 N127P 1,10 1,04 1,30 1,39 i.is 1,21 0,65
127 N127Q 1,04 1,01 1,42 1,47 1,33 1,00 0,71
127 N127R 0,88 0,87 1,04 1,10 1,14 0,89 0,96
127 N127S 0,87 0,71 1,08 1,06 1,04 0,91 0,90
127 N127T 0,78 0,68 0,79 0,79 0,93 0,75 1,08
127 N127V 0,75 0,78 1,34 1,27 1,11 0,97 0,75
127 N127wW 0,79 0,73 0,76 0,80 0,84 0,82 1,16
127 N127Y 1,16 1,12 1,23 1,15 1,21 1,14 0,82
130 1130A 1,15 1,06 1,61 1,47 1,25 1,13 0,82
130 1130G 0,81 0,71 1,10 1,12 1,25 1,11 0,91
130 1130H 0,58 0,51 0,83 0,87 0,92 0,79 1,18
130 1130K 0,73 0,64 1,06 0,96 0,94 0,84 1,14
130 1130L 0,80 0,77 1,08 1,04 0,99 0,92 0,96
130 1130M 1,45 1,37 1,42 1,44 1,33 1,19 0,77
130 1130N 1,08 0,95 1,48 1,46 1,11 1,01 0,78
130 1130P 0,29 0,41 0,91 1,29 1,33 1,36 0,76
130 1130Q -0,18 -1,25 1,18 0,52 -0,19 0,03 -0,12
130 1130R 1,09 0,91 1,30 1,34 0,91 1,00 0,85
130 1130S 1,02 0,81 1,02 1,06 1,07 0,84 0,97
130 1130T 0,97 0,99 1,09 1,04 0,97 0,99 0,98
130 1130V 1,12 1,21 1,12 1,12 0,94 0,96 0,83
130 1130W 0,85 0,69 0,95 1,01 1,11 0,89 0,89
132 G132A 1,52 1,66 1,32 1,47 1,60 1,39 0,68
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132 G132C 1,38 1,47 1,26 1,28 1,10 0,87 0,79
132 G132D 1,84 1,78 1,18 1,50 1,56 1,56 0,51
132 G132E 1,17 1,33 1,11 1,21 0,90 0,86 0,86
132 G132F 1,20 1,21 1,03 1,18 1,03 1,03 0,91
132 G132H 0,98 1,03 0,93 0,97 1,04 0,99 1,02
132 G132L 0,98 1,03 0,76 0,84 0,88 0,85 0,95
132 G132M 1,81 1,76 1,51 1,61 1,81 1,73 0,61
132 G132N 1,18 1,23 1,11 1,27 1,15 1,08 0,82
132 G132P 1,51 1,59 1,28 1,40 1,26 1,34 0,75
132 G132R 1,35 1,32 0,97 1,12 1,02 1,06 0,87
132 G132s 1,32 1,34 1,08 1,22 1,15 0,96 0,77
132 G132T 1,09 1,05 0,87 0,96 0,94 0,98 1,03
132 G132v 0,99 1,09 0,96 1,02 0,95 1,03 0,98
132 G132wW 1,17 1,13 0,95 1,07 1,02 0,84 0,91
132 G132y 0,93 0,87 0,81 0,86 0,80 0,81 1,15
135 Q135A 0,95 0,99 1,00 1,20 1,13 0,99 0,84
135 Q135F 0,93 1,05 0,91 1,03 1,04 1,39 0,94
135 Q135G 0,77 0,80 0,75 0,84 0,97 1,05 1,08
135 Q135K 0,59 0,69 0,63 0,71 0,70 0,74 1,27
135 Q135L 0,40 0,22 -0,66 -0,33 0,38 -0,14 0,19
135 Q135M 0,91 1,03 1,01 1,14 0,90 1,01 0,86
135 Q135P 1,12 1,16 0,96 1,07 0,85 1,16 0,87
135 Q135R 0,92 1,01 0,95 1,00 0,95 1,14 1,08
135 Q135S 0,93 0,93 0,80 0,95 0,91 0,87 0,94
135 Q135T 0,84 0,83 0,73 0,80 0,79 0,83 1,19
135 Q135Vv 0,92 0,84 0,66 0,75 0,98 1,23 0,76
135 Q135Y 0,75 0,75 0,69 0,79 0,75 0,91 1,16
145 P145A 1,15 1,17 1,44 1,50 1,30 1,29 0,71
145 P145D 1,35 1,61 1,15 1,33 1,45 1,48 0,57
145 P145E 1,55 1,48 1,26 1,45 1,34 1,65 0,63
145 P145F 1,34 1,32 1,02 1,20 1,12 1,32 0,74
145 P145H 0,98 0,88 0,81 0,99 1,13 1,03 0,90
145 P145I 1,20 1,06 0,84 0,98 1,10 1,20 0,85
145 P145K 0,90 0,89 0,88 1,05 1,15 1,02 0,88
145 P145L 1,03 0,90 0,81 1,01 0,97 1,23 0,85
145 P145N 1,19 1,43 1,41 1,58 1,49 1,48 0,61
145 P145R 1,22 1,11 1,10 1,29 1,14 1,11 0,86
145 P145S 1,12 1,04 1,03 1,10 1,08 1,12 0,85
145 P145T 1,15 0,99 0,91 1,00 0,92 0,81 0,89
145 P145V 1,09 1,18 1,08 1,19 1,24 1,25 0,73
145 P145Y 1,14 1,12 0,89 1,15 1,08 1,16 0,75
146 G146A 1,18 1,00 1,34 1,41 1,19 1,05 0,77
146 G146C 2,03 1,89 1,71 1,89 2,19 1,52 0,40
146 G146D 1,32 1,35 1,45 1,52 1,50 1,17 0,70
146 G146E 1,43 1,43 1,63 1,62 1,38 1,33 0,82
146 G1l46H 1,00 0,99 0,77 0,88 1,01 0,93 1,06
146 G146K 0,94 0,84 1,06 1,07 1,05 1,10 1,08
146 G146L 0,99 0,80 0,85 ND 0,97 0,74 0,97,
146 G146P 1,33 1,24 1,30 1,36 1,43 1,31 0,76
146 G146R 1,21 1,07 1,12 1,30 1,21 141 0,85
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
146 G146S 1,18 1,13 1,02 1,04 0,97 0,94 0,91
146 G146T 0,91 0,83 0,98 1,00 0,97 0,78 1,13
146 G146V 1,19 1,04 1,15 1,21 1,22 1,16 0,79
146 G146W 0,94 0,88 0,83 0,91 0,80 1,01 0,93
148 G148A 1,20 1,28 1,37 1,49 1,22 1,10 0,71
148 G148C 1,09 0,94 1,25 1,28 1,17 1,19 0,84
148 G148D -1,07 -0,40 0,77 0,36 0,81 1,35 -0,11
148 G148E 1,17 1,19 1,27 1,27 1,37 1,02 0,89
148 G148F 1,08 1,07 1,13 1,16 1,03 1,27 0,97
148 G148H 0,89 0,90 1,00 0,97 0,91 0,66 1,13
148 G148L 0,88 0,83 0,89 0,90 0,94 0,91 1,16
148 G148N 1,00 0,98 1,20 1,17 1,13 1,18 1,01
148 G148P 1,30 1,33 1,34 1,45 1,35 1,09 0,76
148 G148Q -1,69 -1,32 1,69 0,84 -0,01 0,58 -0,07
148 G148R 1,27 1,20 1,12 1,24 1,14 0,71 0,85
148 G148S 0,96 0,97 0,92 0,96 0,84 1,05 1,03
148 G148T 1,35 1,20 0,70 0,86 1,35 0,90 0,49
148 G148V 0,96 0,95 0,95 1,02 1,04 0,69 1,03
148 G148wW 1,00 0,88 0,90 0,96 0,89 0,83 1,00
148 G148Y 0,82 0,74 0,86 0,93 0,91 0,87 1,14
153 S153A 1,14 1,15 1,09 1,23 1,21 1,09 0,86
153 S153C 1,70 1,78 1,37 1,54 1,51 1,61 0,53
153 S153D 1,34 1,25 0,99 1,11 1,18 1,02 0,88
153 S153E 1,76 1,18 1,20 1,34 1,54 1,36 0,61
153 S153F 1,42 1,35 1,07 1,18 1,22 1,36 0,80
153 S153G 1,35 1,16 0,97 1,03 1,08 1,25 0,88
153 S153H 0,98 0,91 0,72 0,77 0,92 1,00 1,05
153 S153| 1,31 1,09 0,95 1,05 1,28 1,35 0,74
153 S153K 0,79 0,82 0,80 0,87 1,02 1,00 1,08
153 S153L 1,11 0,96 0,92 0,98 1,03 1,26 0,92
153 S153N 1,29 1,38 1,38 1,43 1,20 1,75 0,76
153 S153P 1,09 1,19 1,21 1,28 1,15 1,15 1,00
153 S153Q 1,14 1,22 0,95 1,21 1,39 1,47 0,73
153 S153R 1,29 1,16 1,00 1,12 1,18 1,16 0,95
153 S153T 0,93 1,02 0,82 0,89 0,88 0,97 1,01
153 S153V 1,30 1,16 0,97 1,07 1,08 1,26 0,77
153 S153W 0,94 0,95 0,75 0,86 0,85 1,21 0,90
153 S153Y 1,15 1,03 0,96 1,00 1,03 1,13 0,86
159 Y159A 1,17 1,17 1,42 1,52 1,50 1,70 0,74
159 Y159C 1,46 1,19 1,80 1,73 1,10 1,66 0,66
159 Y159D 1,08 1,21 1,89 1,88 1,63 2,01 0,78
159 Y159E 1,23 1,25 1,34 1,50 1,31 1,66 0,73
159 Y159F 1,11 1,10 1,03 1,10 0,96 1,17 0,97
159 Y159G 0,92 0,79 0,95 1,02 1,22 1,44 0,94
159 Y159H 0,97 0,86 0,97 1,05 1,07 1,17 1,01
159 Y159K 1,03 0,78 1,20 1,21 0,96 1,71 0,90
159 Y159L 0,77 0,61 0,95 1,00 1,24 1,41 0,98
159 Y159N 0,97 0,94 1,46 1,56 1,40 1,85 0,78
159 Y159R 1,10 0,86 1,19 1,40 1,39 1,75 0,80
159 Y159S 0,97 0,82 1,01 1,09 1,25 1,44 0,94
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
159 Y159T 0,93 0,93 1,18 1,20 1,26 1,74 0,87
159 Y159V 1,09 0,95 0,96 1,07 1,12 1,48 0,87
159 Y159W 1,08 1,12 0,98 1,08 0,73 0,96 0,88
166 W166C 0,57 0,71 0,61 0,60 0,90 1,03 0,80
166 W166E 0,58 0,78 0,94 0,74 1,09 1,12 0,97
166 W166F 0,75 0,82 0,73 0,81 0,82 1,06 1,07
166 W166G 0,65 0,57 0,42 0,50 0,84 0,93 1,18
166 W166H 0,59 0,64 0,57 0,67 0,90 0,92 1,26
166 W166l 0,56 0,65 0,85 0,79 0,65 1,16 1,13
166 W166K 0,47 0,49 0,96 0,81 0,60 1,09 1,49
166 W156L 0,45 0,54 0,79 0,64 0,58 0,91 1,46
166 W166M 0,70 0,83 0,96 0,82 0,89 1,24 1,00
166 W166P 0,16 0,30 -0,15 -0,02 1,19 1,09 0,69
166 W166R 0,67 0,86 1,40 1,17 0,83 0,76 0,94
166 W166S 0,61 0,64 0,63 0,57 0,90 0,95 1,14
166 W166T 0,60 0,73 0,92 0,76 0,70 0,33 1,15
166 W166V 0,51 0,61 0,88 0,75 0,49 0,98 1,10
166 W166Y 0,65 0,70 0,73 0,78 0,81 0,96 1,16
169 S169A 1,10 1,14 1,17 1,30 1,17 1,35 0,85
169 S169C 1,05 1,37 1,33 1,43 1,54 1,47 0,74
169 S169D 0,91 1,17 1,21 1,26 1,36 1,42 0,71
169 S169E 1,24 1,36 1,37 1,59 1,65 1,81 0,67
169 S169F 1,04 1,33 1,01 1,13 1,15 1,36 0,74
169 S169G 1,05 0,90 0,97 0,99 0,99 1,22 0,97
169 S169I 0,84 0,82 0,84 1,02 1,18 1,00 0,93
169 S169K 0,81 0,85 0,78 0,94 0,88 1,03 1,00
169 S169L 0,82 0,65 0,83 0,95 0,99 1,00 1,09
169 S169M 0,98 0,71 1,05 1,17 0,98 1,17 0,92
169 S169N 0,88 1,09 1,28 1,35 1,43 1,41 0,76
169 S169P 0,55 0,85 0,74 1,10 1,25 0,96 0,78
169 S169Q 1,08 1,18 1,27 1,43 1,43 1,54 0,75
169 S169R 0,95 0,88 1,01 1,13 1,08 1,26 0,96
169 S169T 0,78 0,75 0,87 0,96 0,92 0,79 1,07
169 S169V 0,78 0,88 0,78 1,01 1,10 1,00 0,94
169 S169Y 0,91 0,87 1,00 1,11 0,97 1,10 0,93
171 K171C 1,20 1,53 1,27 1,46 1,71 1,56 0,54
171 K171D 1,22 1,28 1,11 1,32 1,03 1,49 0,75
171 K171E 1,18 1,46 1,26 1,33 1,61 1,36 0,65
171 K171G 1,03 1,06 0,87 0,91 1,08 1,29 0,80
171 K171H 0,90 0,76 0,82 0,90 0,93 0,94 1,20
171 K171L 0,70 0,76 0,84 0,88 0,88 0,86 1,05
171 K171M 1,11 1,32 1,25 1,34 1,43 1,08 0,67
171 K171P 0,99 1,09 1,19 1,31 1,36 1,32 0,73
171 K171Q 1,08 1,15 1,05 1,26 1,66 1,37 0,67
171 K171R 1,01 0,96 0,96 1,08 1,10 1,42 0,92
171 K171S 1,12 0,97 0,86 0,96 0,90 1,17 0,93
171 K171T 1,00 0,88 0,87 0,93 0,96 1,03 1,09
171 K171V 0,87 0,92 0,81 0,92 1,13 0,97 0,89
171 K171W 0,74 0,74 0,59 0,82 0,88 0,86 1,03
171 K171Y 0,86 0,73 0,70 0,90 0,96 1,06 0,92
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
179 R179A 0,88 0,88 1,28 1,47 1,62 1,55 0,83
179 R179G 0,53 0,56 0,93 1,05 1,02 1,09 1,05
179 R179H 0,82 0,78 1,07 1,19 1,25 1,32 1,00
179 R179L 0,71 0,62 0,79 0,93 1,00 1,28 0,99
179 R179M 0,81 1,14 1,24 1,51 1,58 1,52 0,66
179 R179P 0,33 0,50 1,14 1,33 1,42 1,61 0,79
179 R179Q 1,07 0,98 1,03 1,27 1,31 1,39 0,82
179 R179S 0,86 0,62 0,94 1,12 1,11 1,21 1,02
179 R179T 0,97 0,78 1,00 1,16 1,31 1,32 0,94
179 R179V 0,90 0,89 0,84 1,03 1,26 1,12 0,91
179 R179W 0,81 0,70 0,92 1,19 1,17 1,71 0,87
179 R179Y 0,64 0,49 0,81 0,95 0,89 1,22 1,06
180 G180A 0,82 0,75 1,37 0,96 1,25 1,45 0,76
180 G180C 0,43 0,46 1,29 0,82 1,35 1,56 0,73
180 G180D 0,50 0,54 1,39 0,99 1,37 1,36 0,81
180 G180F 0,32 0,32 1,19 1,03 0,90 1,75 0,72
180 G180H 0,38 0,36 0,95 0,80 0,89 1,00 1,12
180 G180l 0,21 0,21 0,87 0,73 1,17 1,09 0,84
180 G180K 0,13 0,16 0,77 ND 0,99 1,02 1,26
180 G180L 0,22 0,25 1,02 0,72 0,81 0,94 1,38
180 G180N 0,46 0,52 1,41 1,13 1,24 0,89 0,81
180 G180P 0,42 0,45 1,39 ND 1,46 1,74 0,75
180 G180R 1,27 0,83 ND ND -0,82 -12,79 -0,03
180 G180S 0,82 0,70 0,98 0,79 0,90 0,92 0,96
180 G180T 0,46 0,37 0,91 0,76 1,02 0,77 1,07
180 G180V 0,25 0,18 0,89 ND 1,01 0,98 0,96
180 G180Y 0,29 0,34 0,91 0,75 1,03 1,11 1,03
181 1181A 1,16 1,15 1,60 1,19 1,45 1,48 0,78
181 1181C 1,18 1,21 1,79 ND 1,10 1,35 0,68
181 1181D 1,19 1,29 1,61 1,22 1,64 1,19 0,74
181 1181E 1,44 1,47 1,54 1,27 1,48 1,55 0,72
181 1181F 1,11 1,04 1,20 0,92 1,24 0,84 0,87
181 1181G 0,69 0,59 1,20 1,02 1,15 1,12 0,94
181 1181H 0,88 0,73 1,13 ND 0,95 0,95 0,98
181 1181K 0,58 0,43 1,15 ND 0,96 0,87 1,04
181 1181L 0,76 0,75 1,09 ND 0,91 0,78 1,01
181 1181P 1,04 1,07 1,35 ND 1,30 1,34 0,85
181 1181R 0,49 0,47 0,78 0,87 1,43 1,64 0,87
181 1181S 0,93 0,83 1,09 0,80 1,02 1,15 0,97
181 1181T 0,80 0,75 1,02 0,85 0,94 1,13 1,09
181 1181V 1,20 1,04 1,39 1,12 1,18 1,16 0,81
181 1181Y 0,83 0,69 1,06 0,89 0,94 0,87 0,95
182 G182A 0,82 0,87 1,36 1,14 1,24 1,11 0,72
182 G182C 1,18 1,14 1,73 1,58 1,96 1,42 0,45
182 G182D 0,79 0,71 1,40 1,17 1,40 1,56 0,77
182 G182E 0,68 0,64 1,45 1,26 1,73 1,43 0,66
182 G182F 1,30 1,21 1,10 1,06 1,50 1,46 0,46
182 G182H 0,64 0,53 1,01 ND 1,13 1,22 1,01
182 G182K -0,04 -0,01 -0,15 ND 0,07 -0,08 0,91
182 G182L 0,53 0,48 1,12 ND 1,26 0,86 0,70
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
182 G182P 0,61 0,47 1,45 1,23 1,57 1,40 0,73
182 G182R 0,77 0,69 1,32 0,99 1,30 1,56 0,81
182 G182S 0,68 0,57 0,99 0,87 1,16 1,10 0,85
182 G182T 0,49 0,49 1,00 0,89 1,22 1,12 0,84
182 G182v 0,61 0,46 1,26 1,12 1,38 1,18 0,66
182 G182y 0,61 0,48 0,85 0,88 1,00 0,96 0,84
183 K183A 0,20 0,17 1,19 1,20 1,58 1,99 0,66
183 K183C 0,18 0,19 1,35 1,24 1,38 2,02 0,62
183 K183E 0,14 0,02 1,20 1,10 1,37 1,55 0,72
183 K183F 0,15 -0,05 1,11 1,08 1,61 2,04 0,59
183 K183G 0,15 0,13 0,96 ND 1,24 1,35 0,94
183 K183H 0,27 0,15 0,93 0,84 1,31 1,26 0,86
183 K183L 0,05 0,10 0,91 0,93 1,15 1,44 0,86
183 K183M 0,14 0,18 1,42 1,40 1,60 2,40 0,58
183 K183P 0,03 0,17 1,27 1,06 1,73 1,64 0,58
183 K183Q 0,12 0,14 1,30 1,21 1,51 2,11 0,71
183 K183R 0,20 0,11 1,03 1,00 1,13 2,07 0,82
183 K183S 0,15 0,18 0,92 0,83 1,18 1,33 0,93
183 K183T 0,20 0,01 1,10 1,11 1,16 1,71 0,80
183 K183V 0,10 0,07 0,82 0,89 1,38 1,73 0,62
183 K183wW 0,07 0,13 0,66 0,77 1,23 1,09 0,70
183 K183Y 0,08 0,14 0,66 0,73 1,10 1,32 0,88
187 W187A 0,45 0,36 1,67 1,77 1,21 1,02 0,90
187 W187C 0,48 0,40 1,23 1,49 1,19 1,13 0,88
187 W187E 0,62 0,51 1,18 1,22 1,14 1,08 1,04
187 W187G 0,16 0,13 0,57 0,86 0,86 0,73 1,13
187 W187I 0,70 0,57 0,83 0,86 0,78 0,82 1,29
187 W187K 0,16 0,16 0,85 0,90 0,71 0,64 1,72
187 W187L 0,69 0,69 0,72 0,78 0,75 0,66 1,29
187 W187N 0,53 0,62 1,29 1,41 1,10 1,08 0,91
187 W187P 0,17 0,14 0,29 1,65 1,19 1,15 0,85
187 W187Q 0,41 0,35 1,27 1,30 1,09 0,92 1,03
187 W187R 0,29 0,28 0,96 1,19 0,92 0,92 1,08
187 W187S 0,40 0,28 1,01 1,07 0,86 0,76 1,25
187 w187V 0,20 -0,60 -0,25 0,12 0,26 0,77 0,20
194 G194A 1,33 1,26 1,40 1,36 1,55 1,18 0,68
194 G194E 1,28 1,12 1,13 1,10 1,37 1,25 0,79
194 G194H 1,09 1,02 0,91 0,92 1,10 0,72 0,97
194 G194K 0,77 0,75 0,80 0,80 1,01 0,68 1,18
194 G194L 0,74 0,64 0,81 0,85 0,97 0,78 1,01
194 G194M 1,38 1,33 1,65 1,48 1,40 1,19 0,69
194 G194P 0,04 0,01 0,00 2,12 1,14 0,37 0,78
194 G194R 1,04 0,96 0,98 1,05 1,08 0,86 1,01
194 G194s 1,08 1,02 1,14 1,09 0,94 0,70 1,03
194 G194T 0,93 0,77 0,87 0,92 1,05 0,71 1,07
194 G194V 1,26 1,08 0,97 1,01 1,14 0,80 0,84
194 G194wW 0,61 0,51 0,60 0,62 0,75 0,48 1,31
209 P209A 1,22 1,30 1,67 1,68 1,52 1,20 0,68
209 P209C 1,24 1,20 1,01 1,00 1,37 1,29 0,58
209 P209D 1,35 1,33 1,41 1,57 1,39 1,30 0,76
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Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
209 P209E 1,34 1,25 1,31 1,47 1,34 1,35 0,82
209 P209F 1,23 1,36 1,22 1,48 1,51 1,50 0,62
209 P209G 1,09 0,92 1,10 1,09 0,98 0,91 1,01
209 P209H 1,02 0,91 1,20 1,15 0,97 1,00 1,00
209 P209I 0,94 0,85 1,01 1,03 0,91 0,84 0,95
209 P209K 1,24 0,95 1,22 1,23 0,99 1,03 0,98
209 P209L 0,83 0,92 1,00 1,06 1,02 1,02 0,87
209 P209M 1,34 1,34 1,48 1,61 1,81 1,18 0,65
209 P209N 1,65 2,42 0,99 1,11 2,77 2,36 0,21
209 P209Q -0,73 -0,45 ND ND -0,20 0,55 -0,12
209 P209R 1,38 1,03 1,41 1,45 1,08 1,22 0,91
209 P209S 1,14 1,02 1,13 1,21 1,02 0,86 0,89
209 P209T 1,12 1,10 1,37 1,35 1,35 0,97 0,84
209 P209V 0,98 0,83 1,10 0,93 1,16 1,04 0,82
209 P209W 0,99 1,06 1,03 1,10 1,16 0,86 0,80
209 P209Y 0,64 0,73 0,53 0,76 0,96 1,10 0,82
224 N224A 0,65 1,07 1,11 1,13 1,47 1,19 0,81
224 N224C 0,91 1,07 1,05 1,08 1,22 1,00 0,82
224 N224D 0,81 1,10 0,96 1,08 0,85 0,75 0,82
224 N224E 0,93 1,78 0,68 0,91 1,68 1,83 0,31
224 N224F 0,79 1,11 0,81 0,93 1,33 1,31 0,67
224 N224G 0,72 0,80 0,82 0,87 0,72 0,97 1,26
224 N224H 0,60 0,80 0,74 0,84 0,66 0,83 1,20
224 N224I 0,71 0,95 0,85 0,99 0,95 0,97 0,86
224 N224K 0,56 0,64 0,78 0,81 0,58 0,78 1,42
224 N224L 0,55 0,72 0,69 0,75 0,89 0,73 1,11
224 N224M 0,84 1,07 1,07 1,13 1,22 1,27 0,73
224 N224P 1,21 1,26 0,87 1,03 1,04 1,19 0,83
224 N224Q 0,97 1,03 0,98 0,98 1,12 1,07 0,90
224 N224R 0,89 1,22 0,65 0,76 1,15 1,34 0,53
224 N224S 0,91 0,84 0,88 0,93 0,78 0,82 1,11
224 N224T 0,90 0,86 0,93 0,95 0,78 0,99 1,17
224 N224V 0,83 0,88 0,78 0,89 0,92 0,89 0,92
224 N224wW 0,82 0,87 0,70 0,80 0,79 0,88 1,02
224 N224Y 0,92 1,03 0,81 0,89 0,87 0,77 0,93
242 S242A 1,44 1,56 1,59 1,45 1,19 1,10 0,72
242 S242C 1,73 1,99 1,84 1,93 1,97 1,06 0,46
242 S242D 1,36 1,51 1,45 1,43 1,29 1,11 0,81
242 S242G 1,24 1,20 1,29 1,22 1,12 0,92 0,93
242 S242I 1,36 1,12 1,14 1,24 1,43 1,34 0,55
242 S242K 0,80 0,70 0,92 0,92 0,99 0,86 1,26
242 S242L 0,77 0,75 1,26 1,08 1,06 0,99 0,93
242 S242M 1,56 1,70 1,48 1,78 1,54 1,10 0,55
242 S242Q 1,44 1,62 1,28 1,34 1,34 1,14 0,84
242 S242R 0,98 0,82 1,14 1,15 1,02 1,07 1,05
242 S242T 1,06 0,93 0,90 0,91 1,08 0,71 0,99
242 S242Vv 1,19 1,00 0,90 1,00 1,28 0,94 0,65
245 P245A 1,53 1,58 1,74 1,69 1,46 1,09 0,68
245 P245C 1,18 1,01 1,45 1,43 1,25 1,07 0,63
245 P245D 1,52 1,36 1,65 1,61 1,45 1,53 0,77
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
245 P245E 1,39 1,24 1,28 1,40 1,24 0,80 0,95
245 P245F 1,28 1,35 1,13 1,15 1,23 0,93 0,77
245 P245H 1,11 0,94 1,16 1,06 1,03 0,75 1,09
245 P245I 0,81 0,61 1,05 0,96 0,93 0,90 0,97
245 P245L 0,82 0,71 0,92 0,92 1,05 0,90 0,98
245 P245M 1,18 1,20 1,76 1,74 1,60 1,27 0,67
245 P245N 1,70 1,40 1,62 1,60 1,40 1,42 0,79
245 P245Q 1,49 1,22 1,61 1,52 1,26 0,99 0,96
245 P245R 1,37 1,23 1,19 1,26 1,47 1,08 0,88
245 P245S 1,16 1,01 1,20 1,21 1,07 0,88 1,07
245 P245T 1,31 0,99 1,26 1,23 1,13 0,97 0,92
245 P245V 1,03 0,95 0,97 1,00 0,94 0,75 1,00
245 P245Y 0,89 0,87 1,09 0,99 0,88 0,65 1,15
256 G256A 1,13 1,22 1,07 1,22 1,09 1,29 0,70
256 G256C 0,94 1,02 0,83 0,95 0,92 1,05 0,64
256 G256D 0,98 1,00 1,18 1,17 1,01 1,15 0,95
256 G256E 0,84 0,87 0,81 0,86 0,71 1,24 1,04
256 G256H 0,71 0,74 0,74 0,77 0,83 0,70 1,18
256 G256l 0,75 0,93 0,43 0,54 0,96 0,78 0,71
256 G256K 0,58 0,60 0,56 0,65 0,68 0,84 1,38
256 G256L 0,60 0,68 0,56 0,66 0,76 0,86 0,91
256 G256M 1,15 1,07 0,97 1,13 1,14 1,24 0,67
256 G256N 0,94 0,97 1,18 1,23 1,05 1,01 0,98
256 G256P 1,50 1,45 0,71 0,89 1,51 1,67 0,46
256 G256R 1,02 0,96 0,86 0,96 1,08 0,32 0,91
256 G256S 0,96 0,96 0,79 0,87 0,82 0,98 0,95
256 G256T 0,90 0,93 0,62 0,67 0,87 0,80 0,96
256 G256V 0,89 0,84 0,77 0,77 1,07 1,11 0,72
256 G256W 0,74 0,77 0,53 0,60 0,78 0,84 0,81
269 D269A 1,71 1,92 1,19 1,67 1,38 2,24 0,23
269 D269C 1,67 1,68 1,02 1,35 1,95 2,39 0,28
269 D269F -8,17 -9,85 2,60 1,57 -14,68 -4,97 0,02
269 D269G 1,18 1,30 0,68 0,96 1,59 1,43 0,37
269 D269H 0,88 0,93 0,86 1,01 1,21 1,07 0,56
269 D269l -4,21 -1,61 -2,68 -0,84 1,26 3,06 0,03
269 D269K 0,61 0,49 0,73 0,93 0,98 1,08 0,68
269 D269M 2,30 4,29 1,94 2,82 6,32 9,02 0,02
269 D269N 1,20 1,07 1,39 1,58 1,07 1,36 0,68
269 D269P 1,10 1,31 0,98 1,54 2,14 2,17 0,19
269 D269Q 1,53 1,50 1,31 1,60 1,53 1,51 0,44
269 D269R 1,11 1,09 0,80 1,25 1,59 1,26 0,39
269 D269S 0,82 0,86 0,93 0,96 0,89 0,91 1,07
269 D269T 0,76 0,98 0,78 0,96 1,43 1,43 0,30
269 D269Y 1,05 0,91 0,73 1,06 1,46 1,47 0,20
271 N271A 1,26 1,33 1,32 1,38 1,07 1,21 0,79
271 N271D 1,25 1,29 1,25 1,37 1,21 1,35 0,80
271 N271F 1,75 1,69 1,17 1,33 1,37 1,75 0,64
271 N271H 0,79 0,76 0,84 0,80 0,89 0,91 1,10
271 N2711 1,19 1,10 1,12 1,21 1,16 1,42 0,67
271 N271K 0,79 0,75 0,92 0,93 0,94 1,20 1,15
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
271 N271L 0,98 0,95 1,24 1,07 0,93 0,93 0,81
271 N271M 1,25 1,29 1,40 1,44 1,16 1,59 0,68
271 N271P 1,42 1,54 1,12 1,23 1,61 1,59 0,40
271 N271S 0,99 1,03 0,96 1,04 1,02 1,10 0,97
271 N271T 0,91 0,89 1,00 0,99 0,90 0,83 0,98
271 N271V 0,70 0,88 0,80 1,01 1,07 1,08 0,76
271 N271W 0,99 0,93 0,83 0,96 1,02 0,69 0,80
271 N271Y 0,95 0,87 0,86 0,96 0,84 0,94 0,78
278 T278A 1,17 1,21 1,25 1,41 1,11 1,35 0,84
278 T278E 0,92 0,80 0,99 1,13 1,06 1,35 0,88
278 T278G -1,12 0,26 -4,08 -1,79 3,31 1,75 0,04
278 T278H 0,89 0,89 0,92 1,02 0,94 1,03 1,00
278 T278I 0,89 0,87 0,81 0,86 0,82 0,89 1,10
278 T278K 0,84 0,75 0,91 0,96 0,82 0,91 1,08
278 T278L 0,82 0,80 1,02 0,99 0,82 0,93 0,96
278 T278M 1,26 1,35 1,27 1,47 1,32 1,35 0,70
278 T278N 1,22 1,19 1,17 1,30 1,00 1,35 0,86
278 T278P 1,78 1,71 1,06 1,79 2,30 3,46 0,19
278 T278R 1,13 1,07 1,00 1,24 1,10 1,47 0,83
278 T278S 0,91 0,92 0,86 1,00 0,99 1,01 1,06
278 T278W 0,92 0,99 0,84 1,00 1,04 1,08 0,85
278 T278Y 0,76 0,84 0,79 0,90 0,72 0,87 1,04
281 N281A 1,06 1,16 1,13 1,25 1,06 1,07 0,82
281 N281D 1,08 1,33 1,09 1,22 1,41 1,29 0,61
281 N281G 0,78 0,79 0,93 0,93 0,82 0,90 1,21
281 N281H 0,76 0,82 0,83 0,87 0,73 0,63 1,10
281 N281l 0,84 0,81 0,79 0,84 0,79 0,78 1,17
281 N281L 0,66 0,72 0,77 0,78 0,58 0,55 1,43
281 N281M 1,15 1,12 0,98 1,12 0,93 1,08 0,84
281 N281P 1,15 1,18 1,09 1,18 1,05 0,89 0,85
281 N281Q 1,22 1,33 1,00 1,13 1,10 1,16 0,62
281 N281R 1,03 1,05 0,98 1,02 0,95 0,97 0,96
281 N281S 0,90 0,91 0,88 0,89 0,72 1,01 1,09
281 N281T -0,21 1,17 -0,65 -0,27 -0,63 -0,72 0,14
281 N281V 0,85 0,88 0,80 0,87 0,76 1,07 0,86
281 N281Y 0,79 0,84 0,75 0,80 0,59 0,73 1,18
302 G302C 1,40 1,39 1,42 1,50 1,34 1,39 0,66
302 G302D 1,10 1,14 1,13 1,17 1,14 0,96 0,88
302 G302E 1,25 1,34 1,43 1,42 1,38 1,28 0,75
302 G302F 1,26 1,51 1,02 1,22 1,42 1,77 0,50
302 G302H 0,95 0,94 0,94 0,92 0,80 0,84 1,09
302 G302I 1,34 1,31 1,13 1,25 1,63 1,52 0,67
302 G302L 0,84 0,86 0,92 0,98 0,78 0,86 0,98
302 G302M 1,31 1,35 1,35 1,51 1,31 1,52 0,69
302 G302N 1,38 1,39 1,48 1,48 1,17 1,18 0,70
302 G302P 1,24 1,29 1,32 1,43 1,23 1,03 0,59
302 G302R 1,13 1,19 1,06 1,14 0,99 0,94 0,89
302 G302S 1,05 1,11 0,91 0,96 0,87 0,99 1,01
302 G302T 0,89 0,92 0,94 0,95 0,77 0,70 1,05
302 G302V 1,08 1,16 1,09 1,15 0,76 0,96 0,88
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
302 G302w 0,79 0,75 0,85 0,83 0,80 0,75 1,30
302 G302Y 0,91 0,98 0,91 0,99 0,75 0,92 0,93
304 A304D 1,19 1,30 1,42 1,44 1,16 1,22 0,75
304 A304E 1,70 1,57 1,41 1,47 1,45 1,45 0,69
304 A304F 1,14 1,14 1,27 1,18 0,86 0,87 1,02
304 A304H 0,85 0,85 0,77 0,83 0,81 0,68 1,15
304 A304L 0,92 0,95 0,91 0,96 0,80 0,74 1,00
304 A304M 1,18 1,21 1,45 1,49 0,98 1,18 0,72
304 A304N 1,42 1,41 1,30 1,44 1,43 1,28 0,71
304 A304P 1,24 1,30 1,24 1,35 1,49 1,34 0,77
304 A304R 1,14 1,16 1,05 1,13 0,93 1,03 0,90
304 A304S 0,84 0,94 0,80 1,15 0,87 0,71 0,67
304 A304T 1,00 1,07 0,89 0,99 0,98 0,75 0,92
304 A304V 1,16 1,18 1,13 1,21 0,94 0,70 0,81
304 A304W 0,88 0,89 0,89 0,93 0,73 0,94 1,07
304 A304Y 0,89 0,93 0,87 0,95 0,66 0,77 1,01
308 R308A 1,52 1,58 1,23 1,51 1,40 1,34 0,52
308 R308C 1,61 2,01 0,97 1,22 1,95 1,87 0,39
308 R308D 2,54 2,88 1,75 2,01 3,24 2,75 0,24
308 R308E 1,54 1,66 1,15 1,34 1,42 1,45 0,53
308 R308F 1,91 2,67 0,69 1,30 1,80 1,55 0,18
308 R308G 1,27 1,29 0,81 0,95 1,02 1,10 0,59
308 R308H 1,10 1,08 0,77 0,92 1,06 0,97 0,66
308 R308I 1,13 1,55 0,57 0,76 0,92 0,84 0,43
308 R308K 1,00 0,97 1,00 0,99 0,99 0,92 0,95
308 R308L 0,97 1,33 0,36 0,67 0,93 0,19 0,33
308 R308M 1,94 2,07 1,31 1,66 1,65 1,92 0,38
308 R308N 1,72 1,86 1,09 1,37 1,94 1,71 0,41
308 R308P 4,38 4,55 1,93 2,52 5,05 3,89 0,12
308 R308S 1,06 1,00 0,84 0,97 0,84 0,87 1,00
308 R308T 1,36 1,34 0,91 1,08 1,16 1,24 0,73
308 R308V 1,31 1,47 0,62 0,88 1,06 0,97 0,42
308 R308W 0,92 1,50 0,34 0,70 1,29 1,01 0,31
308 R308Y 0,90 1,28 0,46 0,70 0,92 1,14 0,41
321 T321A 1,07 1,20 0,95 1,19 1,44 1,33 0,84
321 T321C 1,35 1,36 0,92 1,09 1,63 1,10 0,52
321 T321F 1,00 0,96 0,90 1,00 1,14 1,07 1,03
321 T321H 0,89 0,85 0,81 0,90 1,03 1,37 1,14
321 T321I 0,81 0,87 0,66 0,77 1,13 0,93 0,83
321 T321L 0,74 0,77 0,67 0,75 0,91 0,96 1,11
321 T321P 1,23 1,25 1,08 1,18 1,69 1,22 0,79
321 T321Q 1,12 1,15 1,05 1,10 1,14 1,27 0,93
321 T321R 1,02 0,92 1,02 0,96 1,09 0,96 1,04
321 T321S 1,02 0,91 0,88 0,99 1,14 0,84 1,08
321 T321V 0,95 0,92 0,72 0,81 1,34 0,43 0,84
321 T321Y 0,76 0,82 0,69 0,77 1,23 0,79 1,04
358 Q358A 1,07 1,42 1,63 1,45 1,54 1,31 0,65
358 Q358C 1,95 2,35 1,34 1,85 2,83 1,62 20,26
358 Q358D 1,35 1,37 1,21 1,29 1,55 1,10 0,79
358 Q358E 130 1,35 1,22 1,27 1,57 1,02 0,74
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
358 Q358F 1,35 1,32 1,05 1,14 1,49 1,19 0,71
358 Q358G 1,15 1,03 0,90 0,96 1,10 1,06 0,74
358 Q358H 1,05 0,99 0,95 0,97 1,15 1,40 0,94
358 Q358L 0,92 1,06 1,05 1,06 1,24 0,84 0,83
358 Q358M 1,12 1,37 1,42 1,41 1,52 1,17 0,72
358 Q358N 1,27 1,37 1,32 1,42 1,63 1,06 0,73
358 Q358P 1,27 1,33 1,10 1,23 1,72 1,17 0,65
358 Q358R 1,03 1,07 1,08 1,07 1,18 1,15 0,91
358 Q358S 1,09 0,99 1,02 1,04 1,01 0,91 0,93
358 Q358T 1,05 1,05 1,04 1,00 1,17 1,10 0,95
358 Q358V 1,15 1,18 1,02 1,13 1,35 1,35 0,67
378 P378C 28,49 39,29 11,48 19,82 40,84 34,77 0,05
378 P378D 1,13 1,20 1,15 1,18 1,12 0,99 0,88
378 P378F 1,84 2,17 0,62 1,01 2,97 0,36 0,15
378 P378G 1,21 1,20 1,00 1,06 1,44 1,30 0,75
378 P378H 0,90 0,94 0,80 0,85 1,11 0,50 1,06
378 P3781 1,16 1,20 1,03 1,15 1,33 1,26 0,62
378 P378L 0,78 0,89 0,88 0,97 1,08 0,79 0,82
378 P378N 1,31 1,39 1,19 1,37 1,42 0,97 0,71
378 P378R 0,94 0,93 1,10 1,07 1,05 1,03 1,28
378 P378S 1,15 1,09 0,99 1,04 1,08 1,11 0,90
378 P378T 0,83 0,96 0,90 0,93 0,87 0,73 1,04
378 P378Vv 1,08 1,08 1,09 1,10 1,15 0,94 0,87
378 P378Y 0,87 0,92 0,78 0,91 1,11 0,97 0,67
382 S382A 1,05 1,33 1,16 1,30 1,57 1,17 0,76
382 S382C 1,20 1,19 1,01 1,12 1,27 1,05 0,87
382 S382D 1,43 1,42 1,19 1,34 1,35 1,41 0,74
382 S382E 1,23 1,39 1,14 1,27 1,47 1,23 0,83
382 S382G 1,05 1,06 0,90 0,96 0,96 0,95 1,02
382 S382H 1,10 1,02 0,96 0,99 1,10 0,98 1,00
382 S3821 1,03 1,07 0,82 0,88 1,07 0,96 0,79
382 S382K 0,94 0,84 0,95 0,98 1,12 0,78 1,09
382 S382L 0,93 0,93 0,69 0,82 0,95 0,70 0,79
382 S382M 1,51 1,84 1,25 1,51 2,20 1,47 0,54
382 S382N 1,39 1,43 1,15 1,35 1,55 1,16 0,72
382 S382P 1,41 1,42 1,22 1,33 1,65 1,25 0,70
382 S382R 1,23 1,19 0,97 1,17 1,14 0,78 0,91
382 S382T 1,18 1,15 0,98 1,08 1,30 1,14 0,90
382 S382v 1,13 1,07 0,85 0,98 1,22 0,89 0,8]
382 S382W 1,08 1,03 0,90 0,98 1,19 0,94 0,98
383 K383A 1,26 1,16 1,24 1,35 1,17 0,86 0,66
383 K383C 1,85 2,15 0,60 1,01 1,16 0,02 0,16
383 K383D 1,14 1,17 1,16 1,13 1,04 0,89 0,69
383 K383E 1,04 0,98 0,98 1,00 1,00 0,82 0,94
383 K383F 1,43 1,44 0,93 1,01 1,47 0,86 0,50
383 K383H 0,80 0,78 0,79 0,84 0,97 1,03 0,96
383 K383L 0,64 0,66 0,50 0,60 0,66 0,92 0,76
383 K383M 1,32 1,19 0,94 1,10 1,20 1,01 0,57
383 K383N 1,27 1,20 0,98 1,11 1,07 1,15 0,64
383 K383P 1,89 2,46 1,17 1,37 1,82 2,31 0,22
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Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
383 K383Q 1,03 0,98 1,01 1,06 0,95 1,15 0,94
383 K383R 1,02 0,91 1,00 0,95 1,10 0,84 0,99
383 K383S 0,92 0,92 0,87 0,92 0,97 0,74 0,86
383 K383T 0,79 0,76 0,83 0,84 0,90 0,83 0,98
383 K383W 0,70 0,78 0,62 0,68 0,74 0,39 0,61
383 K383Y 0,62 0,72 0,78 0,75 0,73 0,67 0,87
398 T398A 1,28 1,18 1,34 1,43 1,37 1,17 0,73
398 T398C 1,58 1,46 1,20 1,39 1,61 1,35 0,46
398 T398D 1,29 1,24 1,33 1,33 0,88 1,42 0,75
398 T398E 1,33 1,24 1,31 1,32 1,17 1,38 0,81
398 T3981 0,81 0,87 0,91 0,96 0,91 0,86 1,04
398 T398K 0,92 0,76 0,99 0,97 0,97 0,66 1,06
398 T398L 0,76 0,68 0,85 0,87 0,86 1,14 0,99
398 T398M 1,29 1,24 1,39 1,38 1,18 1,03 0,75
398 T398N 1,96 1,88 1,34 1,58 1,23 1,31 0,37
398 T398P 1,38 1,29 1,33 1,35 0,97 1,29 0,77
398 T398Q 1,47 1,41 1,61 1,52 1,46 1,51 0,74
398 T398R 1,16 1,08 1,25 1,16 1,25 1,02 0,98
398 T398S 1,03 0,94 1,08 1,05 0,92 0,67 1,07
398 T398V 1,00 1,06 1,20 1,19 1,03 0,96 0,87
405 H405A 1,61 1,64 1,45 1,54 1,54 1,15 0,56
405 H405C 1,92 2,06 1,69 1,91 2,68 1,40 0,33
405 H405D 1,45 1,44 1,25 1,30 1,37 1,21 0,47
405 H405F 2,03 2,09 1,28 1,41 3,15 1,98 0,20
405 H405G 1,16 1,20 1,10 1,14 1,50 1,14 0,72
405 H405K 0,71 0,58 0,87 0,89 1,05 0,64 0,72
405 H405L 0,79 0,89 0,77 0,94 0,97 0,72 0,49
405 H405M 1,65 1,66 1,28 1,51 1,67 1,22 0,41
405 H405N 1,42 1,26 1,37 1,42 1,43 1,09 0,69
405 H405P -12,67 -11,60 -0,88 -2,21 -6,12 -0,26 -0,03
405 H405Q 1,50 1,53 1,33 1,42 1,76 1,33 0,59
405 H405R 1,54 1,56 1,22 1,36 1,29 0,84 0,51
405 H405S 1,09 1,00 1,05 1,03 1,10 0,91 0,90
405 H405T 0,99 0,94 0,86 0,89 0,96 0,77 0,87
405 H405W 0,86 0,83 0,43 0,64 1,32 0,50 0,35
405 H405Y 0,96 1,07 0,84 0,93 1,37 0,96 0,50
417 T417A 1,55 1,30 1,42 1,39 1,28 1,05 0,71
417 T417D 1,55 1,28 1,40 1,43 1,14 1,34 0,80
417 T417E 1,22 1,07 1,16 1,17 1,12 1,07 0,89
417 T417H 0,98 0,89 0,91 0,95 1,07 0,89 0,98
417 T4171 1,00 0,99 0,79 0,84 0,90 0,82 0,82
417 T417L 0,87 0,79 0,88 0,89 0,98 1,03 0,92
417 T417M 1,65 1,65 1,39 1,52 1,82 1,41 0,49
417 T417P 1,38 1,25 1,34 1,35 1,26 1,12 0,74
417 T417Q 1,47 1,24 1,21 1,24 1,40 1,26 0,84
417 T417R 1,34 1,15 1,36 1,31 1,13 1,08 0,85
417 T417S 1,10 0,95 1,01 1,03 0,96 1,13 1,02
417 T417V 0,88 0,86 0,85 0,92 0,97 0,94 0,97
417 T417W 0,97 0,84 0,72 0,89 1,01 0,77 0,90
418 E418A 1,16 1,16 1,32 1,29 1,44 0,99 0,83
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418 E418C 1,14 1,24 0,98 1,10 1,21 0,73 0,66
418 E418D 0,94 0,94 1,06 1,11 0,98 0,84 0,96
418 E418G 0,68 0,70 0,81 0,82 0,82 0,58 1,17
418 E418H 0,71 0,73 0,76 0,80 0,87 0,75 1,04
418 E418I 0,80 0,75 0,76 0,79 1,09 0,70 0,97
418 E418K 0,68 0,62 0,68 0,71 0,77 0,79 1,27
418 E418L 0,69 0,64 0,72 0,78 0,39 0,47 1,08
418 E418M 0,96 0,95 1,01 1,07 1,33 0,81 0,86
418 E418N 1,00 1,01 1,18 1,20 1,11 0,87 0,83
418 E418P 1,04 1,03 1,15 1,19 1,09 0,72 0,87
418 E418Q 1,11 1,13 1,05 1,16 1,22 0,76 0,84
418 E418R 1,08 1,01 0,95 1,03 1,26 1,01 0,86
418 E418S 1,03 0,94 0,80 0,85 0,94 0,85 0,86
418 E418T 0,87 0,80 0,82 0,84 0,91 0,50 1,09
418 E418V 0,71 0,65 0,66 0,82 0,83 0,34 1,22
418 E418Y 0,80 0,77 0,65 0,79 0,88 0,59 0,81
420 P420A 1,16 1,17 1,41 1,49 1,36 0,97 0,81
420 P420C 1,17 1,32 1,37 1,47 1,09 1,02 0,70
420 P420D 1,29 1,25 1,37 1,38 1,35 0,90 0,75
420 P420E 1,32 1,27 1,32 1,35 1,45 0,79 0,75
420 P420H 1,05 0,95 0,95 1,01 1,11 0,69 0,98
420 P420I 0,98 0,95 0,87 0,95 1,07 0,62 0,98
420 P420L 0,85 0,82 0,87 0,91 1,07 0,74 0,97
420 P420M 1,37 1,41 1,33 1,29 1,28 0,75 0,73
420 P420N 1,42 1,38 1,30 1,41 1,50 0,95 0,73
420 P420R 0,49 -5,15 -1,38 -0,61 -11,09 -1,99 -0,01
420 P420S 1,01 0,88 1,10 1,09 0,93 0,81 1,11
420 P420T 0,97 0,87 0,94 0,95 0,68 0,87 1,10
420 P420V 1,11 1,06 1,10 1,12 1,21 0,77 0,84
420 P420W 0,72 0,69 0,71 0,75 0,80 0,54 1,29
420 P420Y 0,90 0,83 0,80 0,76 1,05 0,85 0,96
421 G421A 1,36 1,28 1,23 1,30 1,31 0,79 0,79
421 G421D 1,23 1,28 1,43 1,38 1,28 0,99 0,72
421 G421E 1,44 1,43 1,47 1,46 1,48 1,23 0,66
421 G421F 1,23 1,19 1,13 1,13 1,50 0,75 0,79
421 G421H 0,91 0,81 0,80 0,84 0,69 0,71 1,19
421 G421l 1,19 1,13 0,97 1,08 1,38 0,80 0,65
421 G421L 0,80 0,77 0,91 0,95 1,24 0,74 0,97
421 G421N 1,28 1,30 1,23 1,34 1,49 0,82 0,75
421 G421P 1,20 1,22 1,22 1,27 1,41 0,83 0,74
421 G421Q 1,31 1,27 1,27 1,29 1,30 1,15 0,75
421 G421R 1,17 1,04 1,05 1,09 1,08 0,85 1,00
421 G421S 1,11 1,02 1,05 1,04 1,05 0,80 0,97
421 G421T 1,04 0,91 0,95 0,98 1,05 0,86 1,05
421 G421wW 0,84 0,85 0,86 0,94 0,94 0,74 0,96
421 G421Y 0,98 0,86 0,89 0,94 1,12 0,64 0,95
432 P432A 1,40 1,30 1,44 1,53 1,64 1,26 0,75
432 P432D 1,77 1,59 1,72 1,77 1,95 1,24 0,61
432 P432E 1,39 1,29 1,40 1,41 1,33 1,19 0,77
432 P432H 1,14 1,07 0,83 1,01 1,35 0,97 0,80
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
432 P432K 1,21 0,96 1,05 1,08 1,22 1,02 0,91
432 P432L 1,06 0,90 0,98 0,98 1,26 0,63 0,97
432 P432M 1,48 1,47 1,72 1,71 2,15 1,45 0,65
432 P432N 1,31 1,38 1,28 1,41 1,59 1,02 0,73
432 P432Q 1,62 1,39 131 1,46 1,69 1,46 0,70
432 P432R 1,60 1,35 1,36 1,43 1,27 1,21 0,78
432 P432S 1,16 1,02 0,94 1,00 1,07 0,78 1,04
432 P432T 1,19 0,99 1,33 1,13 1,27 1,08 0,98
432 P432Y 1,14 0,98 0,82 0,94 1,21 0,69 0,90
437 W437C 0,83 0,77 1,09 1,15 0,89 0,84 1,01
437 W437D 0,97 0,85 1,12 1,15 0,98 0,97 1,08
437 WA437E 0,99 1,00 0,79 0,87 0,95 0,76 0,59
437 W437F 1,01 0,81 0,94 1,00 0,74 0,80 1,22
437 W437G 0,83 0,72 0,82 0,82 0,78 0,66 1,42
437 W437H 0,65 0,64 0,83 0,84 0,78 0,71 1,52
437 W437L 0,64 0,60 0,73 0,75 0,59 0,68 1,55
437 W437M 1,03 0,86 1,01 1,06 0,83 0,63 1,11
437 W437N 1,01 0,94 1,02 1,06 0,87 1,07 1,04
437 W437Q 1,05 0,90 1,08 1,11 0,90 0,77 1,12
437 W437R 0,91 0,83 1,07 1,02 0,83 0,53 1,19
437 W437S 0,96 0,75 0,99 0,96 0,86 0,90 1,24
437 W437T 0,78 0,71 0,92 0,89 0,77 0,71 1,32
437 W437V 0,75 0,73 0,90 0,87 0,81 0,87 1,36
437 W437Y 0,66 0,59 0,78 0,77 0,64 0,68 1,50
443 Q443A 1,24 1,01 1,35 1,32 1,08 1,08 0,83
443 Q443C 1,27 1,23 1,16 1,22 1,02 1,22 0,80
443 Q443F 1,26 1,14 1,18 1,20 1,10 1,15 0,86
443 Q443G 1,12 0,94 1,11 1,02 1,01 1,00 1,08
443 Q443K 0,79 0,75 0,93 0,90 0,83 0,76 1,10
443 Q443L 0,84 0,81 1,07 1,02 0,89 0,85 1,09
443 Q443N 1,22 1,18 1,41 1,53 1,21 1,23 0,77
443 Q443P 1,02 0,97 1,08 1,16 1,03 0,64 0,92
443 Q443R 1,06 1,03 1,03 1,10 0,99 0,98 0,98
443 Q443S 0,89 0,82 0,95 0,94 0,84 0,87 1,20
443 Q443T 1,01 0,76 0,88 0,89 0,89 0,69 1,15
443 Q443V 1,02 0,90 1,09 1,10 1,23 1,03 0,95
443 Q443W 0,57 0,59 0,57 0,63 0,65 0,63 0,87
443 Q443Y 0,82 0,87 0,95 0,97 0,97 0,86 0,92
446 G446A 1,00 0,91 1,25 1,26 0,97 1,08 0,95
446 G446C 1,39 1,31 1,84 1,78 1,40 1,23 0,73
446 G446D 1,12 0,99 1,15 1,25 1,15 0,97 0,93
446 G446F 1,34 1,37 1,00 1,15 1,03 1,22 0,75
446 G446H 0,93 0,80 0,65 0,70 0,84 0,83 1,32
446 G446l 1,22 1,07 0,97 1,04 1,39 1,05 0,70
446 G446K 0,97 0,83 0,80 0,86 0,70 0,87 1,10
446 G446L 0,80 0,78 0,86 0,88 0,94 0,85 1,07
446 G446M 1,21 1,05 0,85 0,99 1,06 1,16 0,87
446 G446N 1,17 1,08 1,05 1,21 1,07 1,07 0,88
446 G446P 1,21 1,09 1,07 1,16 1,09 0,95 0,74
446 G446Q 1,28 1,21 1,16 1,23 1,09 1,01 0,83
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
446 G446R 0,37 0,07 0,71 1,10 0,22 0,65 0,75
446 G446S 1,07 0,95 0,95 0,95 0,75 1,01 1,11
446 G446T 1,03 0,88 0,69 0,81 0,91 0,96 1,09
446 G446V 1,17 1,09 0,91 0,98 1,14 0,90 0,82
446 G446W 0,85 0,72 0,83 0,89 0,92 0,80 1,05
446 G446Y 0,88 0,76 1,02 1,00 0,83 0,91 1,09
454 G454A 1,33 125 1,61 1,60 1,14 1,26 0,88
454 G454C 1,33 1,18 1,15 1,20 1,14 1,37 0,78
454 G454D 1,40 1,30 1,27 1,36 1,18 1,09 0,76
454 G454E 1,36 1,21 1,08 1,19 0,99 0,91 0,83
454 G454H 0,92 0,83 0,89 0,95 0,83 0,83 1,10
454 G4541 0,87 0,79 0,77 0,82 0,88 0,75 1,02
454 G454K 0,86 0,80 0,99 0,97 0,82 0,81 1,13
454 G454L 0,12 -034 -0,62 -0,26 0,50 -0,62 0,11
454 G454M 1,39 1,26 1,14 1,42 1,26 1,30 0,68
454 G454N 1,20 1,09 1,07 1,20 1,11 1,10 0,91
454 G454P 1,41 1,34 1,14 1,29 1,16 0,96 0,77
454 G454R 1,25 1,09 0,99 1,12 1,07 1,01 0,92
454 G454S 0,83 0,80 0,83 0,90 0,89 0,79 1,17
454 G454T 1,04 0,93 0,90 0,98 0,99 0,94 1,02
454 G454V 1,20 1,07 1,05 1,10 1,18 0,89 0,93
457 S457A 1,05 0,95 1,22 1,27 1,23 1,21 0,89
457 S457C 1,27 1,23, 0,72 0,72 1,53 1,44 0,59
457 S457D 1,02 0,89 1,05 1,16 0,93 0,81 0,99
457 S457E 1,10 0,95 0,97 1,06 0,97 0,79 0,95
457 S457G 0,82 0,71 0,82 0,87 0,80 0,88 1,21
457 S457H 0,83 0,72 0,81 0,90 0,89 1,12 1,17
457 S457K 0,74 0,63 0,79 0,86 0,76 0,62 1,37
457 S457L 0,67 0,61 0,68 0,79 0,64 0,63 1,27
457 S457M 1,07 0,98 0,96 1,08 1,03 0,99 0,92
457 S457N 1,08 0,92 1,10 1,19 1,13 1,15 0,86
457 S457P 1,29 1,21 1,09 1,18 1,30 1,19 0,88
457 S457Q 1,10 1,01 1,06 1,13 1,14 0,96 0,91
457 5457R 1,58 1,31 0,89 1,10 1,59 1,89 0,42
457 S457T 0,88 0,70 0,94 0,94 0,85 1,01 1,18
457 S457V 0,89 0,82 0,83 0,88 0,84 0,78 1,11
457 S457TW 0,87 0,69 0,64 0,74 0,84 0,60 1,05
457 S457Y 0,81 0,70 0,70 0,80 0,80 0,79 1,15
459 T459A 1,10 1,03 1,25 1,34 1,46 1,18 0,83
459 T459D 1,20 1,17 1,19 1,24 1,37 1,44 0,82
459 T459G 1,15 1,01 0,98 0,97 0,81 1,36 1,08
459 T459I 1,05 0,95 0,95 1,01 1,04 1,04 1,02
459 T459K 1,04 0,91 0,86 0,90 0,80 0,72 1,08
459 T459L 0,93 0,83 1,19 1,10 0,91 0,81 1,04
459 T4590Q 1,46 1,43 1,40 1,47 1,29 1,24 0,72
459 T459R 1,09 1,00 1,09 1,09 0,90 0,97 1,05
459 T459S 0,99 1,00 0,85 0,87 1,04 0,90 1,06
459 T459V 1,11 1,02 0,92 0,99 1,07 1,35 0,93
459 T459Y 1,10 1,02 0,97 1,06 1,14 0,74 0,92
461 T461A 1,40 1,44 1,16 1,28 1,74 1,18 0,47
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS

Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
461 T461D 1,26 1,09 1,21 1,25 1,25 1,10 0,92
461 T461E 1,52 1,44 1,49 1,43 1,22 1,06 0,74
461 T461F 129 122 1,31 1,25 1,14 1,12 0,79
461 T461G 1,09 1,03 1,08 1,04 1,16 1,14 0,98
461 T461I 1,11 1,00 0,99 1,05 1,03 1,33 0,93
461 T461K 0,89 0,75 0,78 0,91 4,98 0,99 1,01
461 T461L 0,92 0,85 1,03 1,02 1,15 0,91 0,87
461 T461N 1,18 1,18 1,35 1,37 1,36 1,30 0,81
461 T461P 1,19 1,10 1,37 1,33 1,14 1,17 0,92
461 T461R 1,19 1,04 1,13 1,18 1,11 0,91 0,99
461 T461S 1,12 1,04 0,87 0,88 1,03 0,90 0,88
461 T461V 0,95 1,00 1,01 1,05 1,11 1,28 0,87
461 T461W 0,97 0,82 0,77 0,86 0,75 0,67 0,87
461 T461Y 1,02 0,93 0,90 1,02 1,01 1,11 0,87
464 S464D 1,45 1,23 1,24 1,31 1,51 1,21 0,73
464 S464E 0,95 0,98 1,04 1,06 1,06 1,23 1,03
464 S464G 0,94 0,86 0,92 1,00 0,98 0,97 1,04
464 S464H 0,88 0,84 0,82 0,87 0,99 1,04 1,10
464 S464l 0,94 0,80 0,78 0,83 0,96 1,15 1,00
464 S464K 0,94 0,85 0,88 0,93 0,93 0,81 0,97
464 S464L 0,77 0,81 0,79 0,91 0,88 0,86 1,02
464 S464M 1,32 1,27 1,35 1,50 1,18 1,42 0,81
464 S464N 1,15 1,03 1,16 1,25 1,18 1,38 0,85
464 S464P 1,42 1,38 1,32 1,42 1,40 1,56 0,76
464 S464Q 1,33 1,30 1,12 1,29 1,28 1,21 0,80
464 S464V 0,94 0,96 0,94 1,02 1,12 1,33 0,89
464 S464W 1,06 0,95 0,94 1,08 0,98 0,84 1,01
464 S464Y 0,81 0,71 1,01 1,02 0,75 0,84 1,33
474 G474A 1,03 1,20 1,25 1,35 1,12 1,27 0,81
474 G474C 1,05 1,30 1,18 1,31 1,55 1,04 0,66
474 G474D 1,13 1,26 1,35 1,41 1,26 1,28 0,78
474 G474E 1,13 1,13 1,17 1,27 1,16 1,23 0,87
474 G474F 1,23 1,34 1,20 1,29 1,22 1,47 0,80
474 G474H 0,86 0,95 0,94 1,02 1,06 1,11 1,07
474 G474l 0,79 0,99 0,91 0,97 0,95 0,81 0,99
474 G474K 0,81 0,82 0,92 0,97 1,06 0,97 1,07
474 G474L 0,70 0,75 0,81 0,87 0,88 0,91 1,12
474 G474M 1,18 1,26 1,24 1,40 1,20 1,05 0,74
474 G474N 1,14 1,02 1,09 1,16 1,29 1,29 0,89
474 G474P 1,53 1,45 1,25 1,38 1,39 0,36 0,72
474 G474Q 1,19 1,14 1,26 1,33 1,35 1,37 0,79
474 G474R 1,15 1,17 1,16 1,29 1,31 1,41 0,82
474 G474S 0,87 0,89 0,97 0,99 1,00 0,93 1,09
474 G474T 0,97 1,01 1,13 1,06 1,03 1,00 1,01
474 G474V 0,88 0,91 1,03 1,02 1,03 0,94 1,01
483 R483A 1,25 1,23 1,35 1,43 1,43 1,34 0,74
483 R483C 1,19 1,17 1,73 1,51 1,19 1,59 0,70
483 R483F 1,08 1,49 1,36 1,23 1,51 1,18 0,57
483 R483G 1,07 1,13 1,07 1,12 1,14 1,08 0,86
483 R483K 0,82 0,73 0,86 0,90 0,91 0,69 1,12
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Tabla 23-1: Rendimiento de las variantes de AmyS
Posicion | variante | Harinade | Harinade DP7 DP7 Limpieza | Limpieza | Expresion
maiz 10 maiz 60 pH 4 pH 5.8 pH 8 pH 10
483 R483L 1,10 1,03 1,29 1,20 1,06 0,93 0,94
483 R483M 1,31 1,50 1,42 1,56 1,51 1,26 0,66
483 R483N 1,17 1,32 1,46 1,39 1,34 1,09 0,75
483 R483P 1,19 1,17 1,37 1,35 1,17 1,05 0,83
483 R483Q 1,38 1,48 1,84 1,67 1,72 1,51 0,65
483 R483S 0,99 1,05 0,92 0,96 1,04 0,94 1,02
483 R483T 1,10 1,03 1,04 0,98 0,98 0,93 0,93
483 R483V 1,11 1,18 1,25 1,26 1,25 1,20 0,80
483 R483Y 0,81 0,86 1,07 1,06 1,04 0,81 0,96

[0388] Resultara evidente que un gran numero de sustituciones produjeron variantes de a-amilasas que tenian
una o varias propiedades mejoradas en comparacion con la a-amilasa natural. Estas sustituciones se incluyen en
las presentes composiciones y métodos.

Ejemplo 24. Propiedad alterada de variantes de AmyS

[0389] Este ejemplo muestra que algunas variantes de a-amilasa de G. stearothermophilus (AmyS) (descritas en
el Ejemplo 22) tienen una propiedad alterada en relacién con la a-amilasa original. Se llev6 a cabo un cribado de
estabilidad térmica de alto rendimiento de variantes AmyS como se describe en el Ejemplo 3. Los indices de
rendimiento de la actividad (medidos como ensayo con BODIPY) y de la actividad residual (después de la tension
térmica) se muestran en las Tablas 24-1, 24-2, 24-3.

Tabla 24-1: Posiciones en proteinas AmyS con mutaciones (se muestran en la columna llamada “variante”) que
tienen indices de rendimiento tanto de la actividad como de la actividad residual después de tension por calor
mejores que la AmyS natural.

Variante Actividad Actividad residual
72D 1,0300361 1,0701945
74 A 1,0821966 1,2443197
74 E 1,0425346 1,0348158
74 G 1,1272413 1,0873821
74 H 1,0489031 1,0047597

741 1,0441329 1,0204416
74Y 1,0962024 1,0243028
86 E 1,0744425 1,0082956
86 K 1,0320588 1,0003874
115E 1,0371929 1,0263233
115K 1,0983963 1,1179136
115L 1,0304852 1,2220073
115N 1,0617811 1,0373701
115Q 1,0585819 1,0086197
115R 1,0362569 1,0196812
115Y 1,0818022 1,0155115
124 A 1,0066154 1,0764058
124 K 1,0875013 1,3977188
124 N 1,2073767 1,1957849
124 Q 1,0581528 1,1748222
124 R 1,0401245 1,2046408
125N 1,2111343 1,111989
132 A 1,0229275 1,3339209
135 F 1,0125922 1,1400675
145 A 1,0535347 1,269397
146 A 1,0159296 1,2695343
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Variante Actividad Actividad residual
146 D 1,0111003 1,0989512
146 E 1,0209598 1,076157
146 T 1,0557131 1,0905141
146 W 1,0503671 1,0446909
148 A 1,1550962 1,3714229
148 E 1,0257123 1,1367377
148 F 1,0047267 1,0833811
148 R 1,1439066 1,0724962
153 A 1,0933406 1,1903028
153 D 1,047218 1,0763254
153 G 1,0314126 1,0393344
153 H 1,0243746 1,0325474
153 N 1,0749307 1,1537286
153 P 1,1090313 1,1653113
153 R 1,0695773 1,050884
159 A 1,2514424 1,8489959
159C 1,1389324 1,4229765
159D 1,3042895 1,616517
159 E 1,3048703 1,6426287
159 F 1,0692526 1,2740874
159 G 1,309088 1,4806394
159 H 1,2239861 1,4766606
159 K 1,3024788 1,6188749
159 L 1,2438467 1,7685564
159 N 1,4021695 1,747298
159 R 1,3445318 1,6062932
159 S 1,3352659 1,5322275
159 T 1,2115923 1,5982316
159V 1,1075763 1,5364844
169 L 1,2709 1,221157
169 M 1,0720854 1,2525822
169 Y 1,1519097 1,3009779
179 A 1,2856782 1,4150905
179 Q 1,0837406 1,0777175
180 A 1,223674 1,1463487
181 A 1,5853606 2,5498838
181 C 1,0805237 1,2359592
181 D 1,2451756 1,4958763
181 E 1,2126846 1,3673333
181 F 1,1174172 1,0714025
181 L 1,0562715 1,2603028
181 M 1,0553459 1,1115696
181 N 1,0657087 1,058626
181 P 1,3407541 1,8191875
181 Q 1,1827757 1,3094913
181 R 2,1023852 1,000651
181V 1,2072805 1,2882775
181Y 1,1468422 1,2888335
187 L 1,0631177 1,1713174
242 D 1,053295 1,2659451
242 E 1,1904636 1,4089496
242 G 1,0897161 1,0670134
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Variante Actividad Actividad residual
259 M 1,054788 1,1174398
261 L 1,1311136 1,2682418
271 K 1,0660617 1,1281026
271V 1,0912656 1,3024768
278 A 1,1681249 1,3749858
278 H 1,2287582 1,3214257
278 K 1,2908668 1,3351968
278 N 1,2587781 1,4816971
278 R 1,2602246 1,3802029
278 S 1,0407916 1,051006
281 A 1,0778757 1,302493
2811 1,0773434 1,0691046
281 L 1,0664433 1,5428781
281 M 1,2357293 1,317267
281 P 1,1452343 1,1634661
281 R 1,1498741 1,1898966
281Y 1,0366211 1,0814182
302 C 1,0627926 1,0743991
302D 1,3067743 1,3085968
302 E 1,0492343 1,1151221
302 M 1,0807557 1,2463993
304 D 1,1358974 1,304862
304 E 1,1872403 1,2138013
304 F 1,1250781 1,0476505
304 M 1,2316987 1,2224245
304 N 1,0270711 1,0584592
304 P 1,0166456 1,0403283
304 R 1,0960387 1,0336549
304V 1,0716606 1,0416779
304 W 1,1600113 1,0109269
304Y 1,3289811 1,1964204
308 A 1,0074309 1,189004
321 A 1,0826055 1,2311805
321 H 1,384587 1,4691649
321 Q 1,3306703 1,3485614
321 R 1,2446359 1,3138378
321S 1,1483705 1,1251132
321Y 1,0396471 1,1263643
333Q 1,425789 1,6656427
378 D 1,0880667 1,2202146
378 N 1,0064817 1,2616767
378 R 1,0264777 1,2826859
378 T 1,042994 1,0795534
382D 1,1628676 1,2206133
382 G 1,0050534 1,009576
382 K 1,1896345 1,178075
382 N 1,0241429 1,1576205
382 P 1,001145 1,0672392
398 A 1,0127464 1,2067063
418 A 1,070915 1,3701437
418 M 1,101424 1,3091549
418 N 1,1440828 1,4650527
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Variante Actividad Actividad residual
420 A 1,1288416 1,2216203
420 D 1,0368387 1,065286
420 M 1,011372 1,1274183
420 N 1,0213745 1,1440374
421 E 1,010536 1,0961403
421 H 1,0434891 1,0576175
421 L 1,0197128 1,0679988
421 N 1,092512 1,1299631
421 Q 1,0784982 1,1126707
421 R 1,142674 1,2396538
421 T 1,0098565 1,023113
432 A 1,1828859 1,4534375
432 D 1,1261465 1,2701694
432 E 1,0932052 1,1438228
432 K 1,0432215 1,1145887
432 L 1,1040571 1,2896033
432 M 1,1530369 1,3947422
432 N 1,1373288 1,2843802
432 Q 1,2305257 1,3438957
432 R 1,1226193 1,2108348
432’ S 1,1383528 1,1690319
432 T 1,0946975 1,1651163
432 Y 1,0242088 1,2209025
437 C 1,0389223 1,0550093
437 D 1,0648095 1,2263069
437 F 1,0884338 1,0761389 ,
437 G 1,1270339 1,2057266
437 H 1,0624587 1,2128077
437 L 1,0706178 1,2702869
437 M 1,1727007 1,3357945
437 N 1,0678835 1,1245993
437 Q 1,0533035 1,1845926
437 R 1,0211609 1,01587
437 S 1,0996009 1,0937657
437 V 1,0035949 1,1373234
437Y 1,2190374 1,428939
443 G 1,039287 1,0340347
443 L 1,0229234 1,0966951
443 P 1,0219417 1,0948128
446 A 1,2002798 1,498028
446 D 1,0773299 1,1176728
446 H 1,0897531 1,071114
446 K 1,039616 1,0263734
446 N 1,1867752 1,1501356
446 R 1,0179243 1,035122
446 S 1,00426 1,0219768
446 Y 1,1205486 1,2525673
459 | 1,0404304 1,0379194
459 M 1,0320006 1,1066777
459 Y 1,0131462 1,0198803
461 P 1,084833 1,1869717
464 D 1,0164453 1,0297077
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Variante Actividad Actividad residual
464 H 1,0355113 1,0962268
464 L 1,0084324 1,0510274
464 M 1,0026999 1,1589373
464 N 1,0727228 1,1205096
464 Q 1,0719588 1,2199585
464 Y 1,1888873 1,3747167
474 A 1,1556971 1,3935021
474 D 1,0692943 1,1879003
474 E 1,1729152 1,3481142
474 F 1,0633952 1,1462803
474 H 1,0620029 1,1722857
474 | 1,0766474 1,1352128
474 K 1,1240341 1,2036886
474 L 1,110407 1,267509
474 M 1,1869843 1,3422689
474 N 1,1135684 1,2124349
474 P 1,0761861 1,2293237
474 Q 1,2580448 1,3477339
474 R 1,1994238 1,3506214
474 S 1,2348915 1,2615358
474 T 1,1757697 1,1841873
474V 1,0823992 1,2078523

Tabla 24-2: Posiciones en proteinas AmyS con mutaciones (se muestran en la columna llamada “variante”) que
tienen indices de rendimiento de la actividad residual después de tension por calor al menos 20 % mejores que la
AmyS natural e indices de rendimiento de expresién o actividad de partida de al menos la mitad que la AmyS

natural.
Variante Actividad Actividad Residual

74A 1,0821966 1,2443197
115L 1,0304852 1,2220073
124K 1,0875013 1,3977188
124R 1,0401245 1,2046408
132A 1,0229275 1,3339209
132C 0,9072598 1,2271522
135A 0,9014583 1,2604591
145A 1,0535347 1,269397
146A 1,0159296 1,2695343
148A 1,1550962 1,3714229
148N 0,8803735 1,202166
159A 1,2514424 1,8489959
159C 1,1389324 1,4229765
159D 1,3042895 1,616517
159E 1,3048703 1,6426287
159F 1,0692526 1,2740874
159G 1,309088 1,4806394
159H 1,2239861 1,4766606
159K 1,3024788 1,6188749
159L 1,2438467 1,7685564
159N 1,4021695 1,747298
159R 1,3445318 1,6062932
159S 1,3352659 1,5322275

95



ES 2 527 645 T3

Variante Actividad Actividad Residual
159T 1,2115923 1,5982316
159V 1,1075763 1,5364844
169A 0,9976004 1,3149706
169L 1,2709 1,221157
169M 1,0720854 1,2525822
169Y 1,1519097 1,3009779
179A 1,2856782 1,4150905
181A 1,5853606 2,5498838
181C 1,0805237 1,2359592
181D 1,2451756 1,4958763
181E 1,2126846 1,3673333
181L 1,0562715 1,2603028
181P 1,3407541 1,8191875
181Q 1,1827757 1,3094913
181V 1,2072805 1,2882775
181Y 1,1468422 1,2888335
242A 0,8658592 1,3402797
242D 1,053295 1,2659451
242E 1,1904636 1,4089496
242Q 0,9905304 1,8848517
261L 1,1311136 1,2682418
271A 0,9883235 1,3367718
271V 1,0912656 1,3024768
278A 1,1681249 1,3749858
278H 1,2287582 1,3214257
278K 1,2908668 1,3351968
278N 1,2587781 1,4816971
278R 1,2602246 1,3802029
281A 1,0778757 1,302493
281L 1,0664433 1,5428781
281M 1,2357293 1,317267
302D 1,3067743 1,3085968
302M 1,0807557 1,2463993
304D 1,1358974 1,304862
304E 1,1872403 1,2138013
304M 1,2316987 1,2224245
321A 1,0826055 1,2311805
321H 1,384587 1,4691649
321Q 1,3306703 1,3485614
321R 1,2446359 1,3138378
333Q 1,425789 1,6656427
378D 1,0880667 1,2202146
378N 1,0064817 1,2616767
378R 1,0264777 1,2826859
382D 1,1628676 1,2206133
398A 1,0127464 1,2067063
418A 1,070915 1,3701437
418M 1,101424 1,3091549
418N 1,1440828 1,4650527
420A 1,1288416 1,2216203
421R 1,142674 1,2396538
432A 1,1828859 1,4534375
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Variante Actividad Actividad Residual
432D 1,1261465 1,2701694
432L 1,1040571 1,2896033
432M 1,1530369 1,3947422
432N 1,1373288 1,2843802
432Q 1,2305257 1,3438957
432R 1,1226193 1,2108348
432Y 1,0242088 1,2209025
437D 1,0648095 1,2263069
437G 1,1270339 1,2057266
437H 1,0624587 1,2128077
437L 1,0706178 1,2702869
437M 1,1727007 1,3357945
437Y 1,2190374 1,428939
446A 1,2002798 1,498028
446Y 1,1205486 1,2525673
454A 0,9816646 1,2570919
4640 1,0719588 1,2199585
464Y 1,1888873 1,3747167
474A 1,1556971 1,3935021
474E 1,1729152 1,3481142
474K 1,1240341 1,2036886
474L 1,110407 1,267509
474M 1,1869843 1,3422689
474N 1,1135684 1,2124349
474P 1,0761861 1,2293237
474Q 1,2580448 1,3477339
474R 1,1994238 1,3506214
474S 1,2348915 1,2615358
474V 1,0823992 1,2078523

Tabla 24-3: Posiciones en proteinas AmyS con mutaciones (se muestran en la columna llamada “variante”) que
tienen indices de rendimiento de la actividad o la expresién al menos 20 % mayores que la AmyS natural

Variante Actividad Actividad Residual
124N 1,2073767 1,1957849
125A 1,372718 -0,3461869
125K 1,2754087 -0,3195654
125N 1,2111343 1,111989
130A 1,2829276 -0,1606582
130S 1,2547959 -0,2396474
159A 1,2514424 1,8489959
159D 1,3042895 1,616517
159E 1,3048703 1,6426287
159G 1,309088 1,4806394
159H 1,2239861 1,4766606
159K 1,3024788 1,6188749
159L 1,2438467 1,7685564
159N 1,4021695 1,747298
159R 1,3445318 1,6062932
159S 1,3352659 1,56322275
159T 1,2115923 1,5982316
166F 1,3226117 0,9751853
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Variante Actividad Actividad Residual
166G 1,3251188 -0,8989095
166H 1,5608888 0,889625
166S 1,5553953 -0,4698927
166Y 1,3161377 0,9404254
169L 1,2709 1,221157
179A 1,2856782 1,4150905
179P 1,2367832 -0,2832651
180A 1,223674 1,1463487
180D 1,3732003 0,5446904
180H 1,3854073 -0,9190277
180K 1,4038831 -1,1078033
180L 1,6414819 -0,6936105
180N 1,2646998 -1,0108408
180T 1,4553893 -0,8759486
180V 1,2190216 -1,0611484
180Y 1,3113267 0,6162484
181A 1,5853606 2,5498838
181D 1,2451756 1,4958763
181E 1,2126846 1,3673333
181G 1,2893058 0,9117403
181P 1,3407541 1,8191875
181R 2,1023852 1,000651
181S 1,2285225 0,9373869
181V 1,2072805 1,2882775
187A 1,3658382 -0,221251
187C 1,3181513 -0,2335241
187K 1,2523832 -0,2685104
187N 1,2632558 0,127576
187P 1,4102122 -0,2495879
187Q 1,2477941 -0,2008265
187R 1,3445711 -0,2482154
187S 1,2513011 -0,2208563
242H 1,280464 0,7629545
242N 1,29758 0,8729278
278H 1,2287582 1,3214257
278K 1,2908668 1,3351968
278N 1,2587781 1,4816971
278R 1,2602246 1,3802029
281M 1,2357293 1,317267
302D 1,3067743 1,3085968
304M 1,2316987 1,2224245
304Y 1,3289811 1,1964204
321H 1,384587 1,4691649
321Q 1,3306703 1,3485614
321R 1,2446359 1,3138378
333Q 1,425789 1,6656427
432Q 1,2305257 1,3438957
437Y 1,2190374 1,428939
446A 1,2002798 1,498028
474Q 1,2580448 1,3477339
474S 1,2348915 1,2615358
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[0390] Basandose en los datos de rendimiento relativo y en los datos de estabilidad de las posiciones AmyS
descritas en las Tablas 23-1, 24-1, 24-2, y en la Tabla 24-3, las posiciones de AmyS se clasificaron como
restrictivas frente a no restrictivas como sigue: Las posiciones no restrictivas tienen =20 % de mutaciones
neutras para al menos una propiedad. Estas posiciones son buenas candidatas para la mutaciéon cuando se
preparan a-amilasas modificadas ya que las mutaciones en estas posiciones tienen una alta probabilidad de
mejorar el rendimiento. Las posiciones restrictivas tienen <20 % de mutaciones neutras para actividad y
estabilidad. Estas posiciones generalmente se dejan solas (es decir, no se mutan) cuando se modifican variantes
de a-amilasas, puesto que la mutacién en estas posiciones tiende a reducir el rendimiento, en vez de
incrementarlo. Todas las posiciones/sitios descritos en la Tabla 23-1 son no restrictivos.

Ejemplo 25. Genotecas de posicion adicionales en la proteina AmyS

[0391] Ademas de las variantes de AmyS descritas en el Ejemplo 22, se generaron genotecas de posicién en
sitios adicionales en a-amilasa de G. stearothermophilus con un truncamiento (SEQ ID N° 2). Las genotecas las
produjo Geneart (Geneart GmbH, Josef-Engert-strasse 11, D-93053 Regensburg, Alemania). La Tabla 25-1
muestra las variantes de sitio que se generaron.

Tabla 25-1: Variantes de sitio generadas en AmyS
N5: A,CE,F,GH,IKLM,PQ,R,STVWY

G6: AD,EH,IKLMN,PQR,STVW,Y

E13:. ACD,F,GH,KLMN,PQR,STVWY
W14: A,C,D,EF,GH,IK.MN,Q,R,ST,V,Y

Y15: A,C,D,E,G,H,,K,L,M,N,P,Q,R,S,TW

L16: AD,E,F,GH,IKMN,PQR,STVW)Y
D18: A,F,G,H,,K,L,N,P,Q,R,S,TVW)Y

G20: A,C,D,E,F H,I,KLMN,P,QR,STVWY
K25: A,CD,E,F,GHL,MN,P,QR,STY

A27: C,D,E,F,GH,IKLMN,P,QR,STVW,Y
E29: AD,G,HKLMN,P,QR,STW,Y

L36: A,C,D,E,F,G,H,I,K,M,N,P,Q,R,S T,V,W,Y
T39: C,D,E,F,G,HKM,N,P,QR,SVW

T50: A,C,D,E,F,G,H,IKL,MN,P,QR,SVW,Y
R52: A,C,D,E,G,H,K,L,MN,P,Q,S,T,VW,Y
S53: A,C,D,E,F,GH,IKLMP,QR,TVW,Y
D54: A,CE,F,GH,IKLMN,P,QR,STVWY
E67: ACD,GHK,LM,N,P,Q,R,S,TWY

K71: A,CD,EF,GH,ILMN,PQR,STVWY
T73: ACD,E,F,GH,IKLMN,PR,SVWY
R75: A,CD,E,F,G,H,ILMP,QSTVWY

K77. A,CD,EF,G,LLMN,P,QR,STVW

T80: A,C,D,E,F,G,H,IKLMN,P,QR,SVW,Y
K81:. A,C,D,E,GH,ILM,NP,Q,R,STVWY
Q83: A,C,D,E,G,GH,ILMP,R,S,TVW,Y

L85: ACD,E,GH,LK,N,P,Q,R,S, TW,Y

A90: C,D,E,F,G,H,IK,LM,N,0,Q,R,S,T,VWY
H92: C,D,E,F,G,K,L,N,P,Q,R,ST,V,W,Y

H106: A,C,D,E,G,ILK,L,N,P,Q,R,S,T,VW,Y
K107: A,CD,E,F,G,H,,LM,N,P,Q,R,S T,V,W,Y
D111: A,CE,F,GH,IKLMN,PQR,STVWY
T113: ACD,EF,GH,IKLMP,Q,RVW

E114:. ACD,F,GH,ILMN,P,.RTVWY

E120: A,CD,F,GH,ILM,N,P,QR,STVW,Y
V121: A,CD,E,F,GH,ILM,P,QR,STW,Y
R126: AD,E,F,G,H,ILM,N,P,Q, T,V,W,Y
Q128: AC,D,E,GH,KL,N,PR,STVW,Y
S131: A,C,D,E,F,GH,I,K,MN,P,.RTW,Y
T133: ACD,E,F,GHIKLMN,PQR,S VWY
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Tabla 25-1: Variantes de sitio generadas en AmyS

Q137: AC,D,E,F,GH,LMPR,STVWY

A138: C,D,E,G,H,ILK,LLM,N,P,Q,R,S,TVW,Y

W139: AC,D,E,GH,IK,L,M,N,Q,R,STV,Y

K141: A,C,D,EF,GH,ILM,N,P,Q,R,S, T,VW,Y

D143: ACE,GH,ILKLM,N,P,T,VW,Y

R147: A,C,D,E,F,GH,,K,L,M,N,P,Q,S, T,VW,Y

N149: AD,E,F,.GH,IK,L,MQ,R,S,V,W

T150: A,C,D,E,F,G,IK,L,M,N,Q,R,S,V,Y

Y151: A,CD,E,F,GH,ILMN,P,QR,STVW

S152: A,C,D,E,F,G,H,ILK,M,N,Q,R,T,V,W,Y

K155: A,C,D,E,G,H,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y

H160: A,C,D,EF,G,ILM,N,P,QR,S, T,V,W,Y

D165: A,C,E,F,.G,H,IK,L,M,N,P,Q,R,S, T,VW,Y

E168: A,C,D,F,G,H,IK,L,M,N,P,Q,R,S,T,VW,Y

L172: AC,D,E,GH,IKMNPQR,S,TVWY

S173: A,C,D,E,F,G,H,IK,L,M,N,Q,R, T,VW,Y

Ki77.A.CD,EF,GH,ILMN,P,QR,STW,Y

E188: A,C,D,F,G,H,ILK,M,N,P,Q,S, T,V,W,Y

T191:AC,D,F,GH,IK,LMN,P,QR,SVW

E192: A,C,D,G,H,ILK,M,N,P,Q,R,S,T,VW,Y

N193: AC,D,EF,GH,IKLMPRSTW,Y

Y196: A,C,D,E,F,GH,KL,NPR,S,TVW

L199: AE,GH,ILKM,N,P,Q,R,S TV,W,Y

M200: A,C,D,E,F,GH,ILK,L,N,P,Q,S,TVW

Y201. ACD,EFGH,IKLMNPQRSTVW

A202: C,D,EF,GH,IKLMN,PQR,STVY

T213: A,C,D,E,F,GH,IKLMN,PQR,SVW

K216: AD,E,F,GH,ILM,P,Q,R,S,TV,W,Y

N217: A,C,E,F,GH,ILMPQR,STVW,Y

K220: A,C,D,EF,G,H,LM,N,P,Q,R,S, T,VW,Y

w221: AC,D,E,F,GH,IKLMN,PR,SVY

N227: A,C,D,E,F,GH,IKL,MPQR,STVWY

R232: A,C,D,E,G,HK,M,N,P,Q,S,T,VW,Y

A235: C,D,E,F,GH,K,L,M,N,P,QR,S,TVW,Y

K237: A,C,D,EF,GH,ILLMN,P,Q,R,T,VW,Y

H238: A,C,D,F,G,I,K,LLM,N,P,Q,R, T,V,Y

K240: A,D,E,F,GHIIM,N,P,Q,R,S,T.VW,Y

D246: AE,F,GH,LK,L,M,N,P,Q,R,ST,Y

S249: A,CD,E,F,GHK,LMPQR,T,V,W,Y

Y250: A,C,D,E,F,G,I,K,L,MN,P,Q,R,S,T,VW

R252: A,C,D,E,F,G,IKL,M,N,P,Q,S,TV,Y

$253: AD,E,F,GHIKLMN,P,QTVWY

Q254: AC,D,E,F,GH,KLMN,R,STVWY

T255: A,CD,E/F,GH,IKLMN,PRSVW,Y

K257: A,C,D,E,F,G,H,I,LMN,P,QR,STVW

P258: A,C,D,EF,GH,IK,L,M,N,Q,R,S, T,VW,Y

Y268. A,C,D,EF,GH,IKLMNPQR,STVW

K272: A,C,D,EF,GH,LMN,P,R,S,TVW,Y

H274. A,C,D,EF,G,IKLN,P,QR,STW,Y

N275: A,C,D,E,F,GH,IKL,M,P,Q,R,S,TVWY

K279: C,E,F,G,H,I,LLM,N,P,Q,S,T,VW,Y

T283: A,C,D,E,G,H,ILK,LL,M,N,P,R,S,V,W,Y

100




ES 2 527 645 T3

Tabla 25-1: Variantes de sitio generadas en AmyS

S285: A,C,D,E,F.HIKLMQR,TVW,Y

N293: AC,D,EF,GH,IKLMPQRS,TVWY

K294: A,C,D,EF,G,H,ILM,N,P,Q,R,S, T,VW,Y

T297: C,D,E,F,GH,IKLMN,PQR,S,VW,Y

K300: A,C,D,E,F,GH,ILMNPQR,S,TVW

S301: A.E,F,GH,IKLMN,P,QRTVWY

D306: AC,E,F,GH,ILK.L,NP,Q,R,STVW,Y

T309: ACDEF,GH,IKLMN,P,QR,S VWY

T312: AC,D,E,F,GHKLMN,PQR,SVW,Y

N313: A,C,D,B,F,GH,KL,M,P,Q,R,S,VW

K317: A,C,D,E,F,G,LMN,P,QR,S,T,VW,Y

D318: A,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y

Q319: AC,D,E,F,GH,IKLMN,PR,STVW,Y

P320: A,C,D,E,F,GH,IKLM,Q,R,S,TVWY

L338: A,C,D,E,F,GH,IKMPQR,STVWY

Q339: A.CD,EF,GKLMPR,STVWY

S340: A,C,D,E,F,H,IKLM,N,P,Q,TV,Y

D343: A,CE,F,H,ILLLM,N,P,Q,R,TW,Y

W345: AC,D,EF,H,IKLMN,PQSTV

C363: AD,E,F,GH,ILMN,P,QR,STVW,Y

Y366: A,CD,E,F,GH,IKL,MN,PQ,R,STVW

Y369: A,C,E,F,.GH,IKM,P,QR,STVW

Y370: A,C,D,E,F,GH,ILK,L,M,N,P,Q,S,T,VW

Y375: A,C,D,E,F,.GH,IKLMN,P,QRSTW

S379: A,CD,EFGH,IKLMN,PQRTVW,Y

K381: A,C,D,EF,GH,ILMN,P,Q,R,S,T,VW,Y

D385: A,CE,F,G,H,IKL,N,P,QR,STVW

P386: A,.C,D,EF,GH,ILK,LL,M,N,Q,S,T,V,W,Y

R391: A,CE,G,HK,LN,P,Q,S,TVW,)Y

R392: A,C,E,F,G,H,IK,L,M,N,P,Q,S,T.V,W,Y

D393: AC,E,F,GH,IKLNPQR,STVWY

Y394: ADE,F,GH,IKL,MN,P,Q,S VW

H400: A,C,D,E,F,G,|K,L,M,N,P,Q.R,S, T,VW,Y

Y402: A,C,D,E,F,G,H,,K,L,M,N,P,Q,R,T,V,W

L403: AC,D,E,FG,HMN,P,Q,R,ST,V,W,Y

D404: A,C,E,G,|,K,LLM,N,P,Q,R,S,V,W,Y

S406: A,C,D,E,F,G,H I KL,MN,P,Q,TV,Y

D407: C,E,F,GH,I,K,LLM,N,P,Q,R,S, T,V,W,Y

G410: A,CD,E,F,H,ILLM,N,P,Q,RTV,W,)Y

R413: A,D,E,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,S,T,V,W,Y

E414: ACD,F,GH,IK,L,MN,P,Q,R,STW,Y

V416: A,C,D,F,H,ILK,.LLM,N,P,Q,R,S, TW,Y

K419: A,C,D,E,F H,ILLM,N,P,Q,R,S, T,VW,Y

S422: A,CD,E,F,GH,IKLMN,P,QR,TVWY

1427: A,C,D,EF,G,H,IK,M,N,P,Q,R,S, T,VW,Y

G433: A,CD,E,FH,IKLMN,PW,RSTVY

K436: A,C,D,EF,GH,ILMN,P,Q,R,S,T,VW,Y

Y439: AD,EF,GH,IK,LMN,P,Q,R,S,TVW

K442: A,C,F,.G,H,IIN,P,QR,S, T,V WY

A445: C,D,GH,ILK,L,N,P,Q,R,S, T,V.W

K447: A,C,D,F,G,H,ILM,N,Q,R,S,TVW,Y

V448: A,C,D,E,F,GH,ILK,.LLM,N,P,Q,R,S,TW,Y
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Tabla 25-1: Variantes de sitio generadas en AmyS
Y450: A,C,D,E,G,H,K,LLM,N,P,Q,R,S,T,V,W

L452: A,C,D,E,F,G,HKM,N,P,QR,STV,Y

N455: A,C,D,E,G,H,K,LM,P.Q,R,S, T,V,W,Y

N463: A,D,F,G H,IKL,M,P,QR,ST,VW,Y

D465: A,C,E,F,G,H,IK,LL,M,N,P,QR,S T,V,W,Y
E469: A,C,D,F,G,H,K,LLM,N,P,Q,R,S, T,V,W,Y

K471. ACD,F,GH,ILMN,PQR,STV,Y

N473: A,C,D,E F,GH,IKLMP,QRSTVWY
S476: A,C,D,E,F,GH,IKLMNPQRTVWY

Ejemplo 26. Propiedades alteradas de las variantes descritas en el Ejemplo 25

[0392] Este ejemplo muestra que las variantes de alfa-amilasa de G. stearothermophilus (AmyS) (descritas en el
Ejemplo 25) pueden tener una propiedad alterada en relacion con la a-amilasa original. Se llevd a cabo un
cribado de estabilidad térmica de alto rendimiento de variantes AmyS como se describe en el Ejemplo 3. Los
indices de rendimiento de la actividad (medidos como ensayo con BODIPY) y de la actividad residual (después
de la tension térmica) se muestran en las Tablas 26-1, 26-2, 26-3.

Tabla 26-1: Posiciones en proteinas AmyS con mutaciones (se muestran en la columna llamada “variante”) que
tienen indices de rendimiento tanto de la actividad como de la actividad residual después de tension por calor
mejores que la AmyS natural.

Variante Actividad Actividad residual
006A 1,59 1,10
006D 1,64 1,14
006E 1,93 1,08
006l 1,47 1,23
006L 1,61 1,15
006M 1,60 1,11
006N 1,61 1,21
006P 2,47 1,10
006Q 1,34 1,26
006S 1,86 1,12
006T 2,01 1,21
006V 1,54 1,29
006W 1,32 1,13
006Y 1,88 1,07
014F 1,25 1,06
014T 1,22 1,22
014Y 1,71 1,08
015A 1,48 1,05
015H 1,85 1,01
016E 1,21 1,09
025C 1,46 1,33
025D 1,03 1,06
025H 1,06 1,03
025Q 1,07 1,24
027N 1,00 1,06
036K 1,05 1,01
036M 1,05 1,05
039C 1,05 1,09
039D 1,47 1,15
039E 1,32 1,15
039G 1,05 1,23
039H 1,10 1,16
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Variante Actividad Actividad residual
039K 1,10 1,12
039N 1,64 1,14
039Q 1,43 1,20
039R 1,10 1,01
039S 1,02 1,15
050G 1,18 1,00
050N 1,12 1,20
050Q 1,08 1,31
050S 1,09 1,07
052M 1,00 1,01
052T 1,00 1,11
053A 1,00 1,03
053H 1,00 1,12
053K 1,10 1,03
053T 1,02 1,25
067G 1,13 1,01
067H 1,03 1,04
071R 1,10 1,10
075A 1,14 1,05
075M 1,04 1,04
085E 1,02 1,09
085M 1,04 1,01
085S 1,04 1,02
090H 1,03 1,05
090M 1,02 1,02
113L 1,08 1,08
133P 1,08 1,41
138P 1,15 1,07
138S 1,02 1,12
138T 1,05 1,16
139Y 1,63 1,14
141M 1,01 1,23
141N 1,02 1,11
143G 1,09 1,13
143V 1,01 1,00
150M 1,00 1,05
160N 1,02 1,11
165N 1,10 1,16
172A 1,06 1,14
172R 1,06 1,16
173K 1,03 1,17
188P 1,16 1,40
193K 1,17 1,28
193Y 1,10 1,89
201H 1,44 1,06
201M 1,21 1,16
213Q 1,02 1,12
213R 1,05 1,05
213S 1,08 1,10
216E 1,30 1,03
216Q 1,34 1,04
221F 1,28 1,07
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Variante Actividad Actividad residual
2211 1,23 1,33
221M 1,35 1,16
221N 1,57 1,11
221S 1,40 1,34
221V 1,31 1,13
221Y 1,36 1,14
227A 1,02 1,01
227D 1,06 1,01
227E 1,06 1,03
227G 1,09 1,05
227K 1,13 1,00
235R 1,14 1,03
246E 1,03 1,18
249K 1,02 1,15
249R 1,03 1,07
250C 1,12 1,03
250E 1,33 1,13
250F 1,28 1,29
250G 1,33 1,09
2501 1,27 1,35
250K 1,48 1,07
250L 1,32 1,02
250M 1,39 1,35
250N 1,40 1,05
250Q 1,54 1,01
250S 1,41 1,02
252A 1,08 1,12
252E 1,12 1,09
252K 1,21 1,19
252Q 1,04 1,16
252S 1,01 1,04
253D 1,04 1,07
253K 1,01 1,10
253N 1,03 1,06
258D 1,10 1,33
258G 1,02 1,30
258H 1,13 1,38
258K 1,11 1,29
258N 1,01 1,07
258Q 1,13 1,31
258R 1,13 1,02
258S 1,08 1,12
258T 1,10 1,27
258Y 1,08 1,16
268F 1,07 1,28
268G 1,21 1,03
268S 1,22 1,06
274Y 1,07 1,05
283K 1,01 1,14
283S 1,06 1,02
283Y 1,04 1,01
285F 1,02 1,18
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Variante Actividad Actividad residual
285Q 1,22 1,38
285W 1,08 1,13
293H 1,05 1,12
293K 1,41 1,42
293Q 1,06 1,14
293T 1,12 1,10
297R 1,14 1,03
301G 1,05 1,02
301K 1,05 1,08
309K 1,08 1,18
309R 1,08 1,12
312A 1,00 1,01
312G 1,07 1,18
313R 1,13 1,19
313S 1,05 1,25
318H 1,10 1,12
318S 1,37 1,11
318T 1,32 1,40
318Y 1,33 1,10
319A 1,13 1,02
319G 1,03 1,14
319K 1,52 1,10
319R 1,44 1,18
319V 1,08 1,07
319W 1,08 1,05
319Y 1,41 1,04
320S 1,03 1,16
320T 1,28 1,11
320Y 1,03 1,05
338A 1,29 1,36
338G 1,34 1,38

338l 1,32 1,12
338M 1,27 1,20
338P 1,23 1,11
338S 1,51 1,13
338T 1,05 1,42
338V 1,55 1,14
339A 1,13 1,08
339G 1,21 1,17
339H 1,04 1,03
339K 1,13 1,26
339P 1,24 1,02
339S 1,02 1,02
339T 1,01 1,35
340A 1,43 1,23
340H 1,45 1,12
3401 1,07 1,07
340M 1,20 1,24
340N 1,75 1,10
340Q 1,76 1,21
340T 1,14 1,21
343E 1,07 1,00
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Variante Actividad Actividad residual
343P 1,03 1,30
343Q 1,01 1,14
343R 1,03 1,25
345D 1,15 1,10
345E 1,24 1,06
345H 1,10 1,15
345M 1,01 1,02
345N 1,10 1,07
345Q 1,10 1,26
345S 1,12 1,01
345T 1,15 1,15
345V 1,02 1,16
366H 1,12 1,07
366Q 1,49 1,03
366S 1,02 1,07
369M 1,02 1,06
370A 1,21 1,03
370G 1,18 1,21
370N 1,41 1,04
370S 1,50 1,06
370T 1,10 1,07
370V 1,13 1,05
375A 1,39 1,03
375L 1,07 1,03
375T 1,04 1,25
379A 1,02 1,01
385Q 1,01 1,02
392K 1,09 1,10
394K 1,07 1,09
394L 1,11 1,22
394Q 1,13 1,09
394S 1,15 1,11
394W 1,16 1,11
402T 1,02 1,32
403R 1,01 1,36
403V 1,00 1,34
413A 1,06 1,02
419A 1,29 1,36
419l 1,32 1,12
419M 1,27 1,20
419P 1,23 1,11
419S 1,51 1,13
419T 1,05 1,42
419V 1,55 1,14
422N 1,03 1,12
433A 1,08 1,27
433K 1,05 1,27
433M 1,01 1,23
433Y 1,01 1,26
442G 1,02 1,23
442H 1,04 1,07
442N 1,03 1,39
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Variante Actividad Actividad residual
442P 1,03 1,11
442Q 1,05 1,11
442R 1,01 1,33
442S 1,07 1,24
4427 1,06 1,34
442Y 1,08 1,24
445G 1,01 1,21
447A 1,06 1,09
44701 1,01 1,06
448D 1,02 1,15
448F 1,01 1,48
448G 1,05 1,26
448H 1,03 1,37
448K 1,07 1,20
448L 1,08 1,04
448Q 1,16 1,18
448S 1,10 1,20
448Y 1,27 1,33
450R 1,02 1,22
450S 1,01 1,22
452A 1,06 1,08
452G 1,00 1,07
452K 1,08 1,11
452M 1,09 1,13
452N 1,28 1,06
452T 1,18 1,02
452V 1,14 1,14
452Y 1,07 1,17
455A 1,04 1,07
455G 1,00 1,23
455H 1,01 1,05
455K 1,08 1,10
455R 1,02 1,13
463A 1,06 1,25
463G 1,00 1,04
463L 1,01 1,16
463M 1,08 1,24
469A 1,01 1,16
469D 1,02 1,22
469F 1,00 1,11
469Q 1,04 1,03
469T 1,06 1,15
469V 1,08 1,15
469Y 1,09 1,35
471A 1,09 1,09
471D 1,06 1,01
471F 1,05 1,10
471G 1,12 1,13
4711 1,02 1,22
471N 1,12 1,04
471T 1,09 1,11
471V 1,11 1,28
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Variante Actividad Actividad residual
471Y 1,36 1,15
473K 1,02 1,02
473M 1,00 1,11
473R 1,05 1,08
473T 1,04 1,04
476A 1,02 1,51
476M 1,08 1,58
476Q 1,03 1,13
476R 1,08 1,01
476T 1,01 1,78

Tabla 26-2: Posiciones en proteinas AmyS con mutaciones (se muestran en la columna llamada “variante”) que
tienen indices de rendimiento de la actividad residual después de tension por calor al menos 20 % mejores que la
AmyS natural e indices de rendimiento de expresion o actividad de partida de al menos la mitad que la AmyS
natural.
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Actividad
Variante | Actividad residual

006! 1,47 1,23
006N 1,61 1,21
006Q 1,34 1,26
006T 2,01 1,21
006V 1,54 1.29
014T 1,22 1,22
016F 0,98 2,17
025A 0,82 1,22
025C 1,46 1,33
025G 0,97 1,27
025Q 1,07 1,24
027M 0,88 1,21
036Q 0,78 1,40
036S 0,69 1,25
039G 1,05 1,23
039V 0,82 1,30
050I 0,61 1,24
050L 0,67 1,22
050M 0,62 1,32
050N 1,12 1,20
050Q 1,08 1,31
0528 092 1.21
053T 1,02 1,25
067N 0,95 1,32
067S 1,00 1,23
080D 0.86 1.22
0801 0,82 1,29
090E 0,92 1,20
133P 1,08 1,41
133V 0,92 1,25
137 0.83 1,30
1378 0,98 1,45
141E 0,92 3,48
1411 0,87 1,40
141L 0,85 1,22
141M 1,01 1,23
141Q 0,97 1,28
141R 0,99 1,23
1418 0,98 1,21
141V 1,00 1,21
150E 0,87 4,54
1511 0,78 1,22
152G 0,91 1,25
1558 0,85 1,22
155Y 0,80 1,21
168W 0,66 1,23
173T 0,86 1,33
188P 1,16 1,40
193F 0,98 1,71
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193K 1,17 1,28
193L 0,78 1.22
193Y 1,10 1,89
213L 0,75 1,26
213M | 0,78 1,26
213V 0.76 135
217Q 0,74 1,31
220P 0,89 1,33
220Q 0.87 1,21
220R 0,83 1,26
2208 0,81 1,30
220V 0,82 1,21
2211 1,23 1,33
2218 1,40 1,34
249E 0,92 1,27
250F 1,28 1,29
2501 1,27 1,35
250M 1,39 1,35
2521 0.96 1,32
253Y 0,94 1,34
254E 0,89 1,29
254F 0,74 1,23
254T 0,65 1,21
254V 0,92 1,31
255F 0,68 1,30
255K 0,83 1,27
255W 0,74 1,27
257L 0,74 1,26
257M 0,79 1,29
2578 0,71 1,29
257V 0,78 1,31
258D 1,10 1.33
258G 1,02 1,30
258H 1,13 1,38
258K 1.11 1,29
258Q 1,13 1,31
258T 1,10 1,27
258V 0,80 1,29
268F 1,07 1,28
274W 0,79 1,26
283M 0,93 1,26
283N 0,96 1,29
283V 0,81 1,23
285E 0,89 133
285Q 1,22 1,38
293G 0,92 1,31
293K 1,41 1,42
294W 0,66 1,23
301F 0,68 1,44
3011 0,74 1,28
301P 0,61 1,21
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30iR | 089 1,35
301T | 085 1,23
301W | 075 1,27
309D | 089 1,27
309V | 095 1,38
312H [ 099 1,30
312 | 099 1,29
312V | 087 1,40
312Y | 092 1,31
313G_| 096 1,25
313H | 0,94 1,25
3131 0,55 1,44
313L | 0385 1,21
3138 1,05 1,25
313V | 0,74 1,28
318T 1,32 1,40
338A | 1,29 1,36
338C | 067 1,24
338G | 1,34 1,38
338M | 1,27 1,20
338T 1,05 1,42
339K | 113 1.26
339T 1,01 1,35
339V | 076 1,23
340A | 1,43 1,23
340M | 1,20 1,24
340Q | 1,76 1,21
340T | 1,14 1,21
343C | 0,74 1,32
3431 0,88 1.27
343P 1,03 1,30
343R | 103 1,25
343Y | 082 1,29
3451 0,90 1,28
345Q | 1,10 1,26
3691 0,91 1,33
369T | 0,68 1,28
370G | 1,18 1,21
375T | 1,04 1,25
385T | 092 1,22
386K | 087 1,22
3941 1,11 1,22
304V | 075 3,00
400A | 0,89 1,24
400N | 092 1,26
400V | 091 1,28
402H | 091 1,21
4021 0,75 1,36
402T 1,02 1.32
402V | 095 1,40
4020W | 0,89 1,24
403A | 0,89 1,20
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403E 0,93 1,26
403G 0,96 1,22
403 0,98 1,24
403R 1,01 1,36
403T 0.99 1,53 .
403V 1,00 1,34
404C 0,61 1,28
404E 0,78 1,38
404G 0,77 1,25
4041 0,84 1,20
404V 0,79 1,28
415A 1.29 1,36
419C 0,67 1,24
415M 1,27 1,20
4197 1,05 1.42
422E 0,78 1,31
422G 0,99 1,20
433A 1,08 1,27
433H 0,99 1,27
4331 0.86 L37
433K 1,05 1,27
433L 0,90 1,30
433M 1,01 1,23
433V 0.95 1,27
433Y 1.01 1,26
442A 0,98 1,38
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442G 1,02 1,23
442N 1,03 1,39
442R 1,01 1,33
4428 1,07 1,24
442T 1,06 1,34
442V 0,99 1,20
442W 0,98 1,32
442Y 1,08 1,24
445G 1,01 1,21
4451 0,84 1,25

| 445N 0,91 1,20
445T 0,88 1,29
445V 0,93 1,27
445w [ 080 1,25
4471 0,91 1,22
447N 0,97 1,43
447Q 1,00 1,34
447TW | 0,89 1,31
447Y 0,96 1,21
448C 0,98 1,36
448F 1,01 1,48
448G 1,05 1,26
448H 1,03 1,37
4481 0,97 1,44
448N 0,70 1,24
448Y 1,27 1,33
450C 0,84 1,22

| 450H 0,90 1,23

| 450M | 0,89 1,29
450N 0,96 1,23
450R 1,02 1,22
4508 1,01 1,22
450T 0,96 1,32
450W 0,95 1,21
455G 1,00 1,23
4551 0,95 1,23
455P 0,93 1,36
55V 0,89 1,26
63A 1,06 1,25

163M 1,08 1,24

4638 0,96 1,27

63T 091 1,38
63V 0,86 1,32

63W 0,74 1,45
65G 0,92 1,35

4651 0,85 1,37
65K 0,88 1,53
65N 0,93 1,32

65T 0,92 1,42
65V 0,93 1,24

k69D 1,02 1,22
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469W | 0,97 1,24
469Y | 1,09 1,35
47111 1,02 1,22
471V | 1,11 1,28
473G [ 099 1,35
473Y | .86 1,23
47T6A | 1,02 1,51
476G | 097 1,22
476L ] 093 1,46
476M | 1,08 1,58
476N { 098 1,61
476T | . 1,01 1,78
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Tabla 26-3: Posiciones en proteinas AmyS con mutaciones (se muestran en la columna llamada “variante”) que
tienen indices de rendimiento de la actividad o la expresion al menos 20 % mayores que la AmyS natural
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Variante | Actividad
G06A 1.59
006D 1.64
006E 1,93
006H 2,29
0061 1.47
006K 2,36
006L 1,61
006M 1,60

- 006N 1,61
006P 2,47
006Q 1,34
006R 1,28
006S 1,86
006T 2,01
006V 1,54
066W 1,32
006Y 1,88
013K 1,22
014F 1,25
014T 1,22
014Y 1.7
015A 1,48
015D 1,82
015E 1,96
015G 1,89
015H 1,85
015K 1,58
015N 1,88
015P 1,59
015Q 1,74
015R 1,60
0158 1,78
015T 1,47
015W 1,44
016A 1,31
016E 1,21
016G 1,35
016H 1,21
016K 1,41 .
016N 1,32
016P 1,30
016Q 1,33

~ 016R 1,28
Q16T 1,32
025C 1,46
039D 1,47
039E 1,32
039N 1,64
039Q 1,43
081Y 1,20

ES 2 527 645 T3
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121P 1,22
139D 1,40
139H 1,59
139R 1,29
139Y 1,63
177A 1,20
188D 1,21
1914 1,27
191K 1,33
192A 1,26
192D 1,50
192G 1,38
192N 1,35
192P 1,33
192Q 1,55
1928 1,47
192T 1,35
192V 1,25
192Y 1,30
196A 1,57
196C 1,36
196D 1,29
196E 1,29
196F 1,38
196H 1,92
1961 1,61
196K | 1,29
196P 1,50
196R 1,29
1965 1,59
196T 1,65
196V 1,55
201A 1,41
201E 1,36
201G 1,63
201H 1,44
201M 1,21
202H 1,30.
216E 1,30
216G 1,20
216H 1,28
216M 1,39
216Q 1,34
216R 1,32
2165 1,28
216T 1,22
216Y 1,31
21A 1,54
221D 1,31
21F 1,28
2211 1,23
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221L 1,50
221M 1,35
221N 1,57
221R 1,29
2218 1,40
221V 1,31
221Y 1,36
237G 1,21
240G 1,22
240N 1,37
240P 1,69
240Q 1,21
240R 1,41
240T 1,23
246R 1,31
250A 1,21
250D 1,29
250E 1,33
250F 1,28
250G 1,33
2501 1,27
250K 1,48
250L 1,32
250M 1,39
250N 1,40
250Q 1,54
250R 1,55
2505 1,41
250W 1,35
252K 1.21
268A 1,39
268D 1,44
268E 1,47
268G 1,21
268H 1,24
268K 1,90
268N 1,51
268P 1,41
268Q 1,30
268R i,49
2688 1,22
274A 140
274D 1,20 .
274G 1,36
2741 1,39
274K 1.60
274L 1,40
274N 1,50
274Q 1,47
274R 1,50
2748 1,28
274T 1,38
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275K 1,22
285Q 1,22
285Y 1,49
293K 1,41
293R 1,37
318A 1,38
318F 1,22
318G 1,39
3181 1,40
318K 1,73
318L | 1,31
318M | 1,26
318R 1,54
3188 1,37
318T 1,32
318V 134
318Y 1,33
319C 1,38
319D 1,31
319H 1,28
3191 1,32
319K 1,52
319R 1,44
319Y 1,41
320K 1,23
320R 1,25
320T 1,28
338A 1,29
338G 1,34
3381 1,32
338M 1,27
338P 1,23
338S 1,51
338V 1,55
339G 1,21
339P 1,24
340A 1,43
340D 1,63
340F 1,58
340H 1,45
340K 1,76
340N 1,75
340Q 1,76
345E 1,24
363D 1,74
363E 1,34
363M 1,36
363N 1,86
363Q 1,78
363S 1,35
366Q 1,49
370A 1,21
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370D 1,35
370 1,35
370H 1,36
370K 1,65
370N 1,41
370Q 1,51
3708 1,50
375A 1,39
375D 1,52
375E 1,48
375K 1,43
375N 1,48
375Q 1,56
375R 1,61
3758 1,29
419A 1,29
4191 1,32
419M 1,27
419P 1,23.
4198 1,51
419V 1,55
448Y 1,27
452N 1,28
452Q 1,22
452R 1,26
4528 1,21
471R 1,33
47MY 1,36

La Tabla 26-4 muestra los valores de indice de rendimiento (Pi) para 2666 variantes de AmyS en 152 posiciones.
Los indices de rendimiento menores o iguales que 0,05 en el ensayo de la actividad se fijaron a 0,05 y se
indicaron en negrita y en cursiva en la Tabla 26-4. Ademas, para la medicion de la estabilidad, si el indice de
rendimiento de la actividad en los ensayos de estabilidad fue menor o iagual que 0,05, el indice de rendimiento
de estabilidad asociada se fijé a 0,05.

Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS
Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
5 NOO5A 0,95 0,32
5 NOO5C 0,98 0,29
5 NOO5SE 1,04 0,43
5 NOO5F 0,79 0,15
5 N0OO5G 0,88 0,34
5 NOO5H 0,89 0,43
5 NOO5I 1,00 0,10
5 NOO5K 0,90 0,34
5 NOO5L 1,04 0,10
5 NOO5M 0,84 0,18
5 NOO5P 1,10 0,40
5 N005Q 1,07 0,58
5 NOO5R 0,94 0,40
5 NO05S 0,98 0,35
5 NOO5T 0,83 0,35
5 NOO5V 0,88 0,16
5 NOO5W 0,94 0,07
5 NOO5Y 1,07 0,21
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
6 GO006A 1,10 1,59
6 G006D 1,14 1,64
6 GOO06E 1,08 1,93
6 G006H 0,95 2,29
6 G006l 1,23 1,47
6 G006K 0,93 2,36
6 GO006L 1,15 1,61
6 G006M 1,11 1,60
6 GO06N 1,21 1,61
6 G006P 1,10 2,47
6 G006Q 1,26 1,34
6 GO06R 0,98 1,28
6 G006S 1,12 1,86
6 G006T 1,21 2,01
6 G006V 1,29 1,54
6 G0o6W 1,13 1,32
6 G006Y 1,07 1,88
13 EOQ13A 0,32 1,01
13 E013C 0,22 0,68
13 E013D 0,08 1,03
13 EO013F 0,05 0,81
13 E013G 0,18 1,00
13 EO013H 0,60 1,10
13 E013lI 0,15 0,87
13 E013K 0,22 1,22
13 E013L 0,20 1,02
13 EO013M 0,20 0,96
13 EO13N 0,05 0,05
13 EQ13P 0,05 0,37
13 E013Q 0,21 0,96
13 EO13R 0,28 1,04
13 E013S 0,28 0,92
13 E013T 0,19 0,79
13 E013V 0,19 0,76
13 E013W 0,05 0,76
13 E013Y 0,89 0,93
14 WO014A 0,95 0,77
14 W014C 0,91 0,71
14 W014D 0,81 0,59
14 WO014E 0,95 1,07
14 WO014F 1,06 1,25
14 W014G 0,97 0,88
14 W014H 0,05 0,05
14 WO014l| 1,12 0,40
14 W014K 1,01 0,69
14 WO014L 0,88 0,15
14 W014M 1,18 0,84
14 WO014N 0,92 0,99
14 WO014P 0,84 0,98
14 W014Q 0,94 0,67
14 WO014R 0,97 0,67
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
14 W014S 0,97 1,02
14 WO014T 1,22 1,22
14 W014V 1,17 0,81
14 W014Y 1,08 1,71
15 YO015A 1,05 1,48
15 Y015C 0,70 1,15
15 Y015D 0,77 1,82
15 YO15E 0,68 1,96
15 Y015G 0,69 1,89
15 YO015H 1,01 1,85
15 YO015I 0,63 0,91
15 YO015K 0,74 1,58
15 YO015L 0,67 0,76
15 Y015M 0,72 1,12
15 YO15N 0,99 1,88
15 Y015P 0,57 1,59
15 Y015Q 0,80 1,74
15 Y015R 0,72 1,60
15 Y015S 0,58 1,78
15 Y015T 0,87 1,47
15 YO15W 0,95 1,44
16 LO16A 0,81 1,31
16 L016D 0,93 1,12
16 LO16E 1,09 1,21
16 LO16F 2,17 0,98
16 L016G 0,61 1,35
16 LO16H 0,96 1,21
16 LO16l 0,79 1,12
16 LO16K 0,79 1,41
16 LO16M 0,94 1,15
16 LO16N 0,92 1,32
16 LO16P 0,35 1,30
16 L016Q 0,96 1,33
16 LO16R 0,71 1,28
16 LO16S 0,94 1,19
16 LO16T 0,87 1,32
16 LO16V 0,87 1,16
16 LO16W 0,75 0,99
16 LO16Y 0,97 1,10
18 DO018A 1,08 0,89
18 DO18F 0,68 0,58
18 D018G 0,88 0,87
18 D018H 0,84 0,84
18 D018l 0,79 0,70
18 D018K 0,88 0,65
18 D018L 0,60 0,72
18 DO018N 0,73 1,01
18 D018P 0,84 1,04
18 D018Q 0,80 1,00
18 D018R 0,81 0,65
18 D018S 0,81 0,93
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18 D018T 0,81 0,91
18 D018V 0,89 0,77
18 D018W 0,72 0,51
18 D018Y 0,72 0,87
20 GO020A 0,79 0,25
20 G020C 0,58 0,24
20 G020D 0,92 0,96
20 GO020E 0,89 0,95
20 GO020F 0,65 0,13
20 G020H 0,75 0,11
20 G020l 0,96 0,28
20 G020K 0,05 0,05
20 G020L 0,05 0,05
20 G020M 0,69 0,10
20 G020N 0,78 0,09
20 G020P 0,05 0,05
20 G020Q 0,61 0,07
20 GO020R 0,05 0,05
20 G020S 0,05 0,05
20 G020T 0,82 0,09
20 G020V 0,77 0,19
20 G020W 0,80 0,69
20 G020Y 0,05 0,05
25 K025A 1,22 0,82
25 K025C 1,33 1,46
25 K025D 1,06 1,03
25 K025E 1,07 0,95
25 K025F 1,00 0,58
25 K025G 1,27 0,97
25 K025H 1,03 1,06
25 K025L 1,12 0,64
25 K025M 1,03 0,61
25 K025N 0,91 1,06
25 K025P 0,98 0,55
25 K025Q 1,24 1,07
25 K025R 1,08 0,96
25 K025S 1,07 0,98
25 K025T 1,14 0,89
25 K025Y 0,98 0,65
27 A027C 0,79 0,55
27 A027D 1,01 0,95
27 A027E 0,93 0,95
27 AQ27F 0,88 0,85
27 A027G 1,20 0,98
27 AO027H 1,05 1,00
27 A027I 1,05 0,87
27 A027K 0,86 1,01
27 AQ027L 1,06 0,86
27 A027M 1,21 0,88
27 AQ027N 1,06 1,00
27 AQ27P 1,13 0,43
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27 A027Q 1,00 0,96
27 A027R 1,11 0,89
27 A027S 1,16 0,97
27 AQ27T 1,20 0,90
27 A027V 1,20 0,82
27 AQ27W 1,13 0,76
27 A027Y 0,97 0,28
29 E029A 1,05 0,50
29 E029D 0,94 1,11
29 E029G 0,75 0,37
29 E029H 0,83 0,83
29 E029K 1,05 0,89
29 E029L 0,76 0,22
29 E029M 0,76 0,15
29 EO029N 1,02 0,89
29 E029P 0,87 0,33
29 E029Q 1,04 0,86
29 EO029R 1,09 0,92
29 E029S 0,97 0,83
29 E029T 0,95 0,59
29 E029W 0,74 0,10
29 E029Y 0,05 0,05
36 LO36A 0,95 0,85
36 L036C 0,83 0,43
36 L036D 0,91 0,27
36 LO36E 0,90 0,40
36 LO36F 1,14 0,90
36 L036G 0,92 0,34
36 LO36H 0,92 0,77
36 LO36I 1,17 0,89
36 LO36K 1,01 1,05
36 LO36M 1,05 1,05
36 LO36N 1,02 0,68
36 LO36P 0,90 0,06
36 L036Q 1,40 0,78
36 LO36R 1,12 0,76
36 L0O36S 1,25 0,69
36 LO36T 1,11 0,64
36 LO36V 0,88 0,97
36 LO36W 0,92 0,63
36 LO36Y 1,07 0,91
39 T039C 1,09 1,05
39 T039D 1,15 1,47
39 TO39E 1,15 1,32
39 TO39F 1,16 0,48
39 T039G 1,23 1,05
39 TO39H 1,16 1,10
39 TO39K 1,12 1,10
39 TO39M 1,18 0,54
39 TO39N 1,14 1,64
39 TO39P 1,11 0,26
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39 T039Q 1,20 1,43
39 TO39R 1,01 1,10
39 T039S 1,15 1,02
39 TO39V 1,30 0,82
39 TO39W 1,11 0,25
50 TO50A 1,09 0,98
50 TO50C 1,03 0,34
50 TO50D 0,87 0,91
50 TO50E 0,05 0,05
50 TO50F 0,86 0,43
50 TO50G 1,00 1,18
50 TO50H 0,97 0,82
50 TO50I 1,24 0,61
50 TO50K 1,13 0,80
50 TO50L 1,22 0,67
50 TO50M 1,32 0,62
50 TO50N 1,20 1,12
50 TO50P 1,03 0,99
50 T050Q 1,31 1,08
50 TO50R 1,13 0,79
50 TO50S 1,07 1,09
50 TO50V 1,02 0,79
50 TO50W 0,90 0,18
50 TO50Y 1,14 0,42
52 RO52A 0,99 1,02
52 R052C 0,87 0,62
52 R052D 0,76 0,85
52 RO52E 0,77 0,97
52 R052G 0,96 0,93
52 RO52H 0,91 0,99
52 R0O52K 0,93 1,02
52 RO52L 1,10 0,98
52 R0O52M 1,01 1,00
52 RO52N 0,95 0,99
52 R0O52P 1,05 0,95
52 R052Q 0,05 0,05
52 R052S 1,21 0,92
52 RO52T 1,11 1,00
52 RO52V 1,14 0,95
52 RO52W 1,00 0,83
52 RO52Y 0,99 0,96
53 S053A 1,03 1,00
53 S053C 0,73 0,58
53 S053D 0,75 0,83
53 S053E 1,05 0,88
53 S053F 0,87 0,85
53 S053G 1,14 0,93
53 S053H 1,12 1,00
53 S053lI 0,99 1,12
53 S053K 1,03 1,10
53 S053L 0,93 0,96
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53 S053M 0,96 0,97
53 S053P 0,88 1,00
53 S053Q 0,94 0,94
53 S053R 0,83 1,15
53 S053T 1,25 1,02
53 S053V 1,11 0,94
53 S053W 1,09 0,84
53 S053Y 0,94 0,93
54 DO54A 0,34 0,88
54 D054C 0,64 0,38
54 DO54E 0,05 0,05
54 DO054F 0,05 0,60
54 D054G 0,11 0,97
54 DO054H 0,11 1,04
54 D054I 0,30 0,83
54 D054K 0,05 1,08
54 D054L 0,05 0,89
54 D054M 0,11 0,88
54 DO054N 0,94 1,05
54 DO054P 0,05 1,03
54 D054Q 0,05 0,05
54 D054R 0,06 0,89
54 D054S 0,38 0,96
54 D054T 0,17 0,95
54 D054V 0,17 0,77
54 D0O54W 0,05 0,05
54 D054Y 0,05 0,64
67 E067A 0,05 0,05
67 E067C 1,08 0,75
67 E067D 0,90 1,07
67 E067G 1,01 1,13
67 EO067H 1,04 1,03
67 E067K 0,98 0,94
67 EO067L 0,97 0,95
67 EO67M 0,93 0,91
67 EO067N 1,32 0,95
67 E067P 0,05 0,05
67 E067Q 0,93 0,95
67 EO067R 1,01 0,90
67 E067S 1,23 1,00
67 EQ67T 0,99 0,98
67 E067W 0,05 0,05
67 E067Y 1,11 0,93
71 KO71A 0,72 0,81
71 K071C 0,80 0,61
71 K071D 0,69 0,71
71 KO71E 0,80 0,84
71 KO71F 0,47 0,61
71 K071G 0,74 0,91
71 K071H 0,96 0,88
71 K071l 0,83 0,75
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71 KO71L 0,55 0,61
71 K071M 0,80 0,68
71 KO71N 1,11 0,89
71 KO71P 0,92 0,86
71 K071Q 0,98 0,77
71 KO71R 1,10 1,10
71 KO71S 0,99 0,97
71 KO71T 0,95 0,83
71 K071V 0,94 0,84
71 KO71W 0,82 0,91
71 KO71Y 0,52 0,71
73 TO73A 0,97 1,11
73 TO73C 0,91 0,60
73 TO73D 0,89 1,02
73 TO73E 0,75 1,08
73 TO73F 0,73 0,99
73 T073G 0,79 1,12
73 TO73H 0,86 0,88
73 TO73I 0,66 1,02
73 TO73K 0,20 0,97
73 TO73L 0,47 1,17
73 TO73M 0,59 0,64
73 TO73N 0,73 1,08
73 TO73P 0,57 0,98
73 TO73R 0,40 1,11
73 T073S 0,87 1,10
73 TO73V 0,67 1,09
73 TO73W 0,83 1,07
73 TO73Y 0,79 1,10
75 RO75A 1,05 1,14
75 RO75C 0,88 0,85
75 RO75D 0,87 0,99
75 RO75E 0,86 1,01
75 RO75F 0,76 0,92
75 RO75G 0,79 1,04
75 RO75H 0,85 1,07
75 RO75I 0,86 1,01
75 RO75L 0,88 1,04
75 RO75M 1,04 1,04
75 RO75P 0,90 0,93
75 RO75Q 0,90 0,95
75 RO75S 0,66 0,60
75 RO75T 0,98 0,88
75 RO75V 0,78 0,94
75 RO75W 0,75 0,93
75 RO75Y 0,68 1,04
77 KO77A 0,38 0,98
77 K077C 0,28 0,51
77 K077D 0,05 0,59
77 KO77E 0,11 0,77
77 KO77F 0,20 0,72
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77 K077G 0,13 0,76
77 K077 0,16 1,00
77 KO77L 0,54 0,98
77 KO77M 0,58 0,99
77 KO77N 0,05 0,05
77 KO77P 0,05 0,61
77 KO77Q 0,07 0,86
77 KO77R 0,77 1,07
77 KO77S 0,11 0,89
77 KO77T 0,05 0,86
77 KO77V 0,05 0,83
77 KO77W 0,05 0,77
80 TO80A 0,88 1,01
80 T080C 0,91 0,69
80 TO80D 1,22 0,86
80 TO8OE 0,71 0,92
80 TO8OF 1,10 0,50
80 T080G 1,02 0,93
80 TO80H 1,01 0,95
80 TO80I 1,29 0,82
80 TO80K 0,90 0,86
80 TO80L 0,82 0,98
80 TO80OM 0,97 0,95
80 TO8ON 0,90 1,00
80 TO80OP 0,88 0,88
80 T080Q 0,87 0,88
80 TO80OR 0,99 0,76
80 T0O80S 0,83 1,09
80 TO80V 0,87 0,87
80 TO8OW 0,77 0,89
80 TO80OY 0,72 0,97
81 KO81A 0,87 0,94
81 K081C 0,84 0,74
81 K081D 0,96 0,83
81 KO81E 0,69 0,92
81 K081G 0,86 0,81
81 K081H 0,73 1,03
81 K081l 0,82 0,79
81 K081L 0,87 1,01
81 K081M 0,93 1,04
81 KO81N 0,05 0,05
81 K081P 0,90 0,79
81 K081Q 0,84 1,03
81 K081R 0,90 1,04
81 K081S 0,74 0,98
81 K081T 0,80 0,93
81 K081V 0,66 1,03
81 K081W 0,60 0,98
81 K081Y 0,89 1,20
83 QO083A 1,20 0,98
83 Q083C 1,79 0,17
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83 Q083D 0,94 0,92
83 QO083E 0,98 0,95
83 QO083F 0,87 0,80
83 Q083G 0,76 1,01
83 QO083H 0,78 0,86
83 Q083 0,69 0,85
83 Q083L 0,77 0,91
83 Q083M 0,91 0,96
83 Q083P 1,01 0,82
83 QO083R 0,91 0,90
83 Q083S 0,75 0,99
83 Q083T 0,84 0,84
83 Q083V 0,73 0,80
83 Q083W 0,82 0,78
83 Q083Y 0,71 0,93
85 LO85A 0,94 1,06
85 L085C 0,90 0,63
85 LO85D 0,84 1,04
85 LO85E 1,09 1,02
85 L085G 0,85 0,90
85 LO85H 0,73 1,02
85 L085I 0,89 0,88
85 LO85K 0,96 0,93
85 LO85M 1,01 1,04
85 LO85N 1,10 0,89
85 LO85P 1,01 0,72
85 L085Q 0,91 0,99
85 LO85R 0,96 1,01
85 LO85S 1,02 1,04
85 LO85T 0,83 1,12
85 LO85W 0,93 0,95
85 LO85Y 0,70 1,08
90 A090C 1,00 0,65
920 AQ090D 1,12 0,92
90 AQ90E 1,20 0,92
90 AQ90F 0,99 0,76
90 A090G 1,04 0,87
920 AQ90H 1,05 1,03
90 A090I 0,90 0,83
90 A090K 0,93 1,04
90 A090L 0,76 0,92
90 A090M 1,02 1,02
90 AOQ90N 1,02 0,98
90 AQ90P 1,39 0,10
920 A090Q 0,94 0,93
90 AO090R 0,90 0,90
920 A090S 1,16 0,99
90 A090T 0,78 0,88
90 A090V 0,79 0,87
90 AQ90W 0,69 0,84
90 A090Y 0,83 0,96
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92 H092C 0,75 0,29
92 H092D 1,06 0,69
92 HO092E 0,88 0,76
92 HO92F 0,92 0,28
92 H092G 0,86 0,81
92 H092K 0,89 0,98
92 HO092L 0,43 0,12
92 HO92N 0,85 0,78
92 H092P 0,05 0,05
92 H092Q 0,80 0,89
92 HO92R 0,75 0,96
92 H092S 0,70 0,87
92 H092T 0,68 0,47
92 HO92V 0,70 0,28
92 HO092W 0,83 0,44
92 H092Y 0,71 0,63
106 H106A 0,32 0,19
106 H106C 0,33 0,06
106 H106D 0,58 0,07
106 H106E 0,05 0,05
106 H106G 0,16 0,17
106 H106l 0,05 0,05
106 H106K 0,05 0,05
106 H106L 0,05 0,06
106 H106N 0,14 0,08
106 H106P 0,59 0,06
106 H106Q 0,07 0,39
106 H106R 0,05 0,05
106 H106S 0,05 0,20
106 H106T 0,05 0,05
106 H106V 0,05 0,05
106 H106W 0,05 0,05
106 H106Y 0,05 0,05
107 K107A 0,46 0,81
107 K107C 0,42 0,67
107 K107D 0,32 0,51
107 K107E 0,35 0,70
107 K107F 0,42 0,66
107 K107G 0,23 0,76
107 K107H 0,34 0,94
107 K107I 0,29 0,69
107 K107L 0,53 0,75
107 K107M 0,60 0,79
107 K107N 0,43 0,88
107 K107P 0,05 0,65
107 K107Q 0,63 0,74
107 K107R 1,05 0,71
107 K107S 0,30 0,78
107 K107T 0,38 0,72
107 K107V 0,41 0,70
107 K107W 0,05 0,44
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107 K107Y 0,40 0,64
111 D111A 0,55 0,95
111 D111C 0,71 0,60
111 D111E 0,87 1,01
111 D111F 0,63 0,65
111 D111G 0,74 0,90
111 D111H 0,50 0,85
111 D111l 0,56 0,91
111 D111K 0,45 0,62
111 D111L 0,44 0,86
111 D111M 0,65 1,00
111 D111IN 0,97 0,87
111 D111P 0,78 0,71
111 D111Q 0,77 0,95
111 D111R 0,53 0,07
111 D111S 0,67 0,91
111 D111T 0,61 1,02
111 D111V 0,58 1,02
111 D111W 0,42 0,54
111 D111Y 0,49 0,92
113 T113A 0,89 0,97
113 T113C 0,80 0,82
113 T113D 0,94 0,95
113 T113E 0,92 0,91
113 T113F 0,76 0,92
113 T113G 0,88 1,08
113 T113H 0,88 0,96
113 T113I 1,14 0,88
113 T113K 0,93 1,13
113 T113L 1,08 1,08
113 T113M 0,83 0,99
113 T113P 1,05 0,96
113 T113Q 0,88 1,05
113 T113R 0,88 1,03
113 T113V 1,12 0,94
113 T113W 1,06 0,88
114 E114A 0,54 0,97
114 E114C 0,62 0,76
114 E114D 0,71 0,82
114 E114F 0,36 0,92
114 E114G 0,59 1,01
114 E114H 0,49 0,92
114 E114l 0,54 0,86
114 E114L 0,43 0,97
114 E114M 0,77 0,97
114 E114N 0,67 0,88
114 E114P 0,37 0,37
114 E114R 0,35 0,84
114 E114T 0,54 0,94
114 E114V 0,43 0,85
114 E114W 0,31 0,94
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114 E114Y 0,26 0,93
120 E120A 0,29 1,20
120 E120C 0,24 0,89
120 E120D 0,05 1,02
120 E120F 0,05 0,88
120 E120G 0,05 1,14
120 E120H 0,09 0,90
120 E120I 0,60 0,87
120 E120L 0,20 0,97
120 E120M 0,39 0,96
120 E120N 0,16 1,02
120 E120P 0,05 1,12
120 E120Q 0,66 1,10
120 E120R 0,12 1,12
120 E120S 0,08 1,07
120 E120T 0,22 1,06
120 E120V 0,53 0,93
120 E120W 0,15 0,81
120 E120Y 0,07 0,98
121 V121A 0,05 1,04
121 V121C 0,92 0,55
121 V121D 0,05 0,91
121 V121E 0,05 0,93
121 V121F 0,05 0,77
121 V121G 0,05 0,92
121 V121H 0,05 0,05
121 V121l 0,05 0,79
121 V121L 0,05 0,98
121 V121M 0,05 0,97
121 V121P 0,05 1,22
121 V121Q 0,05 0,97
121 V121R 0,05 1,01
121 V121S 0,05 0,95
121 V121T 0,07 0,92
121 V121W 0,05 0,62
121 V121Y 0,05 0,88
126 R126A 0,05 0,05
126 R126D 0,05 0,46
126 R126E 0,05 0,82
126 R126F 0,05 1,03
126 R126G 0,05 0,89
126 R126H 0,05 1,06
126 R126I 0,05 0,95
126 R126L 0,05 0,97
126 R126M 0,05 1,01
126 R126N 0,05 1,07
126 R126P 0,05 0,67
126 R126Q 0,05 0,65
126 R126T 0,05 0,83
126 R126V 0,05 0,99
126 R126W 0,05 1,06
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126 R126Y 0,05 1,01
128 Q128A 0,05 0,05
128 Q128C 0,42 0,95
128 Q128D 0,15 1,05
128 Q128E 0,90 1,00
128 Q128G 0,05 0,99
128 Q128H 0,34 1,05
128 Q128I 0,90 0,89
128 Q128K 0,52 1,15
128 Q128L 0,47 0,97
128 Q128N 0,12 1,05
128 Q128P 0,05 1,03
128 Q128R 0,31 1,14
128 Q128S 0,28 1,02
128 Q128T 0,05 0,05
128 Q128V 0,86 0,97
128 Q128W 0,07 0,76
128 Q128Y 0,13 0,86
131 S131A 0,05 1,15
131 S131C 0,05 0,98
131 S131D 0,26 1,08
131 S131E 0,05 1,14
131 S131F 0,05 0,92
131 S131G 0,24 0,86
131 S131H 0,05 1,13
131 S131l 0,05 0,05
131 S131K 0,05 1,13
131 S131M 0,05 0,99
131 S131IN 0,76 1,02
131 S131P 0,05 1,05
131 S131R 0,05 1,05
131 S131T 0,49 0,90
131 S131W 0,05 0,82
131 S131Y 0,05 0,90
133 T133A 0,95 1,13
133 T133C 0,49 0,97
133 T133D 1,03 0,99
133 T133E 0,82 1,02
133 T133F 0,17 0,97
133 T133G 0,47 0,84
133 T133H 0,41 1,19
133 T133l 0,86 0,96
133 T133K 0,47 0,85
133 T133L 0,41 1,06
133 T133M 0,51 1,05
133 T133N 0,68 1,13
133 T133P 1,41 1,08
133 T133Q 0,63 1,10
133 T133R 0,18 1,13
133 T133S 0,72 1,08
133 T133V 1,25 0,92
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133 T133W 0,14 0,98
133 T133Y 0,41 1,01
137 Q137A 0,92 0,97
137 Q137C 1,09 0,77
137 Q137D 0,89 0,96
137 Q137E 1,06 0,87
137 Q137F 0,85 0,86
137 Q137G 1,13 0,94
137 Q137H 0,95 1,05
137 Q1371 0,93 0,22
137 Q137L 1,20 0,82
137 Q137M 1,30 0,83
137 Q137P 0,07 1,05
137 Q137R 0,95 1,05
137 Q137S 1,45 0,98
137 Q137T 1,12 0,91
137 Q137V 1,02 0,86
137 Q137W 1,06 0,88
137 Q137Y 0,94 0,89
138 A138C 0,05 0,05
138 A138D 0,05 0,37
138 A138E 0,05 0,54
138 A138G 0,90 1,02
138 A138H 0,05 0,60
138 A138I 0,23 0,90
138 A138K 0,05 0,15
138 A138L 0,05 0,90
138 Al138M 0,05 0,94
138 A138N 0,50 0,94
138 A138P 1,07 1,15
138 A138Q 0,13 0,69
138 A138R 0,05 0,15
138 A138S 1,12 1,02
138 A138T 1,16 1,05
138 A138V 1,17 0,87
138 A138W 0,05 0,27
138 A138Y 0,14 0,97
139 W139A 0,82 0,89
139 W139C 0,75 0,39
139 W139D 0,93 1,40
139 W139E 0,81 0,97
139 W139G 0,79 0,74
139 W139H 0,97 1,59
139 W139I 0,74 0,58
139 W139K 0,68 0,42
139 W139L 0,78 0,59
139 W139M 0,87 1,00
139 W139N 1,13 0,85
139 W139Q 0,82 0,79
139 W139R 0,96 1,29
139 W139S 0,93 1,04
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139 W139T 0,71 0,87
139 W139V 0,72 0,66
139 W139Y 1,14 1,63
141 K141A 1,09 0,73
141 K141C 1,03 0,85
141 K141D 0,89 0,98
141 K141E 3,48 0,92
141 K141F 0,89 0,80
141 K141G 1,18 0,96
141 K141H 1,13 0,99
141 K141l 1,40 0,87
141 K141L 1,22 0,85
141 K141M 1,23 1,01
141 K141N 1,11 1,02
141 K141P 1,07 0,96
141 K141Q 1,28 0,97
141 K141R 1,23 0,99
141 K141S 1,21 0,98
141 K141T 1,17 0,94
141 K141V 1,21 1,00
141 K141W 1,16 0,87
141 K141Y 1,17 0,88
143 D143A 0,95 1,04
143 D143C 1,11 0,84
143 D143E 1,12 0,98
143 D143G 1,13 1,09
143 D143H 0,91 0,98
143 D143l 1,05 0,94
143 D143K 0,86 0,96
143 D143L 0,05 0,05
143 D143M 0,86 1,05
143 D143N 1,10 0,99
143 D143P 0,98 0,84
143 D143T 0,05 0,05
143 D143V 1,00 1,01
143 D143W 1,00 0,99
143 D143Y 0,75 0,15
147 R147A 0,73 0,25
147 R147C 0,05 0,05
147 R147D 0,66 0,07
147 R147E 0,05 0,05
147 R147F 0,05 0,05
147 R147G 0,74 0,11
147 R147H 0,81 0,21
147 R1471 0,05 0,05
147 R147K 1,05 0,48
147 R147L 0,05 0,05
147 R147M 0,65 0,07
147 R147N 0,91 0,30
147 R147P 0,05 0,05
147 R147Q 0,88 0,30
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147 R147S 0,90 0,39
147 R147T 0,90 0,10
147 R147V 0,05 0,05
147 R147W 0,05 0,05
147 R147Y 0,05 0,05
149 N149A 0,94 0,93
149 N149D 0,89 0,95
149 N149E 0,98 0,93
149 N149F 1,09 0,85
149 N149G 0,90 0,93
149 N149H 1,01 0,98
149 N149I 1,15 0,83
149 N149K 0,90 0,88
149 N149L 0,88 0,94
149 N149M 0,05 0,05
149 N149Q 1,00 0,93
149 N149R 0,80 0,95
149 N149S 0,94 1,03
149 N149V 1,06 0,87
149 N149W 1,01 0,87
150 T150A 0,90 0,96
150 T150C 1,03 0,72
150 T150D 0,82 0,87
150 T150E 4,54 0,87
150 T150F 0,05 0,05
150 T150G 0,99 0,86
150 T150I 0,82 0,93
150 T150K 0,86 0,96
150 T150L 0,83 0,07
150 T150M 1,05 1,00
150 T150N 0,98 1,08
150 T150Q 0,83 0,99
150 T150R 0,99 1,04
150 T150S 0,77 0,96
150 T150V 0,90 0,93
150 T150Y 1,18 1,00
151 Y151A 0,96 0,87
151 Y151C 0,80 0,67
151 Y151D 0,99 0,71
151 Y151E 0,76 0,71
151 Y151F 0,96 0,88
151 Y151G 1,17 0,79
151 Y151H 1,04 0,87
151 Y1511 1,22 0,78
151 Y151L 1,05 0,90
151 Y151M 1,02 0,83
151 Y151N 0,98 0,91
151 Y151P 0,89 0,77
151 Y151Q 1,07 0,75
151 Y151R 1,05 0,76
151 Y151S 0,85 0,80

131




ES 2 527 645 T3

Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
151 Y151T 1,04 0,80
151 Y151V 1,14 0,80
151 Y151W 1,16 0,79
152 S152A 0,95 0,88
152 S152C 0,83 0,75
152 S152D 0,05 0,05
152 S152E 1,09 0,71
152 S152F 0,75 0,22
152 S152G 1,25 0,91
152 S152H 0,99 0,71
152 S152| 0,81 0,22
152 S152K 0,74 0,58
152 S152M 0,05 0,05
152 S152N 1,20 0,43
152 S152Q 0,71 0,21
152 S152R 0,89 0,86
152 S152T 1,16 0,99
152 S152V 0,79 0,42
152 S152wW 0,73 0,22
152 S152Y 0,91 0,26
155 K155A 1,10 0,85
155 K155C 0,92 0,72
155 K155D 0,94 0,85
155 K155E 0,82 0,79
155 K155G 1,05 0,58
155 K155H 1,04 0,84
155 K155L 1,05 0,89
155 K155M 0,91 0,91
155 K155N 1,18 0,90
155 K155P 0,99 0,94
155 K155Q 0,84 0,90
155 K155R 1,20 0,93
155 K155S 1,22 0,85
155 K155T 1,12 0,76
155 K155V 1,01 0,85
155 K155W 1,09 0,88
155 K155Y 1,21 0,80
160 H160A 0,89 0,89
160 H160C 0,84 0,98
160 H160D 0,89 0,69
160 H160E 0,86 0,52
160 H160F 0,77 0,79
160 H160G 0,82 0,36
160 H160I 0,36 0,58
160 H160L 1,03 0,92
160 H160M 0,56 0,97
160 H160N 1,11 1,02
160 H160P 0,05 0,05
160 H160Q 0,98 0,47
160 H160R 0,54 0,62
160 H160S 0,05 0,05
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160 H160T 1,01 0,91
160 H160V 0,76 0,74
160 H160W 0,26 0,66
160 H160Y 0,86 0,89
165 D165A 0,53 0,12
165 D165C 1,01 0,07
165 D165E 1,14 0,07
165 D165F 0,09 0,07
165 D165G 0,63 0,20
165 D165H 0,46 0,18
165 D165l 0,06 0,15
165 D165K 0,07 0,14
165 D165L 0,30 0,11
165 D165M 0,58 0,10
165 D165N 1,16 1,10
165 D165P 0,05 0,05
165 D165Q 0,53 0,11
165 D165R 0,08 0,11
165 D165S 0,83 0,43
165 D165T 0,05 0,50
165 D165V 0,05 0,15
165 D165W 0,05 0,05
165 D165Y 0,31 0,07
168 E168A 0,83 0,92
168 E168C 0,83 0,50
168 E168D 0,82 0,57
168 E168F 0,69 0,59
168 E168G 0,92 0,75
168 E168H 0,84 0,90
168 E168I 1,08 0,71
168 E168K 0,05 0,05
168 E168L 0,80 0,92
168 E168M 1,12 0,80
168 E168N 0,97 0,83
168 E168P 0,05 0,05
168 E168Q 0,88 0,87
168 E168R 1,18 0,90
168 E168S 0,95 0,83
168 E168T 0,83 0,16
168 E168V 0,89 0,73
168 E168W 1,23 0,66
168 E168Y 0,76 0,82
172 L172A 1,14 1,06
172 L172C 1,07 0,89
172 L172D 0,83 0,91
172 L172E 0,97 1,01
172 L172G 0,50 0,60
172 L172H 0,93 1,06
172 L172] 0,97 0,90
172 L172K 0,98 1,12
172 L172M 0,86 0,91
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172 L172N 0,91 0,96
172 L172P 0,17 0,83
172 L172Q 1,00 0,89
172 L172R 1,16 1,06
172 L172S 0,78 1,01
172 L172T 0,82 0,94
172 L172V 1,02 0,88
172 L172W 1,09 0,92
172 L172Y 1,06 0,98
173 S173A 0,92 0,74
173 S173C 0,82 0,57
173 S173D 0,63 0,71
173 S173E 1,07 0,65
173 S173F 0,82 0,25
173 S173G 0,73 0,78
173 S173H 0,85 0,66
173 S1731 1,20 0,59
173 S173K 1,17 1,03
173 S173L 0,75 0,20
173 S173M 1,05 0,48
173 S173N 1,02 0,84
173 S173Q 1,08 0,84
173 S173R 0,88 1,03
173 S173T 1,33 0,86
173 S173V 1,12 0,46
173 S173W 0,86 0,20
173 S173Y 0,90 0,25
177 K177A 0,05 1,20
177 K177C 0,05 0,76
177 K177D 0,05 1,07
177 K177E 0,05 1,08
177 K177F 0,05 1,01
177 K177G 0,05 1,03
177 K177H 0,05 1,07
177 K1771 0,05 0,89
177 K177L 0,89 0,91
177 K177M 0,10 0,90
177 K177N 0,05 1,15
177 K177P 0,05 1,11
177 K177Q 0,08 1,07
177 K177R 0,47 1,09
177 K177S 0,05 1,00
177 K177T 0,05 1,01
177 K177W 0,05 1,07
177 K177Y 0,05 0,97
188 E188A 0,05 1,10
188 E188C 0,05 0,85
188 E188D 0,05 1,21
188 E188F 0,05 1,08
188 E188G 0,05 1,17
188 E188H 0,05 1,00
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188 E188I 0,05 1,11
188 E188K 0,05 1,02
188 E188M 0,05 1,08
188 E188N 0,05 1,06
188 E188P 1,40 1,16
188 E188Q 0,05 1,06
188 E188S 0,05 1,10
188 E188T 0,05 1,17
188 E188V 0,05 1,08
188 E188W 0,05 1,07
188 E188Y 0,05 1,02
191 T191A 0,49 1,11
191 T191C 0,13 1,07
191 T191D 0,91 1,03
191 T191F 0,05 1,02
191 T191G 0,19 1,09
191 T191H 0,05 1,27
191 T191l 0,18 1,06
191 T191K 0,05 1,33
191 T191L 0,05 1,08
191 T191M 0,06 1,09
191 T191IN 0,76 1,13
191 T191P 0,99 1,07
191 T191Q 0,18 1,17
191 T191R 0,05 1,20
191 T191S 0,72 1,05
191 T191V 0,16 1,02
191 T191W 0,05 0,91
192 E192A 0,05 1,26
192 E192C 0,55 1,12
192 E192D 0,42 1,50
192 E192G 0,05 1,38
192 E192H 0,05 0,78
192 E192| 0,05 1,00
192 E192K 0,05 0,33
192 E192M 0,05 1,19
192 E192N 0,05 1,35
192 E192P 0,05 1,33
192 E192Q 0,22 1,55
192 E192R 0,05 0,37
192 E192S 0,05 1,47
192 E192T 0,10 1,35
192 E192V 0,05 1,25
192 E192W 0,05 1,17
192 E192Y 0,05 1,30
193 N193A 0,05 0,98
193 N193C 0,73 0,62
193 N193D 0,05 0,95
193 N193E 0,05 0,74
193 N193F 1,71 0,98
193 N193G 0,05 0,96
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193 N193H 1,10 0,92
193 N193I 0,05 0,78
193 N193K 1,28 1,17
193 N193L 1,22 0,78
193 N193M 0,81 0,96
193 N193P 0,05 0,90
193 N193R 0,87 0,97
193 N193S 0,05 1,15
193 N193T 0,05 0,86
193 N193W 1,09 0,73
193 N193Y 1,89 1,10
196 Y196A 0,74 1,57
196 Y196C 0,05 1,36
196 Y196D 0,29 1,29
196 Y196E 0,05 1,29
196 Y196F 0,74 1,38
196 Y196G 0,05 1,09
196 Y196H 0,05 1,92
196 Y196I 0,05 1,61
196 Y196K 0,05 1,29
196 Y196L 0,05 1,14
196 Y196N 0,54 0,94
196 Y196P 0,05 1,50
196 Y196R 0,05 1,29
196 Y196S 0,36 1,59
196 Y196T 0,05 1,65
196 Y196V 0,05 1,55
196 Y196W 0,05 0,57
199 L199A 0,16 0,42
199 L199E 0,05 0,34
199 L199G 0,05 0,31
199 L199H 0,05 0,18
199 L199I 0,14 0,30
199 L199K 0,22 0,15
199 L199M 0,30 0,14
199 L199N 0,05 0,07
199 L199P 0,05 0,05
199 L199Q 0,05 0,20
199 L199R 0,05 0,23
199 L199S 0,05 0,29
199 L199T 0,12 0,35
199 L199V 0,61 0,13
199 L199W 0,05 0,05
199 L199Y 0,05 0,05
200 M200A 1,03 0,68
200 M200C 0,84 0,53
200 M200D 0,71 0,81
200 M200E 0,54 0,55
200 M200F 0,05 0,25
200 M200G 0,23 0,41
200 M200H 0,05 0,05
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200 M200lI 1,14 0,57
200 M200K 0,05 0,05
200 M200L 0,68 1,11
200 M200N 0,46 0,72
200 M200P 0,05 0,05
200 M200Q 0,78 0,77
200 M200S 0,61 1,11
200 M200T 0,80 0,61
200 M200V 0,97 0,56
200 M200W 0,05 0,05
201 Y201A 0,90 1,41
201 Y201C 1,22 0,14
201 Y201D 0,60 0,73
201 Y201E 0,81 1,36
201 Y201F 0,85 0,81
201 Y201G 0,56 1,63
201 Y201H 1,06 1,44
201 Y201l 1,35 0,11
201 Y201K 0,89 0,08
201 Y201L 1,05 0,18
201 Y201M 1,16 1,21
201 Y201N 1,15 0,31
201 Y201P 0,05 0,05
201 Y201Q 1,11 0,79
201 Y201R 0,87 0,06
201 Y201S 0,74 1,11
201 Y201T 0,65 0,39
201 Y201V 0,05 0,05
201 Y201W 0,73 0,08
202 A202C 0,97 0,57
202 A202D 0,83 0,93
202 A202E 0,49 0,85
202 A202F 0,05 0,68
202 A202G 0,45 0,83
202 A202H 0,05 1,30
202 A202] 0,50 1,02
202 A202K 0,37 0,12
202 A202L 0,46 0,95
202 A202M 0,32 0,84
202 A202N 0,53 1,08
202 A202P 0,05 0,72
202 A202Q 0,47 1,01
202 A202R 0,05 0,05
202 A202S 0,69 0,79
202 A202T 0,63 1,07
202 A202V 0,82 1,02
202 A202Y 0,05 0,43
213 T213A 1,11 0,98
213 T213C 0,97 0,77
213 T213D 1,12 0,91
213 T213E 1,11 0,88
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213 T213F 1,13 0,75
213 T213G 1,11 0,91
213 T213H 0,92 1,00
213 T213I 0,05 0,05
213 T213K 0,90 1,11
213 T213L 1,26 0,75
213 T213M 1,26 0,78
213 T213N 1,11 0,91
213 T213P 0,94 0,91
213 T213Q 1,12 1,02
213 T213R 1,05 1,05
213 T213S 1,10 1,08
213 T213V 1,35 0,76
213 T213W 1,17 0,68
216 K216A 0,66 0,24
216 K216D 0,05 0,05
216 K216E 1,03 1,30
216 K216F 0,05 0,05
216 K216G 0,83 1,20
216 K216H 0,90 1,28
216 K216l 0,05 0,05
216 K216L 0,05 0,05
216 K216M 0,97 1,39
216 K216P 0,91 0,97
216 K216Q 1,04 1,34
216 K216R 0,77 1,32
216 K216S 0,97 1,28
216 K216T 0,99 1,22
216 K216V 0,95 1,07
216 K216W 1,00 1,13
216 K216Y 0,79 1,31
217 N217A 1,10 0,87
217 N217C 0,81 0,78
217 N217E 0,05 0,73
217 N217F 0,90 0,88
217 N217G 0,95 0,90
217 N217H 1,09 0,90
217 N2171 1,08 0,76
217 N217L 1,09 0,82
217 N217M 0,97 0,80
217 N217P 0,97 0,73
217 N217Q 1,31 0,74
217 N217R 1,19 0,87
217 N217S 1,05 0,87
217 N217T 1,01 0,87
217 N217V 1,18 0,69
217 N217W 0,99 0,80
217 N217Y 0,05 0,05
220 K220A 1,06 0,79
220 K220C 1,05 0,75
220 K220D 1,02 0,88
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220 K220E 1,12 0,88
220 K220F 1,03 0,78
220 K220G 1,10 0,84
220 K220H 1,12 0,81
220 K220l 1,13 0,81
220 K220M 1,05 0,75
220 K220N 1,17 0,80
220 K220P 1,33 0,89
220 K220Q 1,21 0,87
220 K220R 1,26 0,83
220 K220S 1,30 0,81
220 K220T 0,05 0,09
220 K220V 1,21 0,82
220 K220W 1,01 0,81
220 K220Y 1,08 0,84
221 W221A 0,88 1,54
221 W221C 0,95 1,09
221 W221D 0,84 1,31
221 W221E 0,05 0,05
221 W221F 1,07 1,28
221 W221G 0,05 0,05
221 W221H 0,05 0,05
221 w221l 1,33 1,23
221 W221K 0,05 0,05
221 W221L 0,88 1,50
221 W221M 1,16 1,35
221 W221N 1,11 1,57
221 W221P 0,05 0,05
221 W221R 0,93 1,29
221 W221S 1,34 1,40
221 W221V 1,13 1,31
221 W221Y 1,14 1,36
227 N227A 1,01 1,02
227 N227C 0,92 0,95
227 N227D 1,01 1,06
227 N227E 1,03 1,06
227 N227F 0,72 0,81
227 N227G 1,05 1,09
227 N227H 0,95 1,13
227 N2271 1,03 0,76
'227 N227K 1,00 1,13
227 N227L 0,84 0,75
227 N227M 0,84 0,87
227 N227P 1,08 0,88
227 N227Q 0,94 1,00
227 N227R 0,89 1,03
227 N227S 0,96 0,95
227 N227T 1,06 0,96
227 N227V 1,05 0,84
227 N227W 1,07 0,81
227 N227Y 1,01 0,85
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232 R232A 0,05 0,05
232 R232C 0,40 0,14
232 R232D 0,05 0,05
232 R232E 0,41 0,12
232 R232G 0,06 0,23
232 R232H 0,66 0,34
232 R232K 0,52 0,47
232 R232M 0,62 0,12
232 R232N 0,05 0,05
232 R232P 0,05 0,05
232 R232Q 0,54 0,12
232 R232S 0,59 0,16
232 R232T 0,76 0,17
232 R232V 0,70 0,15
232 R232W 0,05 0,05
232 R232Y 0,05 0,05
235 A235C 0,86 0,53
235 A235D 0,70 0,98
235 A235E 0,93 0,84
235 A235F 1,01 0,68
235 A235G 1,17 0,78
235 A235H 0,80 1,01
235 A235I 1,07 0,84
235 A235K 0,93 1,14
235 A235L 0,89 0,97
235 A235M 0,99 0,91
235 A235N 0,78 1,03
235 A235P 0,97 0,48
235 A235Q 1,01 0,89
235 A235R 1,03 1,14
235 A235S 0,92 1,00
235 A235T 0,05 0,05
235 A235V 1,01 0,86
235 A235W 0,98 0,60
235 A235Y 0,91 0,93
237 K237A 0,05 0,78
237 K237C 0,05 0,57
237 K237D 0,05 0,08
237 K237E 0,05 0,74
237 K237F 0,05 0,09
237 K237G 0,05 1,21
237 K237H 0,05 0,26
237 K237I 0,05 0,40
237 K237L 0,05 0,57
237 K237M 0,05 0,46
237 K237N 0,05 0,43
237 K237P 0,05 0,30
237 K237Q 0,05 0,77
237 K237R 0,48 0,88
237 K237T 0,05 0,69
237 K237V 0,05 0,54
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237 K237W 0,05 0,05
237 K237Y 0,05 0,05
238 H238A 0,05 0,62
238 H238C 0,05 0,63
238 H238D 0,05 0,75
238 H238F 0,05 0,05
238 H238G 0,05 0,73
238 H238lI 0,05 0,18
238 H238K 0,05 0,05
238 H238L 0,05 0,25
238 H238M 0,05 0,36
238 H238N 0,21 0,83
238 H238P 0,05 0,57
238 H238Q 0,05 1,18
238 H238R 0,05 0,05
238 H238T 0,05 0,74
238 H238V 0,05 0,52
238 H238Y 0,05 0,05
240 K240A 0,05 1,13
240 K240D 0,05 1,19
240 K240E 0,05 1,19
240 K240F 0,05 0,90
240 K240G 0,05 1,22
240 K240H 0,05 1,17
240 K240l 0,05 0,99
240 K240M 0,31 1,13
240 K240N 0,05 1,37
240 K240P 0,05 1,69
240 K240Q 0,12 1,21
240 K240R 0,27 1,41
240 K240S 0,05 1,07
240 K240T 0,05 1,23
240 K240V 0,05 1,09
240 K240W 0,05 1,01
240 K240Y 0,05 1,11
246 D246A 0,73 1,03
246 D246E 1,18 1,03
246 D246F 0,67 1,02
246 D246G 0,61 1,09
246 D246H 0,71 1,05
246 D246l 0,75 0,85
246 D246K 0,36 1,18
246 D246L 0,81 0,91
246 D246M 0,80 0,92
246 D246N 0,68 0,97
246 D246P 0,47 0,81
246 D246Q 0,78 0,98
246 D246R 0,24 1,31
246 D246S 0,97 1,01
246 D246T 0,83 1,14
246 D246Y 0,90 0,96
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249 S249A 1,06 0,97
249 S249C 0,93 0,74
249 S249D 0,98 0,94
249 S249E 1,27 0,92
249 S249F 0,91 0,74
249 S249G 0,91 0,94
249 S249H 1,04 0,93
249 S249K 1,15 1,02
249 S249L 1,14 0,82
249 S249M 0,95 0,77
249 S249P 1,09 0,80
249 S$249Q 1,20 0,94
249 S249R 1,07 1,03
249 S249T 1,17 0,91
249 S249V 1,01 0,74
249 S249W 1,13 0,77
249 S249Y 1,07 0,87
250 Y250A 0,99 1,21
250 Y250C 1,03 1,12
250 Y250D 0,97 1,29
250 Y250E 1,13 1,33
250 Y250F 1,29 1,28
250 Y250G 1,09 1,33
250 Y2501 1,35 1,27
250 Y250K 1,07 1,48
250 Y250L 1,02 1,32
250 Y250M 1,35 1,39
250 Y250N 1,05 1,40
250 Y250P 0,71 1,05
250 Y250Q 1,01 1,54
250 Y250R 0,99 1,55
250 Y250S 1,02 1,41
250 Y250T 0,05 0,05
250 Y250V 0,05 0,05
250 Y250W 0,99 1,35
252 R252A 1,12 1,08
252 R252C 0,97 0,81
252 R252D 0,89 0,86
252 R252E 1,09 1,12
252 R252F 1,01 0,89
252 R252G 0,76 1,00
252 R252I 1,07 0,97
252 R252K 1,19 1,21
252 R252L 1,32 0,96
252 R252M 0,98 0,96
252 R252N 1,15 0,97
252 R252P 0,72 0,83
252 R252Q 1,16 1,04
252 R252S 1,04 1,01
252 R252T 1,09 0,99
252 R252V 1,01 0,94
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252 R252Y 1,14 0,86
253 S253A 1,09 0,97
253 S253D 1,07 1,04
253 S253E 0,05 0,05
253 S253F 1,19 0,82
253 S253G 1,18 0,92
253 S253H 1,13 0,97
253 S253I 1,13 0,84
253 S253K 1,10 1,01
253 S253L 1,09 0,79
253 S253M 0,05 0,05
253 S253N 1,06 1,03
253 S253P 0,95 0,90
253 S253Q 1,13 0,93
253 S253T 1,14 0,97
253 S253V 1,15 0,90
253 S253W 1,04 0,87
253 S253Y 1,34 0,94
254 Q254A 0,98 0,88
254 Q254C 0,94 0,66
254 Q254D 1,10 0,90
254 Q254E 1,29 0,89
254 Q254F 1,23 0,74
254 Q254G 1,15 0,77
254 Q254H 1,04 0,94
254 Q2541 1,12 0,91
254 Q254K 1,00 0,99
254 Q254L 1,09 0,82
254 Q254M 0,94 0,89
254 Q254N 1,17 0,90
254 Q254R 1,05 0,98
254 Q254S 1,07 0,98
254 Q254T 1,21 0,65
254 Q254V 1,31 0,92
254 Q254W 1,17 0,69
254 Q254Y 1,03 0,87
255 T255A 1,09 0,73
255 T255C 0,89 0,78
255 T255D 0,05 0,05
255 T255E 1,09 0,64
255 T255F 1,30 0,68
255 T255G 1,15 0,73
255 T255H 1,10 0,74
255 T255I 1,18 0,70
255 T255K 1,27 0,83
255 T255L 0,97 0,73
255 T255M 0,98 0,72
255 T255N 0,83 0,76
255 T255P 0,77 0,59
255 T255R 1,12 0,85
255 T255S 1,10 0,84
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255 T255V 1,17 0,70
255 T255W 1,27 0,74
255 T255Y 1,02 0,72
257 K257A 1,08 0,67
257 K257C 0,89 0,49
257 K257D 1,16 0,75
257 K257E 1,15 0,76
257 K257F 1,03 0,92
257 K257G 0,97 0,73
257 K257H 1,12 0,69
257 K2571 1,09 0,59
257 K257L 1,26 0,74
257 K257M 1,29 0,79
257 K257N 1,16 0,83
257 K257P 0,62 0,38
257 K257Q 1,18 0,82
257 K257R 1,03 0,89
257 K257S 1,29 0,71
257 K257T 1,04 0,77
257 K257V 1,31 0,78
257 K257W 0,99 0,72
258 P258A 0,97 1,08
258 P258C 1,17 0,85
258 P258D 1,33 1,10
258 P258E 0,95 1,05
258 P258F 0,96 0,75
258 P258G 1,30 1,02
258 P258H 1,38 1,13
258 P258lI 1,27 0,25
258 P258K 1,29 1,11
258 P258L 1,08 0,61
258 P258M 1,09 0,91
258 P258N 1,07 1,01
258 P258Q 1,31 1,13
258 P258R 1,02 1,13
258 P258S 1,12 1,08
258 P258T 1,27 1,10
258 pP258V 1,29 0,80
258 P258wW 1,14 0,87
258 pP258Y 1,16 1,08
268 Y268A 0,86 1,39
268 Y268C 0,47 1,10
268 Y268D 0,59 1,44
268 Y268E 0,55 1,47
268 Y268F 1,28 1,07
268 Y268G 1,03 1,21
268 Y268H 0,87 1,24
268 Y268l 0,05 0,05
268 Y268K 0,78 1,90
268 Y268L 0,72 1,10
268 Y268M 0,97 1,15
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268 Y268N 0,69 1,51
268 Y268P 0,78 1,41
268 Y268Q 0,71 1,30
268 Y268R 0,76 1,49
268 Y268S 1,06 1,22
268 Y268T 0,99 1,12
268 Y268V 0,88 0,99
268 Y268W - 0,97 1,07
272 K272A 0,05 0,73
272 K272C 0,05 0,68
272 K272D 0,05 0,86
272 K272E 0,05 0,85
272 K272F 0,05 0,56
272 K272G 0,05 0,60
272 K272H 0,05 0,78
272 K272l 0,05 0,81
272 K272M 0,05 0,77
272 K272N 0,05 0,67
272 K272P 0,05 0,38
272 K272R 0,90 0,86
272 K272S 0,05 0,79
272 K272T 0,05 0,99
272 K272V 0,05 0,64
272 K272W 0,05 0,48
272 K272Y 0,05 0,66
274 H274A 0,66 1,40
274 H274C 0,65 0,68
274 H274D 0,64 1,20
274 H274E 0,86 1,14
274 H274F 0,88 1,00
274 H274G 0,56 1,36
274 H2741 0,76 1,39
274 H274K 0,85 1,60
274 H274L 0,87 1,40
274 H274N 0,67 1,50
274 H274P 0,05 0,50
274 H274Q 0,84 1,47
274 H274R 0,80 1,50
274 H274S 0,67 1,28
274 H274T 0,69 1,38
274 H274W 1,26 0,79
274 H274Y 1,05 1,07
275 N275A 0,32 1,01
275 N275C 0,22 0,68
275 N275D 0,08 1,03
275 N275E 0,05 0,98
275 N275F 0,05 0,81
275 N275G 0,18 1,00
275 N275H 0,60 1,10
275 N275I 0,15 0,87
275 N275K 0,22 1,22
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275 N275L 0,20 1,02
275 N275M 0,20 0,96
275 N275P 0,05 0,37
275 N275Q 0,21 0,96
275 N275R 0,28 1,04
275 N275S 0,28 0,92
275 N275T 0,19 0,79
275 N275V 0,19 0,76
275 N275W 0,05 0,76
275 N275Y 0,89 0,93
279 K279C 0,05 0,54
279 K279E 0,05 0,91
279 K279F 0,05 0,70
279 K279G 0,05 0,85
279 K279H 0,05 0,36
279 K2791 0,05 0,68
279 K279L 0,05 0,52
279 K279M 0,05 0,71
279 K279N 0,05 0,91
279 K279P 0,05 0,46
279 K279Q 0,05 0,86
279 K279S 0,05 0,94
279 K279T 0,05 0,92
279 K279V 0,05 0,78
279 K279W 0,05 0,76
279 K279Y 0,05 0,78
283 T283A 1,06 0,97
283 T283C 1,16 0,78
283 T283D 0,92 1,03
283 T283E 0,95 1,01
283 T283G 0,97 1,01
283 T283H 1,09 0,84
283 T283lI 1,10 0,72
283 T283K 1,14 1,01
283 T283L 1,07 0,76
283 T283M 1,26 0,93
283 T283N 1,29 0,96
283 T283P 0,46 0,56
283 T283R 0,82 1,08
283 T283S 1,02 1,06
283 T283V 1,23 0,81
283 T283W 1,07 0,75
283 T283Y 1,01 1,04
285 S285A 0,93 0,80
285 S285C 0,73 0,61
285 S285D 0,91 1,09
285 S285E 1,33 0,89
285 S285F 1,18 1,02
285 S285H 0,98 1,10
285 S285I 0,84 0,52
285 S285K 1,16 0,84
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285 S285L 0,85 0,54
285 S285M 0,98 0,76
285 S2850Q 1,38 1,22
285 S285R 0,84 0,96
285 S285T 0,98 0,79
285 S285V 0,70 0,63
285 S285W 1,13 1,08
285 S285Y 0,97 1,49
293 N293A 1,02 0,93
293 N293C 0,78 0,69
293 N293D 1,08 0,89
293 N293E 0,87 0,92
293 N293F 0,89 0,70
293 N293G 1,31 0,92
293 N293H 1,12 1,05
293 N293lI 0,94 0,75
293 N293K 1,42 1,41
293 N293L 0,87 0,81
293 N293M 0,95 1,07
293 N293P 0,97 0,40
293 N293Q 1,14 1,06
293 N293R 0,86 1,37
293 N293S 0,93 0,95
293 N293T 1,10 1,12
293 N293V 1,04 0,82
293 N293W 1,09 0,78
293 N293Y 1,19 0,74
294 K294A 0,83 0,92
294 K294C 0,83 0,50
294 K294D 0,82 0,57
294 K294E 0,83 0,68
294 K294F 0,69 0,59
294 K294G 0,92 0,75
294 K294H 0,84 0,90
294 K294l 1,08 0,71
294 K294L 0,80 0,92
294 K294M 1,12 0,80
294 K294N 0,97 0,83
294 K294P 0,05 0,05
294 K294Q 0,88 0,87
294 K294R 1,18 0,90
294 K294S 0,95 0,83
294 K294T 0,83 0,16
294 K294V 0,89 0,73
294 K294W 1,23 0,66
294 K294Y 0,76 0,82
297 T297C 0,86 0,53
297 T297D 0,70 0,98
297 T297E 0,93 0,84
297 T297F 1,01 0,68
297 T297G 1,17 0,78
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297 T297H 0,80 1,01
297 T297I 1,07 0,84
297 T297K 0,93 1,14
297 T297L 0,89 0,97
297 T297M 0,99 0,91
297 T297N 0,78 1,03
297 T297P 0,97 0,48
297 T297Q 1,01 0,89
297 T297R 1,03 1,14
297 T297S 0,92 1,00
297 T297V 1,01 0,86
297 T297W 0,98 0,60
297 T297Y 0,91 0,93
300 K300A 0,99 0,79
300 K300C 0,95 0,39
300 K300D 0,91 0,61
300 K300E 0,86 0,78
300 K300F 0,74 0,63
300 K300G 0,98 0,62
300 K300H 1,04 0,83
300 K300l 1,02 0,82
300 K300L 0,91 0,73
300 K300M 1,17 0,80
300 K300N 1,02 0,80
300 K300P 0,05 0,05
300 K300Q 0,90 0,86
300 K300R 1,20 0,92
300 K300S 0,93 0,80
300 K300T 1,16 0,87
300 K300V 1,15 0,84
300 K300W 0,97 0,57
301 S301A 1,10 0,89
301 S301E 1,12 0,94
301 S301F 1,44 0,68
301 S301G 1,02 1,05
301 S301H 1,12 0,87
301 S3011 1,28 0,74
301 S301K 1,08 1,05
301 S301L 1,09 0,97
301 S301M 1,09 0,87
301 S301N 1,16 0,64
301 S301P 1,21 0,61
301 S301Q 1,18 0,95
301 S301R 1,35 0,89
301 S301T 1,23 0,85
301 S301V 1,18 0,81
301 S301W 1,27 0,75
301 S301Y 1,10 0,80
306 D306A 0,82 0,40
306 D306C 0,74 0,30
306 D306E 0,80 0,71
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306 D306F 0,71 0,10
306 D306G 0,76 0,26
306 D306H 0,84 0,35
306 D306l 0,80 0,18
306 D306K 0,77 0,41
306 D306L 0,78 0,18
306 D306N 1,15 0,89
306 D306P 0,82 0,39
306 D306Q 1,03 0,43
306 D306R 0,82 0,27
306 D306S 0,81 0,50
306 D306T 0,88 0,29
306 D306V 0,99 0,22
306 D306W 0,05 0,05
306 D306Y 0,94 0,12
309 T309A 0,05 0,05
309 T309C 1,15 0,59
309 T309D 1,27 0,89
309 T309E 0,95 0,91
309 T309F 1,15 0,80
309 T309G 1,17 1,00
309 T309H 0,94 0,97
309 T309I 1,17 0,82
309 T309K 1,18 1,08
309 T309L 1,15 0,95
309 T309M 1,15 0,97
309 T309N 1,20 0,99
309 T309P 0,93 0,20
309 T309Q 1,19 0,98
309 T309R 1,12 1,08
309 T309S 1,00 1,04
309 T309V 1,38 0,95
309 T309W 1,08 0,77
309 T309Y 1,11 0,94
312 T312A 1,01 1,00
312 T312C 0,99 0,70
312 T312D 1,03 0,96
312 T312E 1,15 0,95
312 T312F 1,05 0,92
312 T312G 1,18 1,07
312 T312H 1,30 0,99
312 T312K 0,83 0,25
312 T312L 1,08 0,95
312 T312M 0,98 0,91
312 T312N 1,04 0,99
312 T312P 0,74 0,85
312 T312Q 1,05 0,94
312 T312R 1,13 1,00
312 T312S 1,29 0,99
312 T312V 1,40 0,87
312 T312W 1,14 0,83
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312 T312Y 1,31 0,92
313 N313A 1,01 0,93
313 N313C 0,95 0,63
313 N313D 0,95 0,51
313 N313E 1,05 0,90
313 N313F 1,06 0,64
313 N313G 1,25 0,96
313 N313H 1,25 0,94
313 N313I 1,44 0,55
313 N313K 1,12 0,85
313 N313L 1,21 0,85
313 N313M 1,02 0,89
313 N313P 1,05 0,81
313 N313Q 1,00 1,00
313 N313R 1,19 1,13
313 N313S 1,25 1,05
313 N313V 1,28 0,74
313 N313W 1,01 0,67
313 N313Y 1,10 0,90
317 K317A 0,98 0,94
317 K317C 0,83 0,54
317 K317D 0,82 0,86
317 K317E 0,78 0,91
317 K317F 0,92 0,84
317 K317G 0,91 0,88
317 K317L 1,10 0,86
317 K317M 1,02 0,95
317 K317N 1,03 0,92
317 K317P 0,86 0,80
317 K317Q 0,76 0,94
317 K317R 0,78 0,89
317 K317S 1,04 0,93
317 K317T 0,94 0,88
317 K317V 1,00 0,93
317 K317W 1,08 0,83
317 K317Y 1,05 0,93
318 D318A 0,93 1,38
318 D318E 0,90 1,09
318 D318F 0,78 1,22
318 D318G 0,91 1,39
318 D318H 1,12 1,10
318 D318l 0,75 1,40
318 D318K 0,65 1,73
318 D318L 1,00 1,31
318 D318M 0,90 1,26
318 D318N 0,92 1,19
318 D318P 0,61 0,37
318 D318Q 0,93 1,14
318 D318R 0,71 1,54
318 D318S 1,11 1,37
318 D318T 1,40 1,32
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318 D318V 0,81 1,34
318 D318W 0,90 1,07
318 D318Y 1,10 1,33
319 Q319A 1,02 1,13
319 Q319C 0,73 1,38
319 Q319D 0,85 1,31
319 Q319E 0,98 1,20
319 Q319F 0,87 1,11
319 Q319G 1,14 1,03
319 Q319H 0,94 1,28
319 Q3191 0,94 1,32
319 Q319K 1,10 1,52
319 Q319L 0,95 1,11
319 Q319M 0,90 1,09
319 Q319N 0,91 1,12
319 Q319P 1,13 0,57
319 Q319R 1,18 1,44
319 Q319S 0,91 1,12
319 Q319T 0,98 1,10
319 Q319V 1,07 1,08
319 Q319W 1,05 1,08
319 Q319Y 1,04 1,41
320 P320A 1,02 0,96
320 P320C 1,01 0,75
320 P320D 0,74 0,91
320 P320E 1,04 0,85
320 P320F 0,76 0,77
320 P320G 1,00 1,00
320 P320H 1,00 1,18
320 P320I 0,86 0,80
320 P320K 0,96 1,23
320 P320L 0,87 0,83
320 P320M 1,04 0,60
320 P320Q 0,95 1,08
320 P320R 0,79 1,25
320 P320S 1,16 1,03
320 P320T 1,11 1,28
320 P320V 1,08 0,88
320 P320W 0,90 1,03
320 P320Y 1,05 1,03
338 L338A 1,36 1,29
338 L338C 1,24 0,67
338 L338D 1,00 0,94
338 L338E 0,87 0,65
338 L338F 0,90 0,17
338 L338G 1,38 1,34
338 L338H 0,05 0,05
338 L3338l 1,12 1,32
338 L338K 0,05 0,05
338 L338M 1,20 1,27
338 L338P 1,11 1,23
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338 L338Q 0,96 0,61
338 L338R 0,05 0,05
338 L338S 1,13 1,51
338 L338T 1,42 1,05
338 L338V 1,14 1,55
338 L338W 0,98 0,14
338 L338Y 1,15 0,11
339 Q339A 1,08 1,13
339 Q339C 0,88 0,79
339 Q339D 0,93 0,11
339 Q339E 1,07 0,84
339 Q339F 0,86 0,55
339 Q339G 1,17 1,21
339 Q339H 1,03 1,04
339 Q339K 1,26 1,13
339 Q339L 1,12 0,70
339 Q339M 0,93 0,81
339 Q339P 1,02 1,24
339 Q339R 0,81 0,35
339 Q339Ss 1,02 1,02
339 Q339T 1,35 1,01
339 Q339V 1,23 0,76
339 Q339W 0,05 0,05
339 Q339Y 1,14 0,78
340 S340A 1,23 1,43
340 S340C 0,74 0,75
340 S340D 0,97 1,63
340 S340E 0,92 1,58
340 S340F 0,83 0,82
340 S340H 1,12 1,45
340 S340I 1,07 1,07
340 S340K 0,99 1,76
340 S340L 0,05 0,05
340 S340M 1,24 1,20
340 S340N 1,10 1,75
340 S340P 0,69 0,81
340 S$340Q 1,21 1,76
340 S340T 1,21 1,14
340 S340V 1,00 1,09
340 S340Y 1,02 0,97
343 D343A 0,96 0,35
343 D343C 1,32 0,74
343 D343E 1,00 1,07
343 D343F 0,91 0,79
343 D343H 0,98 1,02
343 D343l 1,27 0,88
343 D343L 0,95 1,08
343 D343M 0,99 1,02
343 D343N 1,05 0,88
343 D343P 1,30 1,03
343 D343Q 1,14 1,01
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343 D343R 1,25 1,03
343 D343T 1,08 0,98
343 D343W 1,00 0,64
343 D343Y 1,29 0,82
345 W345A 1,05 0,90
345 W345C 0,97 0,43
345 W345D 1,10 1,15
345 W345E 1,06 1,24
345 W345F 1,07 0,55
345 W345H 1,15 1,10
345 W345I 1,28 0,90
345 W345K 0,05 0,05
345 W345L 1,07 0,99
345 W345M 1,02 1,01
345 W345N 1,07 1,10
345 W345P 1,00 0,94
345 W345Q 1,26 1,10
345 W345S 1,01 1,12
345 W345T 1,15 1,15
345 W345V 1,16 1,02
363 C363A 0,84 1,06
363 C363D 0,87 1,74
363 C363E 0,99 1,34
363 C363F 0,83 1,03
363 C363G 0,61 0,83
363 C363H 0,78 0,76
363 C363lI 0,92 0,63
363 C363L 0,73 0,89
363 C363M 0,97 1,36
363 C363N 0,92 1,86
363 C363P 0,05 0,05
363 C363Q 0,88 1,78
363 C363R 0,05 0,05
363 C363S 0,88 1,35
363 C363T 1,15 0,18
363 C363V 1,02 0,99
363 C363W 0,35 0,70
363 C363Y 0,92 0,12
366 Y366A 0,96 1,14
366 Y366C 0,46 0,37
366 Y366D 0,52 1,18
366 Y366E 0,91 1,18
366 Y366F 0,91 0,87
366 Y366G 0,94 1,08
366 Y366H 1,07 1,12
366 Y366I 0,85 0,87
366 Y366K 0,72 0,82
366 Y366L 0,77 0,61
366 Y366M 0,92 0,79
366 Y366N 1,03 0,91
366 Y366P 0,54 0,78
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366 Y366Q 1,03 1,49
366 Y366R 0,96 0,96
366 Y366S 1,07 1,02
366 Y366T 1,01 0,91
366 Y366V 1,04 0,94
366 Y366W 1,11 0,99
369 Y369A 0,05 0,05
369 Y369C 0,44 0,16
369 Y369E 0,98 0,87
369 Y369F 1,03 0,79
369 Y369G 0,86 0,33
369 Y369H 0,89 0,78
369 Y369l 1,33 0,91
369 Y369K 1,07 0,80
369 Y369M 1,06 1,02
369 Y369P 0,49 0,20
369 Y369Q 1,07 0,79
369 Y369R 1,11 0,95
369 Y369S 0,89 0,60
369 Y369T 1,28 0,68
369 Y369V 1,17 0,91
369 Y369W 1,09 0,95
370 Y370A 1,03 1,21
370 Y370C 0,44 0,19
370 Y370D 0,48 1,35
370 Y370E 0,98 1,35
370 Y370F 0,90 0,73
370 Y370G 1,21 1,18
370 Y370H 0,96 1,36
370 Y370l 0,99 1,00
370 Y370K 0,93 1,65
370 Y370L 0,93 0,88
370 Y370M 0,91 1,04
370 Y370N 1,04 1,41
370 Y370P 0,44 0,67
370 Y370Q 0,87 1,51
370 Y370S 1,06 1,50
370 Y370T 1,07 1,10
370 Y370V 1,05 1,13
370 Y370W 0,94 0,91
375 Y375A 1,03 1,39
375 Y375C 0,59 0,48
375 Y375D 0,96 1,52
375 Y375E 0,96 1,48
375 Y375F 0,90 1,00
375 Y375G 0,90 0,98
375 Y375H 0,98 1,16
375 Y375l 0,94 1,06
375 Y375K 0,96 1,43
375 Y375L 1,03 1,07
375 Y375M 0,98 1,05
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375 Y375N 0,92 1,48
375 Y375P 0,92 0,89
375 Y375Q 0,92 1,56
375 Y375R 0,77 1,61
375 Y375S 0,92 1,29
375 Y375T 1,25 1,04
375 Y375W 0,98 0,88
379 S379A 1,01 1,02
379 S379C 0,60 0,44
379 S379D 0,92 0,96
379 S379E 0,99 1,01
379 S379F 0,48 0,43
379 S379G 0,90 0,91
379 S379H 0,05 0,05
379 S3791 0,80 0,70
379 S379K 1,00 1,12
379 S379L 0,84 0,56
379 S379M 0,87 0,80
379 S379N 1,03 0,98
379 S379P 0,61 0,39
379 S379Q 0,94 0,98
379 S379R 0,96 1,01
379 S379T 1,07 0,95
379 S379V 0,90 0,75
379 S379W 0,70 0,35
379 S379Y 0,92 0,59
381 K381A 0,85 0,78
381 K381C 0,86 0,35
381 K381D 0,87 0,65
381 K381E 0,93 0,81
381 K381F 0,96 0,20
381 K381G 0,96 0,82
381 K381H 1,13 0,73
381 K381l 0,98 0,36
381 K381L 0,95 0,38
381 K381M 0,93 0,56
381 K381N 0,87 0,68
381 K381P 1,18 0,39
381 K381Q 1,03 0,90
381 K381R 1,20 0,95
381 K381S 1,18 0,89
381 K381T 1,01 0,60
381 K381V 1,00 0,43
381 K381W 0,90 0,22
381 K381Y 0,87 0,63
385 D385A 1,01 0,88
385 D385C 0,05 0,05
385 D385E 0,89 1,05
385 D385F 0,73 0,54
385 D385G 1,05 0,88
385 D385H 0,96 0,99
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
385 D385l 0,46 0,15
385 D385K 1,00 1,06
385 D385L 0,96 0,47
385 D385N 0,91 0,96
385 D385P 0,05 0,05
385 D385Q 1,02 1,01
385 D385R 0,86 0,95
385 D385S 1,10 1,00
385 D385T 1,22 0,92
385 D385V 0,85 0,43
385 D385W 0,98 0,53
386 P386A 0,90 0,80
386 P386C 0,72 0,69
386 P386D 0,85 0,94
386 P386E 0,94 0,87
386 P386F 0,72 0,66
386 P386G 1,02 0,77
386 P386H 0,89 0,93
386 P386I 1,12 0,73
386 P386K 1,22 0,87
386 P386L 0,96 0,73
386 P386M 0,94 0,70
386 P386N 0,91 0,86
386 P386Q 0,95 0,86
386 P386S 0,83 0,82
386 P386T 1,00 0,54
386 P386V 1,11 0,79
386 P386W 0,90 0,44
386 P386Y 0,91 0,78
391 R391A 0,58 0,22
391 R391C 0,28 0,12
391 R391E 0,05 0,08
391 R391G 0,42 0,16
391 R391H 0,59 0,29
391 R391K 0,88 0,59
391 R391L 0,05 0,05
391 R391N 0,71 0,38
391 R391P 0,05 0,05
391 R391Q 0,62 0,28
391 R391S 0,05 0,33
391 R391T 0,67 0,25
391 R391V 0,24 0,09
391 R391W 0,05 0,05
391 R391Y 0,05 0,05
392 R392A 0,89 0,73
392 R392C 0,74 0,66
392 R392E 0,79 0,46
392 R392F 1,03 0,43
392 R392G 0,99 0,65
392 R392H 0,86 0,96
392 R392I 1,08 0,57
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
392 R392K 1,10 1,09
392 R392L 0,91 0,63
392 R392M 1,07 0,72
392 R392N 0,89 0,90
392 R392P 0,67 0,31
392 R392Q 1,12 0,75
392 R392S 1,00 0,73
392 R392T 1,00 0,91
392 R392V 0,89 0,48
392 R392W 0,68 0,23
392 R392Y 1,00 0,60
393 D393A 0,98 0,77
393 D393C 0,69 0,48
393 D393E 0,92 0,81
393 D393F 0,84 0,61
393 D393G 1,08 0,75
393 D393H 0,88 0,75
393 D393l 0,05 0,05
393 D393K 1,09 0,80
393 D393L 1,04 0,70
393 D393N 0,05 0,05
393 D393P 0,05 0,05
393 D393Q 1,00 0,82
393 D393R 0,88 0,64
393 D393S 0,92 0,91
393 D393T 1,12 0,90
393 D393V 1,04 0,63
393 D393W 0,95 0,66
393 D393Y 1,01 0,66
394 Y394A 0,91 0,86
394 Y394D 0,98 0,84
394 Y394E 0,92 1,03
394 Y394F 1,07 0,98
394 Y394G 1,13 0,85
394 Y394H 1,04 0,99
394 Y394l 1,11 0,95
394 Y394K 1,09 1,07
394 Y394L 1,22 1,11
394 Y394M 0,74 0,23
394 Y394N 1,00 1,01
394 Y394P 0,05 0,05
394 Y394Q 1,09 1,13
394 Y394S 1,11 1,15
394 Y394V 3,00 0,75
394 Y394W 1,11 1,16
400 H400A 1,24 0,89
400 H400C 1,16 0,73
400 H400D 1,05 0,82
400 H400E 0,99 0,95
400 H400F 1,01 0,94
400 H400G 0,90 0,83
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
400 H400I 1,04 0,91
400 H400K 0,92 1,03
400 H400L 0,90 0,88
400 H400M 1,01 0,91
400 H400N 1,26 0,92
400 H400P 0,05 0,05
400 H400Q 0,96 0,94
400 H400R 1,03 0,87
400 H400S 0,94 0,92
400 H400T 0,95 0,88
400 H400V 1,28 0,91
400 H400W 1,17 0,80
400 H400Y 1,15 0,92
402 Y402A 1,07 0,97
402 Y402C 0,92 0,76
402 Y402D 0,90 0,80
402 Y402E 1,09 0,77
402 Y402F 0,89 0,82
402 Y402G 0,92 0,81
402 Y402H 1,21 0,91
402 Y4021 1,36 0,75
402 Y402K 0,95 0,84
402 Y402L 1,09 0,49
402 Y402M 1,14 0,88
402 Y402N 1,06 0,86
402 Y402P 1,03 0,28
402 Y402Q 0,98 0,83
402 Y402R 1,16 0,75
402 Y402T 1,32 1,02
402 Y402V 1,40 0,95
402 Y402W 1,24 0,89
403 L403A 1,20 0,89
403 L403C 1,10 0,98
403 L403D 1,03 0,95
403 L403E 1,26 0,93
403 L403F 1,03 0,74
403 L403G 1,22 0,96
403 L403H 1,10 0,90
403 L403M 1,11 0,99
403 LAO3N 0,98 0,95
403 L403P 0,78 0,47
403 L403Q 1,24 0,98
403 L403R 1,36 1,01
403 L403S 1,17 1,00
403 L403T 1,53 0,99
403 L403V 1,34 1,00
403 L403W 1,15 0,85
403 L403Y 1,16 0,97
404 D404A 1,12 0,73
404 D404C 1,28 0,61
404 D404E 1,38 0,78
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
404 D404G 1,25 0,77
404 D404l 1,20 0,84
404 D404K 1,10 0,83
404 D404L 1,09 0,91
404 D404M 1,13 0,76
404 D404N 1,13 0,98
404 D404P 1,05 0,56
404 D404Q 1,17 0,91
404 D404R 1,15 0,77
404 D404S 1,19 0,99
404 D404V 1,28 0,79
404 D404W 1,05 0,76
404 D404Y 1,08 0,81
406 S406A 0,99 0,99
406 S406C 1,11 0,85
406 S406D 0,93 1,02
406 S406E 0,95 0,91
406 S406F 0,86 0,88
406 S406G 0,93 0,86
406 S406H 0,88 0,98
406 S4061 0,92 0,91
406 S406K 0,95 0,82
406 S406L 0,94 0,98
406 S406M 0,89 0,90
406 S406N 1,09 0,94
406 S406P 0,91 0,93
406 S406Q 0,05 0,05
406 S406T 1,18 0,97
406 S406V 1,14 0,87
406 S406Y 0,99 0,80
407 D407C 1,14 0,41
407 D407E 0,82 0,59
407 D407F 0,88 0,35
407 D407G 1,10 0,38
407 D407H 0,85 0,63
407 D4071 1,05 0,22
407 D407K 1,00 0,44
407 D407L 0,91 0,18
407 D407M 1,05 0,37
407 D407N 1,11 0,96
407 D407P 0,05 0,05
407 D407Q 0,94 0,53
407 D407R 0,78 0,36
407 D407S 0,93 0,65
407 D407T 1,06 0,49
407 D407V 0,93 0,29
407 D407W 1,06 0,20
407 D407Y 0,85 0,38
410 G410A 0,90 1,00
410 G410C 1,04 0,81
410 G410D 0,05 0,05
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Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
410 G410E 0,05 0,05
410 G410F 0,96 0,22
410 G410H 0,93 0,34
410 G4101 0,05 0,05
410 G410L 0,05 0,05
410 G410M 1,13 0,35
410 G410N 0,99 0,27
410 G410P 0,05 0,05
410 G410Q 1,05 0,14
410 G410R 0,98 0,27
410 G410T 1,08 0,70
410 G410V 1,10 0,42
410 G410W 0,05 0,05
410 G410Y 0,92 0,49
413 R413A 1,02 1,06
413 R413D 0,71 0,40
413 R413E 0,86 0,67
413 R413G 1,19 0,33
413 R413H 1,06 0,95
413 R413I 0,96 0,75
413 R413K 1,08 0,95
413 R413L 1,02 0,96
413 R413M 0,81 0,81
413 R413N 0,93 0,72
413 R413P 0,05 0,05
413 R413Q 0,81 0,35
413 R413S 0,85 0,87
413 R413T 0,05 0,74
413 R413V 0,93 0,73
413 R413W 0,92 0,41
413 R413Y 0,73 0,49
414 E414A 1,06 0,70
414 E414C 1,05 0,55
414 E414D 1,13 0,75
414 E414F 0,81 0,59
414 E414G 0,82 0,68
414 E414H 0,89 0,65
414 E4141 0,98 0,60
414 E414K 0,96 0,65
414 E414L 1,16 0,71
414 E414M 0,88 0,72
414 E414N 0,99 0,57
414 E414P 0,85 0,60
414 E414Q 0,85 0,70
414 E414R 1,00 0,65
414 E414S 0,91 0,63
414 E414T 0,79 0,67
414 E414W 1,03 0,25
414 E414Y 0,78 0,58
416 V416A 0,93 0,67
416 V416C 0,94 0,61
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS

Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
416 V416D 1,05 0,71
416 VA416F 0,05 0,05
416 V416H 0,92 0,78
416 V416l 0,83 0,74
416 V416K 0,71 0,65
416 V416L 0,96 0,81
416 V416M 1,06 0,78
416 V416N 0,92 0,66
416 V416P 1,18 0,53
416 V416Q 1,02 0,74
416 V416R 1,02 0,29
416 V416S 1,15 0,46
416 V416T 1,01 0,65
416 V416W 0,83 0,55
416 V416Y 0,89 0,69
419 K419A 1,36 1,29
419 K419C 1,24 0,67
419 K419D 1,00 0,94
419 K419E 0,87 0,65
419 K419F 0,90 0,17
419 K419H 0,05 0,05
419 K419l 1,12 1,32
419 K419L 0,05 0,05
419 K419M 1,20 1,27
419 K419N 0,05 0,05
419 K419P 1,11 1,23
419 K419Q 0,96 0,61
419 K419R 0,05 0,05
419 K419S 1,13 1,51
419 K419T 1,42 1,05
419 K419V 1,14 1,55
419 K419W 0,98 0,14
419 K419Y 1,15 0,11
422 S422A 0,64 0,97
422 S422C 0,96 0,71
422 S422D 0,97 0,96
422 S422E 1,31 0,78
422 S422F 0,96 0,71
422 S422G 1,20 0,99
422 S422H 1,06 0,66
422 S422| 1,11 0,85
422 S422K 1,16 0,96
422 S422L 0,99 0,74
422 S422M 1,04 0,94
422 S422N 1,12 1,03
422 S422P 0,84 0,70
422 S422Q 0,15 0,82
422 S422R 1,02 0,94
422 S422T 0,97 0,92
422 S422V 1,17 0,88
422 S422W 0,96 0,70
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Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
422 S422Y 1,09 0,92
427 L427A 0,93 0,66
427 L427C 1,02 0,68
427 L427D 0,05 0,05
427 L4A27E 0,86 0,27
427 L427F 0,89 0,30
427 L427G 0,63 0,26
427 LA27H 0,05 0,05
427 L427I 1,08 0,64
427 L427K 0,05 0,05
427 L427M 0,86 0,79
427 L427N 0,76 0,31
427 L427P 1,13 0,06
427 L427Q 0,95 0,53
427 L427R 0,05 0,05
427 L427S 0,78 0,27
427 L427T 0,80 0,70
427 L427V 0,82 0,72
427 L427W 0,05 0,05
427 L427Y 0,05 0,05
433 G433A 1,27 1,08
433 G433C 1,15 0,69
433 G433D 1,05 0,96
433 G433E 0,92 0,99
433 G433F 1,04 0,92
433 G433H 1,27 0,99
433 G433l 1,37 0,86
433 G433K 1,27 1,05
433 G433L 1,30 0,90
433 G433M 1,23 1,01
433 G433N 1,07 0,75
433 G433P 1,13 0,95
433 G433Q 0,78 0,99
433 G433R 1,00 0,91
433 G433S 1,17 0,96
433 G433T 1,17 0,90
433 G433V 1,27 0,95
433 G433Y 1,26 1,01
436 K436A 0,92 0,94
436 K436C 0,90 0,84
436 K436D 0,86 0,93
436 K436E 0,70 0,87
436 K436F 0,81 0,64
436 K436G 0,84 0,77
436 K436H 1,09 0,89
436 K436l 1,08 0,81
436 K436L 1,01 0,78
436 K436M 0,76 0,85
436 K436N 0,98 0,92
436 K436P 0,88 0,71
436 K436Q 1,01 0,96
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Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
436 K436R 1,06 0,79
436 K436S 0,75 0,92
436 K436T 0,95 0,90
436 K436V 0,98 0,87
436 K436W 1,07 0,71
436 K436Y 0,99 0,80
439 Y439A 1,02 0,78
439 Y439D 1,01 0,85
439 Y439E 0,05 0,05
439 Y439F 0,77 0,78
439 Y439G 1,01 0,77
439 Y439H 0,96 0,73
439 Y439l 0,05 0,05
439 Y439K 0,96 0,74
439 Y439L 0,05 0,05
439 Y439M 1,04 0,77
439 Y439N 0,96 0,83
439 Y439P 0,87 0,85
439 Y439Q 0,90 0,88
439 Y439R 0,75 0,80
439 Y439S 0,94 0,82
439 Y439T 0,84 0,79
439 Y439V 1,04 0,70
439 Y439W 0,86 0,72
442 K442A 1,38 0,98
442 K442C 0,05 0,05
442 K442F 1,04 0,97
442 K442G 1,23 1,02
442 K442H 1,07 1,04
442 K442l 1,13 0,93
442 K442N 1,39 1,03
442 K442P 1,11 1,03
442 K442Q 1,11 1,05
442 K442R 1,33 1,01
442 K442S 1,24 1,07
442 K442T 1,34 1,06
442 K442V 1,20 0,99
442 K442W 1,32 0,98
442 K442Y 1,24 1,08
445 A445C 0,98 0,83
445 A445D 1,04 0,87
445 A445G 1,21 1,01
445 A445H 0,90 0,93
445 A445| 1,25 0,84
445 A445K 1,20 0,11
445 A445L 1,17 0,92
445 A445N 1,20 0,91
445 A445P 0,91 0,77
445 A445Q 0,05 0,05
445 A445R 0,91 0,89
445 A445S 1,16 0,94
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Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
445 A445T 1,29 0,88
445 A445V 1,27 0,93
445 A445W 1,25 0,80
447 K447A 1,09 1,06
447 K447C 1,11 0,87
447 K447D 1,00 0,99
447 K447F 1,09 0,84
447 K447G 1,06 0,94
447 K447H 1,13 0,92
447 K447 1,22 0,91
447 K447L 1,06 1,01
447 K447M 1,07 0,96
447 K447N 1,43 0,97
447 K447Q 1,34 1,00
447 K447R 1,10 0,96
447 K447S 0,90 0,92
447 K447T 1,21 0,37
447 K447V 0,69 0,86
447 K447W 1,31 0,89
447 K447Y 1,21 0,96
448 V448A 0,98 0,96
448 \V448C 1,36 0,98
448 V448D 1,15 1,02
448 V448E 0,05 0,05
448 V448F 1,48 1,01
448 V448G 1,26 1,05
448 V448H 1,37 1,03
448 V448 1,44 0,97
448 V448K 1,20 1,07
448 \V448L 1,04 1,08
448 V448M 1,13 0,97
448 V448N 1,24 0,70
448 V448P 0,84 1,19
448 V448Q 1,18 1,16
448 V448R 0,05 0,05
448 \V448S 1,20 1,10
448 V448T 0,05 0,05
448 V448W 1,08 0,89
448 \V448Y 1,33 1,27
450 Y450A 0,95 0,94
450 Y450C 1,22 0,84
450 Y450D 1,19 0,95
450 Y450E 1,01 0,92
450 Y450G 1,02 0,93
450 Y450H 1,23 0,90
450 Y450K 1,18 0,94
450 Y450L 0,93 0,69
450 Y450M 1,29 0,89
450 Y450N 1,23 0,96
450 Y450P 0,75 0,30
450 Y450Q 1,00 0,95
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Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
450 Y450R 1,22 1,02
450 Y450S 1,22 1,01
450 Y450T 1,32 0,96
450 Y450V 0,05 0,05
450 Y450W 1,21 0,95
452 L452A 1,08 1,06
452 L452C 1,00 1,01
452 L452D 0,98 1,08
452 LA52E 0,75 0,55
452 L452F 0,79 0,93
452 L452G 1,07 1,00
452 L452H 1,05 0,99
452 L452K 1,11 1,08
452 L452M 1,13 1,09
452 L452N 1,06 1,28
452 L452P 1,02 0,78
452 L452Q 0,92 1,22
452 L452R 0,93 1,26
452 L452S 0,86 1,21
452 L452T 1,02 1,18
452 L452V 1,14 1,14
452 L452Y 1,17 1,07
455 N455A 1,07 1,04
455 N455C 0,85 0,89
455 N455D 1,07 0,97
455 N455E 1,14 0,94
455 N455G 1,23 1,00
455 N455H 1,05 1,01
455 N455I 1,23 0,95
455 N455K 1,10 1,08
455 N455L 1,06 0,97
455 N455M 0,95 0,96
455 N455P 1,36 0,93
455 N455Q 0,96 0,91
455 N455R 1,13 1,02
455 N455S 1,04 0,91
455 N455T 1,16 0,90
455 N455V 1,26 0,89
455 N455W 1,12 0,76
455 N455Y 1,08 0,15
463 N463A 1,25 1,06
463 N463D 0,97 1,02
463 N463F 1,04 0,87
463 N463G 1,04 1,00
463 N463H 1,12 0,99
463 N463I 0,05 0,05
463 N463K 1,07 1,00
463 N463L 1,16 1,01
463 N463M 1,24 1,08
463 N463P 0,93 1,05
463 N463Q 0,98 1,04
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Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
463 N463R 0,95 0,93
463 N463S 1,27 0,96
463 N463T 1,38 0,91
463 N463V 1,32 0,86
463 N463W 1,45 0,74
463 N463Y 1,20 0,90
465 D465A 0,76 1,06
465 D465C 0,84 0,74
465 D465E 0,95 0,93
465 D465F 0,78 0,89
465 D465G 1,35 0,92
465 D465H 1,06 0,92
465 D465l 1,37 0,85
465 D465K 1,53 0,88
465 D465L 1,14 0,95
465 D465M 1,06 0,98
465 D465N 1,32 0,93
465 D465P 1,13 0,71
465 D465Q 0,86 0,94
465 D465R 1,18 0,90
465 D465S 0,87 0,98
465 D465T 1,42 0,92
465 D465V 1,24 0,93
465 D465W 1,00 0,83
465 D465Y 1,06 0,93
469 E469A 1,16 1,01
469 E469C 1,03 0,86
469 E469D 1,22 1,02
469 E469F 1,11 1,00
469 E469G 1,19 1,00
469 E469H 1,04 0,96
469 E469K 1,16 0,96
469 E469L 1,10 0,98
469 E469M 0,05 0,05
469 E469N 1,19 0,47
469 E469P 0,85 1,05
469 E469Q 1,03 1,04
469 E469R 1,01 0,75
469 E469S 0,91 1,08
469 E469T 1,15 1,06
469 E469V 1,15 1,08
469 E469W 1,24 0,97
469 E469Y 1,35 1,09
471 K471A 1,09 1,09
471 K471C 1,04 0,91
471 K471D 1,01 1,06
471 KA471F 1,10 1,05
471 K471G 1,13 1,12
471 K471H 1,00 1,10
471 K471l 1,22 1,02
471 K471L 0,99 1,07
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Tabla 26-4: indices de rendimiento de las mediciones de la estabilidad y la actividad de las variantes AmyS
Posicion Variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
471 K471M 0,95 1,14
471 K471N 1,04 1,12
471 K471P 0,84 0,98
471 K471Q 0,90 1,08
471 K471R 0,77 1,33
471 K471S 0,97 1,01
471 K471T 1,11 1,09
471 K471V 1,28 1,11
471 K471Y 1,15 1,36
473 N473A 1,03 0,99
473 N473C 1,15 0,74
473 N473D 1,14 0,98
473 N473E 1,20 0,99
473 N473F 1,10 0,83
473 N473G 1,35 0,99
473 N473H 1,02 0,91
473 N4731 0,66 0,45
473 N473K 1,02 1,02
473 N473L 0,05 0,97
473 N473M 1,11 1,00
473 N473P 1,01 0,95
473 N473Q 1,13 0,99
473 N473R 1,08 1,05
473 N473S 1,15 0,98
473 N473T 1,04 1,04
473 N473V 0,05 0,05
473 N473W 0,85 0,64
473 N473Y 1,23 0,86
476 S476A 1,51 1,02
476 S476C 0,91 0,89
476 S476D 0,98 0,91
476 S476E 1,08 0,91
476 S476F 1,09 0,87
476 S476G 1,22 0,97
476 S476H 1,07 0,96
476 S476l 1,03 0,78
476 S476K 1,01 0,97
476 S476L 1,46 0,93
476 S476M 1,58 1,08
476 S476N 1,61 0,98
476 S476P 1,02 0,62
476 S476Q 1,13 1,03
476 S476R 1,01 1,08
476 S476T 1,78 1,01
476 S476V 1,21 0,89
476 S476W 1,43 0,78
476 S476Y 1,79 0,94

[0393] La Tabla 26-5 enumera las variantes de AmyS que son mutaciones combinables (2250) para las 152
posiciones. Estas variantes tienen valores de indice de rendimiento = 0,5 para al menos una propiedad (actividad
o0 estabilidad) y > 0,05 para ambas propiedades.
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
5 NOO5A 0,95 0,32
5 NO05C 0,98 0,29
5 NOO5E 1,04 0,43
5 NOO5F 0,79 0,15
5 NO05G 0,88 0,34
5 NOO5H 0,89 0,43
5 NOO5I 1,00 0,10
5 NOO5K 0,90 0,34
5 NOO5L 1,04 0,10
5 NOO5M 0,84 0,18
5 NOO5P 1,10 0,40
5 N005Q 1,07 0,58
5 NOO5R 0,94 0,40
5 NO05S 0,98 0,35
5 NOO5T 0,83 0,35
5 NOO5V 0,88 0,16
5 NOO5W 0,94 0,07
5 NOO5Y 1,07 0,21
6 GO06A 1,10 1,59
6 G006D 1,14 1,64
6 GOO6E 1,08 1,93
6 G006H 0,95 2,29
6 G006l 1,23 1,47
6 G006K 0,93 2,36
6 GO0O06L 1,15 1,61
6 G006M 1,11 1,60
6 GO06N 1,21 1,61
6 G006P 1,10 2,47
6 G006Q 1,26 1,34
6 GO06R 0,98 1,28
6 G006S 1,12 1,86
6 G006T 1,21 2,01
6 G006V 1,29 1,54
6 G00o6W 1,13 1,32
6 G00o6Y 1,07 1,88
13 EO013A 0,32 1,01
13 E013C 0,22 0,68
13 E013D 0,08 1,03
13 E013G 0,18 1,00
13 EO013H 0,60 1,10
13 E013lI 0,15 0,87
13 E013K 0,22 1,22
13 E013L 0,20 1,02
13 E013M 0,20 0,96
13 E013Q 0,21 0,96
13 EO13R 0,28 1,04
13 E013S 0,28 0,92
13 E013T 0,19 0,79
13 E013V 0,19 0,76
13 E013W 0,05 0,76
13 E013Y 0,89 0,93
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
14 WO014A 0,95 0,77
14 W014C 0,91 0,71
14 W014D 0,81 0,59
14 WO014E 0,95 1,07
14 WO014F 1,06 1,25
14 W014G 0,97 0,88
14 W014I 1,12 0,40
14 W014K 1,01 0,69
14 W014L 0,88 0,15
14 W014M 1,18 0,84
14 WO014N 0,92 0,99
14 WO014P 0,84 0,98
14 W014Q 0,94 0,67
14 WO014R 0,97 0,67
14 WO014S 0,97 1,02
14 WO014T 1,22 1,22
14 W014V 1,17 0,81
14 w014y 1,08 1,71
15 YO015A 1,05 1,48
15 Y015C 0,70 1,15
15 YO015D 0,77 1,82
15 YO15E 0,68 1,96
15 Y015G 0,69 1,89
15 YO015H 1,01 1,85
15 YO015I 0,63 0,91
15 Y015K 0,74 1,58
15 YO15L 0,67 0,76
15 Y015M 0,72 1,12
15 YO15N 0,99 1,88
15 YO015P 0,57 1,59
15 Y015Q 0,80 1,74
15 YO015R 0,72 1,60
15 Y015S 0,58 1,78
15 YO015T 0,87 1,47
15 YO15W 0,95 1,44
16 LO16A 0,81 1,31
16 L016D 0,93 1,12
16 LO16E 1,09 1,21
16 LO16F 2,17 0,98
16 L016G 0,61 1,35
16 LO16H 0,96 1,21
16 LO16l 0,79 1,12
16 LO16K 0,79 1,41
16 LO16M 0,94 1,15
16 LO16N 0,92 1,32
16 LO16P 0,35 1,30
16 L016Q 0,96 1,33
16 LO16R 0,71 1,28
16 L016S 0,94 1,19
16 LO16T 0,87 1,32
16 LO16V 0,87 1,16
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
16 LO16W 0,75 0,99
16 LO16Y 0,97 1,10
18 DO018A 1,08 0,89
18 DO18F 0,68 0,58
18 D018G 0,88 0,87
18 D018H 0,84 0,84
18 D018l 0,79 0,70
18 D018K 0,88 0,65
18 D018L 0,60 0,72
18 DO018N 0,73 1,01
18 D018P 0,84 1,04
18 D018Q 0,80 1,00
18 DO18R 0,81 0,65
18 D018S 0,81 0,93
18 D018T 0,81 0,91
18 D018V 0,89 0,77
18 D018W 0,72 0,51
18 D018Y 0,72 0,87
20 GO020A 0,79 0,25
20 G020C 0,58 0,24
20 G020D 0,92 0,96
20 GO020E 0,89 0,95
20 GO020F 0,65 0,13
20 G020H 0,75 0,11
20 G020l 0,96 0,28
20 G020M 0,69 0,10
20 GO020N 0,78 0,09
20 G020Q 0,61 0,07
20 G020T 0,82 0,09
20 G020V 0,77 0,19
20 G020wW 0,80 0,69
25 K025A 1,22 0,82
25 K025C 1,33 1,46
25 K025D 1,06 1,03
25 K025E 1,07 0,95
25 K025F 1,00 0,58
25 K025G 1,27 0,97
25 K025H 1,03 1,06
25 K025L 1,12 0,64
25 K025M 1,03 0,61
25 K025N 0,91 1,06
25 K025P 0,98 0,55
25 K025Q 1,24 1,07
25 K025R 1,08 0,96
25 K025S 1,07 0,98
25 K025T 1,14 0,89
25 K025Y 0,98 0,65
27 A027C 0,79 0,55
27 A027D 1,01 0,95
27 AQ27E 0,93 0,95
27 AQ27F 0,88 0,85
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
27 A027G 1,20 0,98
27 AO027H 1,05 1,00
27 A027I 1,05 0,87
27 A027K 0,86 1,01
27 A027L 1,06 0,86
27 AQ27M 1,21 0,88
27 AO027N 1,06 1,00
27 AQ27P 1,13 0,43
27 A027Q 1,00 0,96
27 AO027R 1,11 0,89
27 A027S 1,16 0,97
27 AQ27T 1,20 0,90
27 A027V 1,20 0,82
27 AQ27W 1,13 0,76
27 A027Y 0,97 0,28
29 E029A 1,05 0,50
29 E029D 0,94 1,11
29 E029G 0,75 0,37
29 E029H 0,83 0,83
29 E029K 1,05 0,89
29 E029L 0,76 0,22
29 E029M 0,76 0,15
29 E029N 1,02 0,89
29 E029P 0,87 0,33
29 E029Q 1,04 0,86
29 EO029R 1,09 0,92
29 E029S 0,97 0,83
29 E029T 0,95 0,59
29 E029W 0,74 0,10
36 LO36A 0,95 0,85
36 L036C 0,83 0,43
36 L036D 0,91 0,27
36 LO36E 0,90 0,40
36 LO36F 1,14 0,90
36 L036G 0,92 0,34
36 LO36H 0,92 0,77
36 LO36I 1,17 0,89
36 LO36K 1,01 1,05
36 LO36M 1,05 1,05
36 LO36N 1,02 0,68
36 LO36P 0,90 0,06
36 L036Q 1,40 0,78
36 LO36R 1,12 0,76
36 L0O36S 1,25 0,69
36 LO36T 1,11 0,64
36 LO36V 0,88 0,97
36 LO36W 0,92 0,63
36 LO36Y 1,07 0,91
39 T039C 1,09 1,05
39 T039D 1,15 1,47
39 TO39E 1,15 1,32
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
39 TO39F 1,16 0,48
39 T039G 1,23 1,05
39 TO39H 1,16 1,10
39 TO39K 1,12 1,10
39 TO39M 1,18 0,54
39 TO39N 1,14 1,64
39 TO39P 1,11 0,26
39 T039Q 1,20 1,43
39 TO39R 1,01 1,10
39 T039S 1,15 1,02
39 TO39V 1,30 0,82
39 TO39W 1,11 0,25
50 TO50A 1,09 0,98
50 TO50C 1,03 0,34
50 TO50D 0,87 0,91
50 TO50F 0,86 0,43
50 TO50G 1,00 1,18
50 TO50H 0,97 0,82
50 TO50I 1,24 0,61
50 TO50K 1,13 0,80
50 TO50L 1,22 0,67
50 TO50M 1,32 0,62
50 TO50N 1,20 1,12
50 TO50P 1,03 0,99
50 T050Q 1,31 1,08
50 TO50R 1,13 0,79
50 T050S 1,07 1,09
50 TO50V 1,02 0,79
50 TO50W 0,90 0,18
50 TO50Y 1,14 0,42
52 RO52A 0,99 1,02
52 R052C 0,87 0,62
52 R052D 0,76 0,85
52 RO52E 0,77 0,97
52 R052G 0,96 0,93
52 RO52H 0,91 0,99
52 R0O52K 0,93 1,02
52 RO52L 1,10 0,98
52 R052M 1,01 1,00
52 RO52N 0,95 0,99
52 R0O52P 1,05 0,95
52 R052S 1,21 0,92
52 RO52T 1,11 1,00
52 RO52V 1,14 0,95
52 RO52W 1,00 0,83
52 RO52Y 0,99 0,96
53 S053A 1,03 1,00
53 S053C 0,73 0,58
53 S053D 0,75 0,83
53 S053E 1,05 0,88
53 S053F 0,87 0,85
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
53 S053G 1,14 0,93
53 S053H 1,12 1,00
53 S053lI 0,99 1,12
53 S053K 1,03 1,10
53 S053L 0,93 0,96
53 S053M 0,96 0,97
53 S053P 0,88 1,00
53 S053Q 0,94 0,94
53 S053R 0,83 1,15
53 S053T 1,25 1,02
53 S053V 1,11 0,94
53 S053wW 1,09 0,84
53 S053Y 0,94 0,93
54 DO54A 0,34 0,88
54 D054C 0,64 0,38
54 D054G 0,11 0,97
54 DO054H 0,11 1,04
54 D054I 0,30 0,83
54 D054M 0,11 0,88
54 DO054N 0,94 1,05
54 DO054R 0,06 0,89
54 D054S 0,38 0,96
54 D054T 0,17 0,95
54 D054V 0,17 0,77
67 E067C 1,08 0,75
67 E067D 0,90 1,07
67 E067G 1,01 1,13
67 E067H 1,04 1,03
67 E067K 0,98 0,94
67 EO067L 0,97 0,95
67 E067M 0,93 0,91
67 EO67N 1,32 0,95
67 E067Q 0,93 0,95
67 EO67R 1,01 0,90
67 E067S 1,23 1,00
67 E067T 0,99 0,98
67 E067Y 1,11 0,93
71 KO71A 0,72 0,81
71 K071C 0,80 0,61
71 K071D 0,69 0,71
71 KO71E 0,80 0,84
71 KO71F 0,47 0,61
71 K071G 0,74 0,91
71 KO71H 0,96 0,88
71 K071l 0,83 0,75
71 KO71L 0,55 0,61
71 K0O71M 0,80 0,68
71 KO71N 1,11 0,89
71 KO71P 0,92 0,86
71 K071Q 0,98 0,77
71 K0O71R 1,10 1,10
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
71 K071S 0,99 0,97
71 KO71T 0,95 0,83
71 K071V 0,94 0,84
71 KO71W 0,82 0,91
71 KO71Y 0,52 0,71
73 TO73A 0,97 1,11
73 TO73C 0,91 0,60
73 TO73D 0,89 1,02
73 TO73E 0,75 1,08
73 TO73F 0,73 0,99
73 T073G 0,79 1,12
73 TO73H 0,86 0,88
73 TO73I 0,66 1,02
73 TO73K 0,20 0,97
73 TO73L 0,47 1,17
73 TO73M 0,59 0,64
73 TO73N 0,73 1,08
73 TO73P 0,57 0,98
73 TO73R 0,40 1,11
73 T073S 0,87 1,10
73 TO73V 0,67 1,09
73 TO73W 0,83 1,07
73 TO73Y 0,79 1,10
75 RO75A 1,05 1,14
75 RO75C 0,88 0,85
75 RO75D 0,87 0,99
75 RO75E 0,86 1,01
75 RO75F 0,76 0,92
75 RO75G 0,79 1,04
75 RO75H 0,85 1,07
75 RO75I 0,86 1,01
75 RO75L 0,88 1,04
75 RO75M 1,04 1,04
75 RO75P 0,90 0,93
75 R0O75Q 0,90 0,95
75 R0O75S 0,66 0,60
75 RO75T 0,98 0,88
75 RO75V 0,78 0,94
75 RO75W 0,75 0,93
75 RO75Y 0,68 1,04
77 KO77A 0,38 0,98
77 K077C 0,28 0,51
77 KO77E 0,11 0,77
77 KO77F 0,20 0,72
77 K077G 0,13 0,76
77 KO771 0,16 1,00
77 KO77L 0,54 0,98
77 KO77M 0,58 0,99
77 KO77Q 0,07 0,86
77 KO77R 0,77 1,07
77 K0O77S 0,11 0,89
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
77 K077V 0,05 0,83
80 TO80A 0,88 1,01
80 T080C 0,91 0,69
80 TO80D 1,22 0,86
80 TO8OE 0,71 0,92
80 TO8OF 1,10 0,50
80 T080G 1,02 0,93
80 TO80OH 1,01 0,95
80 TO80I 1,29 0,82
80 TO80K 0,90 0,86
80 TO80L 0,82 0,98
80 TO80OM 0,97 0,95
80 TO8ON 0,90 1,00
80 TO80OP 0,88 0,88
80 T080Q 0,87 0,88
80 TO80OR 0,99 0,76
80 T080S 0,83 1,09
80 TO80OV 0,87 0,87
80 TO8OW 0,77 0,89
80 TO80OY 0,72 0,97
81 KO81A 0,87 0,94
81 K081C 0,84 0,74
81 K081D 0,96 0,83
81 KO81E 0,69 0,92
81 K081G 0,86 0,81
81 K081H 0,73 1,03
81 K081l 0,82 0,79
81 K081L 0,87 1,01
81 K081M 0,93 1,04
81 K081P 0,90 0,79
81 K081Q 0,84 1,03
81 K081R 0,90 1,04
81 K081S 0,74 0,98
81 K081T 0,80 0,93
81 K081V 0,66 1,03
81 K081W 0,60 0,98
81 K081Y 0,89 1,20
83 QO083A 1,20 0,98
83 Q083C 1,79 0,17
83 Q083D 0,94 0,92
83 QO083E 0,98 0,95
83 QO083F 0,87 0,80
83 Q083G 0,76 1,01
83 QO083H 0,78 0,86
83 Q083 0,69 0,85
83 Q083L 0,77 0,91
83 Q083M 0,91 0,96
83 QO083P 1,01 0,82
83 QO083R 0,91 0,90
83 Q083S 0,75 0,99
83 Q083T 0,84 0,84
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
83 Q083V 0,73 0,80
83 Q083W 0,82 0,78
83 Q083Y 0,71 0,93
85 LO85A 0,94 1,06
85 L085C 0,90 0,63
85 L0O85D 0,84 1,04
85 LO85E 1,09 1,02
85 L085G 0,85 0,90
85 LO85H 0,73 1,02
85 LO85I 0,89 0,88
85 LO85K 0,96 0,93
85 LO85M 1,01 1,04
85 LO85N 1,10 0,89
85 LO85P 1,01 0,72
85 L085Q 0,91 0,99
85 LO85R 0,96 1,01
85 L085S 1,02 1,04
85 LO85T 0,83 1,12
85 LO85W 0,93 0,95
85 LO85Y 0,70 1,08
90 A090C 1,00 0,65
90 A090D 1,12 0,92
90 AQ90E 1,20 0,92
90 AO090F 0,99 0,76
90 A090G 1,04 0,87
90 AO090H 1,05 1,03
90 A090I 0,90 0,83
90 A090K 0,93 1,04
90 A090L 0,76 0,92
90 AQ90M 1,02 1,02
90 AO090N 1,02 0,98
90 AQ90P 1,39 0,10
90 A090Q 0,94 0,93
90 AQ90R 0,90 0,90
90 A090S 1,16 0,99
90 A090T 0,78 0,88
90 A090V 0,79 0,87
90 AQ90W 0,69 0,84
90 A090Y 0,83 0,96
92 H092C 0,75 0,29
92 H092D 1,06 0,69
92 HO92E 0,88 0,76
92 HO92F 0,92 0,28
92 H092G 0,86 0,81
92 H092K 0,89 0,98
92 HO92N 0,85 0,78
92 H092Q 0,80 0,89
92 HO92R 0,75 0,96
92 H092S 0,70 0,87
92 H092T 0,68 0,47
92 HO92V 0,70 0,28
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
92 H092W 0,83 0,44
92 H092Y 0,71 0,63
106 H106D 0,58 0,07
106 H106P 0,59 0,06
107 K107A 0,46 0,81
107 K107C 0,42 0,67
107 K107D 0,32 0,51
107 K107E 0,35 0,70
107 K107F 0,42 0,66
107 K107G 0,23 0,76
107 K107H 0,34 0,94
107 K107I 0,29 0,69
107 K107L 0,53 0,75
107 K107M 0,60 0,79
107 K107N 0,43 0,88
107 K107Q 0,63 0,74
107 K107R 1,05 0,71
107 K107S 0,30 0,78
107 K107T 0,38 0,72
107 K107V 0,41 0,70
107 K107Y 0,40 0,64
111 D111A 0,55 0,95
111 D111C 0,71 0,60
111 D111E 0,87 1,01
111 D111F 0,63 0,65
111 D111G 0,74 0,90
111 D111H 0,50 0,85
111 D111l 0,56 0,91
111 D111K 0,45 0,62
111 D111L 0,44 0,86
111 D111M 0,65 1,00
111 D111IN 0,97 0,87
111 D111P 0,78 0,71
111 D111Q 0,77 0,95
111 D111R 0,53 0,07
111 D111S 0,67 0,91
111 D111T 0,61 1,02
111 D111V 0,58 1,02
111 D111W 0,42 0,54
111 D111Y 0,49 0,92
113 T113A 0,89 0,97
113 T113C 0,80 0,82
113 T113D 0,94 0,95
113 T113E 0,92 0,91
113 T113F 0,76 0,92
113 T113G 0,88 1,08
113 T113H 0,88 0,96
113 T113I 1,14 0,88
113 T113K 0,93 1,13
113 T113L 1,08 1,08
113 T113M 0,83 0,99
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
113 T113P 1,05 0,96
113 T113Q 0,88 1,05
113 T113R 0,88 1,03
113 T113V 1,12 0,94
113 T113W 1,06 0,88
114 E114A 0,54 0,97
114 E114C 0,62 0,76
114 E114D 0,71 0,82
114 E114F 0,36 0,92
114 E114G 0,59 1,01
114 E114H 0,49 0,92
114 E114l 0,54 0,86
114 E114L 0,43 0,97
114 E114M 0,77 0,97
114 E114N 0,67 0,88
114 E114R 0,35 0,84
114 E114T 0,54 0,94
114 E114V 0,43 0,85
114 E114W 0,31 0,94
114 E114Y 0,26 0,93
120 E120A 0,29 1,20
120 E120C 0,24 0,89
120 E120H 0,09 0,90
120 E120I 0,60 0,87
120 IE120L 0,20 0,97
120 E120M 0,39 0,96
120 E120N 0,16 1,02
120 E120Q 0,66 1,10
120 E120R 0,12 1,12
120 E120S 0,08 1,07
120 E120T 0,22 1,06
120 E120V 0,53 0,93
120 E120W 0,15 0,81
120 E120Y 0,07 0,98
121 V121C 0,92 0,55
121 V121T 0,07 0,92
128 Q128C 0,42 0,95
128 Q128D 0,15 1,05
128 Q128E 0,90 1,00
128 Q128H 0,34 1,05
128 Q128I 0,90 0,89
128 Q128K 0,52 1,15
128 Q128L 0,47 0,97
128 Q128N 0,12 1,05
128 Q128R 0,31 1,14
128 Q128S 0,28 1,02
128 Q128V 0,86 0,97
128 Q128W 0,07 0,76
128 Q128Y 0,13 0,86
131 S131D 0,26 1,08
131 S131G 0,24 0,86
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
131 S131N 0,76 1,02
131 S131T 0,49 0,90
133 T133A 0,95 1,13
133 T133C 0,49 0,97
133 T133D 1,03 0,99
133 T133E 0,82 1,02
133 T133F 0,17 0,97
133 T133G 0,47 0,84
133 T133H 0,41 1,19
133 T133l 0,86 0,96
133 T133K 0,47 0,85
133 T133L 0,41 1,06
133 T133M 0,51 1,05
133 T133N 0,68 1,13
133 T133P 1,41 1,08
133 T133Q 0,63 1,10
133 T133R 0,18 1,13
133 T133S 0,72 1,08
133 T133V 1,25 0,92
133 T133W 0,14 0,98
133 T133Y 0,41 1,01
137 Q137A 0,92 0,97
137 Q137C 1,09 0,77
137 Q137D 0,89 0,96
137 Q137E 1,06 0,87
137 Q137F 0,85 0,86
137 Q137G 1,13 0,94
137 Q137H 0,95 1,05
137 Q137 0,93 0,22
137 Q137L 1,20 0,82
137 Q137M 1,30 0,83
137 Q137P 0,07 1,05
137 Q137R 0,95 1,05
137 Q137S 1,45 0,98
137 Q137T 1,12 0,91
137 Q137V 1,02 0,86
137 Q137W 1,06 0,88
137 Q137Y 0,94 0,89
138 A138G 0,90 1,02
138 A138I 0,23 0,90
138 A138N 0,50 0,94
138 A138P 1,07 1,15
138 A138Q 0,13 0,69
138 A138S 1,12 1,02
138 A138T 1,16 1,05
138 A138V 1,17 0,87
138 A138Y 0,14 0,97
139 W139A 0,82 0,89
139 W139C 0,75 0,39
139 W139D 0,93 1,40
139 W139E 0,81 0,97
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
139 W139G 0,79 0,74
139 W139H 0,97 1,59
139 W139I 0,74 0,58
139 W139K 0,68 0,42
139 W139L 0,78 0,59
139 W139M 0,87 1,00
139 W139N 1,13 0,85
139 W139Q 0,82 0,79
139 W139R 0,96 1,29
139 W139S 0,93 1,04
139 W139T 0,71 0,87
139 W139V 0,72 0,66
139 W139Y 1,14 1,63
141 K141A 1,09 0,73
141 K141C 1,03 0,85
141 K141D 0,89 0,98
141 K141E 3,48 0,92
141 K141F 0,89 0,80
141 K141G 1,18 0,96
141 K141H 1,13 0,99
141 K141l 1,40 0,87
141 K141L 122 0,85
141 K141M 1,23 1,01
141 K141N 1,11 1,02
141 K141P 1,07 0,96
141 K141Q 1,28 0,97
141 K141R 1,23 0,99
141 K141S 1,21 0,98
141 K141T 1,17 0,94
141 K141V 1,21 1,00
141 K141W 1,16 0,87
141 K141Y 1,17 0,88
143 D143A 0,95 1,04
143 D143C 1,11 0,84
143 D143E 1,12 0,98
143 D143G 1,13 1,09
143 D143H 0,91 0,98
143 D143l 1,05 0,94
143 D143K 0,86 0,96
143 D143M 0,86 1,05
143 D143N 1,10 0,99
143 D143P 0,98 0,84
143 D143V 1,00 1,01
143 D143W 1,00 0,99
143 D143Y 0,75 0,15
147 R147A 0,73 0,25
147 R147D 0,66 0,07
147 R147G 0,74 0,11
147 R147H 0,81 0,21
147 R147K 1,05 0,48
147 R147M 0,65 0,07
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
147 R147N 0,91 0,30
147 R147Q 0,88 0,30
147 R147S 0,90 0,39
147 R147T 0,90 0,10
149 N149A 0,94 0,93
149 N149D 0,89 0,95
149 N149E 0,98 0,93
149 N149F 1,09 0,85
149 N149G 0,90 0,93
149 N149H 1,01 0,98
149 N149I| 1,15 0,83
149 N149K 0,90 0,88
149 N149L 0,88 0,94
149 N149Q 1,00 0,93
149 N149R 0,80 0,95
149 N149S 0,94 1,03
149 N149V 1,06 0,87
149 N149W 1,01 0,87
150 T150A 0,90 0,96
150 T150C 1,03 0,72
150 T150D 0,82 0,87
150 T150E 4,54 0,87
150 T150G 0,99 0,86
150 T150I1 0,82 0,93
150 T150K 0,86 0,96
150 T150L 0,83 0,07
150 T150M 1,05 1,00
150 T150N 0,98 1,08
150 T150Q 0,83 0,99
150 T150R 0,99 1,04
150 T150S 0,77 0,96
150 T150V 0,90 0,93
150 T150Y 1,18 1,00
151 Y151A 0,96 0,87
151 Y151C 0,80 0,67
151 Y151D 0,99 0,71
151 Y151E 0,76 0,71
151 Y151F 0,96 0,88
151 Y151G 1,17 0,79
151 Y151H 1,04 0,87
151 Y1511 1,22 0,78
151 Y151L 1,05 0,90
151 Y151M 1,02 0,83
151 Y151N 0,98 0,91
151 Y151P 0,89 0,77
151 Y151Q 1,07 0,75
151 Y151R 1,05 0,76
151 Y151S 0,85 0,80
151 Y151T 1,04 0,80
151 Y151V 1,14 0,80
151 Y151W 1,16 0,79
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
152 S152A 0,95 0,88
152 S152C 0,83 0,75
152 S152E 1,09 0,71
152 S152F 0,75 0,22
152 S152G 1,25 0,91
152 S152H 0,99 0,71
152 S1521 0,81 0,22
152 S152K 0,74 0,58
152 S152N 1,20 0,43
152 S152Q 0,71 0,21
152 S152R 0,89 0,86
152 S152T 1,16 0,99
152 S152V 0,79 0,42
152 S152wW 0,73 0,22
152 S152Y 0,91 0,26
155 K155A 1,10 0,85
155 K155C 0,92 0,72
155 K155D 0,94 0,85
155 K155E 0,82 0,79
155 K155G 1,05 0,58
155 K155H 1,04 0,84
155 K155L 1,05 0,89
155 K155M 0,91 0,91
155 K155N 1,18 0,90
155 K155P 0,99 0,94
155 K155Q 0,84 0,90
155 K155R 1,20 0,93
155 K155S 1,22 0,85
155 K155T 1,12 0,76
155 K155V 1,01 0,85
155 K155W 1,09 0,88
155 K155Y 1,21 0,80
160 H160A 0,89 0,89
160 H160C 0,84 0,98
160 H160D 0,89 0,69
160 H160E 0,86 0,52
160 H160F 0,77 0,79
160 H160G 0,82 0,36
160 H160I 0,36 0,58
160 H160L 1,03 0,92
160 H160M 0,56 0,97
160 H160N 1,11 1,02
160 H160Q 0,98 0,47
160 H160R 0,54 0,62
160 H160T 1,01 0,91
160 H160V 0,76 0,74
160 H160W 0,26 0,66
160 H160Y 0,86 0,89
165 D165A 0,53 0,12
165 D165C 1,01 0,07
165 D165E 1,14 0,07
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
165 D165G 0,63 0,20
165 D165M 0,58 0,10
165 D165N 1,16 1,10
165 D165Q 0,53 0,11
165 D165S 0,83 0,43
168 E168A 0,83 0,92
168 E168C 0,83 0,50
168 E168D 0,82 0,57
168 E168F 0,69 0,59
168 E168G 0,92 0,75
168 E168H 0,84 0,90
168 E168I 1,08 0,71
168 E168L 0,80 0,92
168 E168M 1,12 0,80
168 E168N 0,97 0,83
168 E168Q 0,88 0,87
168 E168R 1,18 0,90
168 E168S 0,95 0,83
168 E168T 0,83 0,16
168 E168V 0,89 0,73
168 E168W 123 0,66
168 E168Y 0,76 0,82
172 L172A 1,14 1,06
172 L172C 1,07 0,89
172 L172D 0,83 0,91
172 L172E 0,97 1,01
172 L172G 0,50 0,60
172 L172H 0,93 1,06
172 L172] 0,97 0,90
172 L172K 0,98 1,12
172 L172M 0,86 0,91
172 L172N 0,91 0,96
172 L172P 0,17 0,83
172 L172Q 1,00 0,89
172 L172R 1,16 1,06
172 L172S 0,78 1,01
172 L172T 0,82 0,94
172 L172V 1,02 0,88
172 L172W 1,09 0,92
172 L172Y 1,06 0,98
173 S173A 0,92 0,74
173 S173C 0,82 0,57
173 S173D 0,63 0,71
173 S173E 1,07 0,65
173 S173F 0,82 0,25
173 S173G 0,73 0,78
173 S173H 0,85 0,66
173 S1731 1,20 0,59
173 S173K 1,17 1,03
173 S173L 0,75 0,20
173 S173M 1,05 0,48
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
173 S173N 1,02 0,84
173 S173Q 1,08 0,84
173 S173R 0,88 1,03
173 S173T 1,33 0,86
173 S173V 1,12 0,46
173 S173W 0,86 0,20
173 S173Y 0,90 0,25
177 K177L 0,89 0,91
177 K177M 0,10 0,90
177 K177Q 0,08 1,07
177 K177R 0,47 1,09
188 E188P 140 1,16
191 T191A 0,49 1,11
191 T191C 0,13 1,07
191 T191D 0,91 1,03
191 T191G 0,19 1,09
191 T191I 0,18 1,06
191 T191M 0,06 1,09
191 T191N 0,76 1,13
191 T191P 0,99 1,07
191 T191Q 0,18 1,17
191 T191S 0,72 1,05
191 T191V 0,16 1,02
192 E192C 0,55 1,12
192 E192D 0,42 1,50
192 E192Q 0,22 1,55
192 E192T 0,10 1,35
193 N193C 0,73 0,62
193 N193F 1,71 0,98
193 N193H 1,10 0,92
193 N193K 1,28 1,17
193 N193L 1,22 0,78
193 N193M 0,81 0,96
193 N193R 0,87 0,97
193 N193W 1,09 0,73
193 N193Y 1,89 1,10
196 Y196A 0,74 1,57
196 Y196D 0,29 1,29
196 Y196F 0,74 1,38
196 Y196N 0,54 0,94
196 Y196S 0,36 1,59
199 L199V 0,61 0,13
200 M200A 1,03 0,68
200 M200C 0,84 0,53
200 M200D 0,71 0,81
200 M200E 0,54 0,55
200 M200lI 1,14 0,57
200 M200L 0,68 1,11
200 M200N 0,46 0,72
200 M200Q 0,78 0,77
200 M200S 0,61 1,11
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
200 M200T 0,80 0,61
200 M200V 0,97 0,56
201 Y201A 0,90 1,41
201 Y201C 1,22 0,14
201 Y201D 0,60 0,73
201 Y201E 0,81 1,36
201 Y201F 0,85 0,81
201 Y201G 0,56 1,63
201 Y201H 1,06 1,44
201 Y201l 1,35 0,11
201 Y201K 0,89 0,08
201 Y201L 1,05 0,18
201 Y201M 1,16 1,21
201 Y201N 1,15 0,31
201 Y201Q 1,11 0,79
201 Y201R 0,87 0,06
201 Y201S 0,74 1,11
201 Y201T 0,65 0,39
201 Y201W 0,73 0,08
202 A202C 0,97 0,57
202 A202D 0,83 0,93
202 A202E 0,49 0,85
202 A202G 0,45 0,83
202 A202| 0,50 1,02
202 A202L 0,46 0,95
202 A202M 0,32 0,84
202 A202N 0,53 1,08
202 A202Q 0,47 1,01
202 A202S 0,69 0,79
202 A202T 0,63 1,07
202 A202V 0,82 1,02
213 T213A 1,11 0,98
213 T213C 0,97 0,77
213 T213D 1,12 0,91
213 T213E 1,11 0,88
213 T213F 1,13 0,75
213 T213G 1,11 0,91
213 T213H 0,92 1,00
213 T213K 0,90 1,11
213 T213L 1,26 0,75
213 T213M 1,26 0,78
213 T213N 1,11 0,91
213 T213P 0,94 0,91
213 T213Q 1,12 1,02
213 T213R 1,05 1,05
213 T213S 1,10 1,08
213 T213V 1,35 0,76
213 T213W 1,17 0,68
216 K216A 0,66 0,24
216 K216E 1,03 1,30
216 K216G 0,83 1,20
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
216 K216H 0,90 1,28
216 K216M 0,97 1,39
216 K216P 0,91 0,97
216 K216Q 1,04 1,34
216 K216R 0,77 1,32
216 K216S 0,97 1,28
216 K216T 0,99 1,22
216 K216V 0,95 1,07
216 K216W 1,00 1,13
216 K216Y 0,79 1,31
217 N217A 1,10 0,87
217 N217C 0,81 0,78
217 N217F 0,90 0,88
217 N217G 0,95 0,90
217 N217H 1,09 0,90
217 N217I 1,08 0,76
217 N217L 1,09 0,82
217 N217M 0,97 0,80
217 N217P 0,97 0,73
217 N217Q 1,31 0,74
217 N217R 1,19 0,87
217 N217S 1,05 0,87
217 N217T 1,01 0,87
217 N217V 1,18 0,69
217 N217W 0,99 0,80
220 K220A 1,06 0,79
220 K220C 1,05 0,75
220 K220D 1,02 0,88
220 K220E 1,12 0,88
220 K220F 1,03 0,78
220 K220G 1,10 0,84
220 K220H 1,12 0,81
220 K220l 1,13 0,81
220 K220M 1,05 0,75
220 K220N 1,17 0,80
220 K220P 1,33 0,89
220 K220Q 1,21 0,87
220 K220R 1,26 0,83
220 K220S 1,30 0,81
220 K220V 1,21 0,82
220 K220W 1,01 0,81
220 K220Y 1,08 0,84
221 W221A 0,88 1,54
221 W221C 0,95 1,09
221 W221D 0,84 1,31
221 W221F 1,07 1,28
221 w221l 1,33 1,23
221 W221L 0,88 1,50
221 W221M 1,16 1,35
221 W221N 1,11 1,57
221 W221R 0,93 1,29
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
221 W221S 1,34 1,40
221 W221V 1,13 1,31
221 W221Y 1,14 1,36
227 N227A 1,01 1,02
227 N227C 0,92 0,95
227 N227D 1,01 1,06
227 N227E 1,03 1,06
227 N227F 0,72 0,81
227 N227G 1,05 1,09
227 N227H 0,95 1,13
227 N227I 1,03 0,76
227 N227K 1,00 1,13
227 N227L 0,84 0,75
227 N227M 0,84 0,87
227 N227P 1,08 0,88
227 N227Q 0,94 1,00
227 N227R 0,89 1,03
227 N227S 0,96 0,95
227 N227T 1,06 0,96
227 N227V 1,05 0,84
227 N227W 1,07 0,81
227 N227Y 1,01 0,85
232 R232H 0,66 0,34
232 R232K 0,52 0,47
232 R232M 0,62 0,12
232 R232Q 0,54 0,12
232 R232S 0,59 0,16
232 R232T 0,76 0,17
232 R232V 0,70 0,15
235 A235C 0,86 0,53
235 A235D 0,70 0,98
235 A235E 0,93 0,84
235 A235F 1,01 0,68
235 A235G 1,17 0,78
235 A235H 0,80 1,01
235 A235I 1,07 0,84
235 A235K 0,93 1,14
235 A235L 0,89 0,97
235 A235M 0,99 0,91
235 A235N 0,78 1,03
235 A235P 0,97 0,48
235 A235Q 1,01 0,89
235 A235R 1,03 1,14
235 A235S 0,92 1,00
235 A235V 1,01 0,86
235 A235W 0,98 0,60
235 A235Y 0,91 0,93
237 K237R 0,48 0,88
238 H238N 0,21 0,83
240 K240M 0,31 1,13
240 K240Q 0,12 1,21
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
240 K240R 0,27 1,41
246 D246A 0,73 1,03
246 D246E 1,18 1,03
246 D246F 0,67 1,02
246 D246G 0,61 1,09
246 D246H 0,71 1,05
246 D246l 0,75 0,85
246 D246K 0,36 1,18
246 D246L 0,81 0,91
246 D246M 0,80 0,92
246 D246N 0,68 0,97
246 D246P 0,47 0,81
246 D246Q 0,78 0,98
246 D246R 0,24 1,31
246 D246S 0,97 1,01
246 D246T 0,83 1,14
246 D246Y 0,90 0,96
249 S249A 1,06 0,97
249 S249C 0,93 0,74
249 S249D 0,98 0,94
249 S249E 1,27 0,92
249 S249F 0,91 0,74
249 S249G 0,91 0,94
249 S249H 1,04 0,93
249 S249K 1,15 1,02
249 S249L 1,14 0,82
249 S249M 0,95 0,77
249 S249P 1,09 0,80
249 S249Q 1,20 0,94
249 S249R 1,07 1,03
249 S249T 1,17 0,91
249 S249V 1,01 0,74
249 S249W 1,13 0,77
249 S249Y 1,07 0,87
250 Y250A 0,99 1,21
250 Y250C 1,03 1,12
250 Y250D 0,97 1,29
250 Y250E 1,13 1,33
250 Y250F 1,29 1,28
250 Y250G 1,09 1,33
250 Y250l 1,35 1,27
250 Y250K 1,07 1,48
250 Y250L 1,02 1,32
250 Y250M 1,35 1,39
250 Y250N 1,05 1,40
250 Y250P 0,71 1,05
250 Y250Q 1,01 1,54
250 Y250R 0,99 1,55
250 Y250S 1,02 1,41
250 Y250W 0,99 1,35
252 R252A 1,12 1,08
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
252 R252C 0,97 0,81
252 R252D 0,89 0,86
252 R252E 1,09 1,12
252 R252F 1,01 0,89
252 R252G 0,76 1,00
252 R252I 1,07 0,97
252 R252K 1,19 1,21
252 R252L 1,32 0,96
252 R252M 0,98 0,96
252 R252N 1,15 0,97
252 R252P 0,72 0,83
252 R2520Q 1,16 1,04
252 R252S 1,04 1,01
252 R252T 1,09 0,99
252 R252V 1,01 0,94
252 R252Y 1,14 0,86
253 S253A 1,09 0,97
253 S253D 1,07 1,04
253 S253F 1,19 0,82
253 S253G 1,18 0,92
253 S253H 1,13 0,97
253 S253I 1,13 0,84
253 S253K 1,10 1,01
253 S253L 1,09 0,79
253 S253N 1,06 1,03
253 S253P 0,95 0,90
253 S253Q 1,13 0,93
253 S253T 1,14 0,97
253 S253V 1,15 0,90
253 S253W 1,04 0,87
253 S253Y 1,34 0,94
254 Q254A 0,98 0,88
254 Q254C 0,94 0,66
254 Q254D 1,10 0,90
254 Q254E 1,29 0,89
254 Q254F 1,23 0,74
254 Q254G 1,15 0,77
254 Q254H 1,04 0,94
254 Q2541 1,12 0,91
254 Q254K 1,00 0,99
254 Q254L 1,09 0,82
254 Q254M 0,94 0,89
254 Q254N 1,17 0,90
254 Q254R 1,05 0,98
254 Q254S 1,07 0,98
254 Q254T 1,21 0,65
254 Q254V 1,31 0,92
254 Q254W 1,17 0,69
254 Q254Y 1,03 0,87
255 T255A 1,09 0,73
255 T255C 0,89 0,78
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
255 T255E 1,09 0,64
255 T255F 1,30 0,68
255 T255G 1,15 0,73
255 T255H 1,10 0,74
255 T255I 1,18 0,70
255 T255K 1,27 0,83
255 T255L 0,97 0,73
255 T255M 0,98 0,72
255 T255N 0,83 0,76
255 T255P 0,77 0,59
255 T255R 1,12 0,85
255 T255S 1,10 0,84
255 T255V 1,17 0,70
255 T255W 1,27 0,74
255 T255Y 1,02 0,72
257 K257A 1,08 0,67
257 K257C 0,89 0,49
257 K257D 1,16 0,75
257 K257E 1,15 0,76
257 K257F 1,03 0,92
257 K257G 0,97 0,73
257 K257H 1,12 0,69
257 K257I 1,09 0,59
257 K257L 1,26 0,74
257 K257M 1,29 0,79
257 K257N 1,16 0,83
257 K257P 0,62 0,38
257 K257Q 1,18 0,82
257 K257R 1,03 0,89
257 K257S 1,29 0,71
257 K257T 1,04 0,77
257 K257V 1,31 0,78
257 K257W 0,99 0,72
258 P258A 0,97 1,08
258 pP258C 1,17 0,85
258 P258D 1,33 1,10
258 P258E 0,95 1,05
258 P258F 0,96 0,75
258 P258G 1,30 1,02
258 P258H 1,38 1,13
258 P258lI 1,27 0,25
258 P258K 1,29 1,11
258 P258L 1,08 0,61
258 P258M 1,09 0,91
258 P258N 1,07 1,01
258 P258Q 1,31 1,13
258 P258R 1,02 1,13
258 P258S 1,12 1,08
258 P258T 1,27 1,10
258 pP258Vv 1,29 0,80
258 P258W 1,14 0,87
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
258 pP258Y 1,16 1,08
268 Y268A 0,86 1,39
268 Y268C 0,47 1,10
268 Y268D 0,59 1,44
268 Y268E 0,55 1,47
268 Y268F 1,28 1,07
268 Y268G 1,03 1,21
268 Y268H 0,87 1,24
268 Y268K 0,78 1,90
268 Y268L 0,72 1,10
268 Y268M 0,97 1,15
268 Y268N 0,69 1,51
268 Y268P 0,78 1,41
268 Y268Q 0,71 1,30
268 Y268R 0,76 1,49
268 Y268S 1,06 1,22
268 Y268T 0,99 1,12
268 Y268V 0,88 0,99
268 Y268W 0,97 1,07
272 K272R 0,90 0,86
274 H274A 0,66 1,40
274 H274C 0,65 0,68
274 H274D 0,64 1,20
274 H274E 0,86 1,14
274 H274F 0,88 1,00
274 H274G 0,56 1,36
274 H274l 0,76 1,39
274 H274K 0,85 1,60
274 H274L 0,87 1,40
274 H274N 0,67 1,50
274 H274Q 0,84 1,47
274 H274R 0,80 1,50
274 H274S 0,67 1,28
274 H274T 0,69 1,38
274 H274W 1,26 0,79
274 H274Y 1,05 1,07
275 N275A 0,32 1,01
275 N275C 0,22 0,68
275 N275D 0,08 1,03
275 N275G 0,18 1,00
275 N275H 0,60 1,10
275 N275I 0,15 0,87
275 N275K 0,22 1,22
275 N275L 0,20 1,02
275 N275M 0,20 0,96
275 N275Q 0,21 0,96
275 N275R 0,28 1,04
275 N275S 0,28 0,92
275 N275T 0,19 0,79
275 N275V 0,19 0,76
275 N275W 0,05 0,76
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
275 N275Y 0,89 0,93
283 T283A 1,06 0,97
283 T283C 1,16 0,78
283 T283D 0,92 1,03
283 T283E 0,95 1,01
283 T283G 0,97 1,01
283 T283H 1,09 0,84
283 T283I 1,10 0,72
283 T283K 1,14 1,01
283 T283L 1,07 0,76
283 T283M 1,26 0,93
283 T283N 1,29 0,96
283 T283P 0,46 0,56
283 T283R 0,82 1,08
283 T283S 1,02 1,06
283 T283V 1,23 0,81
283 T283W 1,07 0,75
283 T283Y 1,01 1,04
285 S285A 0,93 0,80
285 S285C 0,73 0,61
285 S285D 0,91 1,09
285 S285E 1,33 0,89
285 S285F 1,18 1,02
285 S285H 0,98 1,10
285 S285I 0,84 0,52
285 S285K 1,16 0,84
285 S285L 0,85 0,54
285 S285M 0,98 0,76
285 S$285Q 1,38 1,22
285 S285R 0,84 0,96
285 S285T 0,98 0,79
285 S285V 0,70 0,63
285 S285W 1,13 1,08
285 S285Y 0,97 1,49
293 N293A 1,02 0,93
293 N293C 0,78 0,69
293 N293D 1,08 0,89
293 N293E 0,87 0,92
293 N293F 0,89 0,70
293 N293G 1,31 0,92
293 N293H 1,12 1,05
293 N293lI 0,94 0,75
293 N293K 1,42 1,41
293 N293L 0,87 0,81
293 N293M 0,95 1,07
293 N293P 0,97 0,40
293 N293Q 1,14 1,06
293 N293R 0,86 1,37
293 N293S 0,93 0,95
293 N293T 1,10 1,12
293 N293V 1,04 0,82
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
293 N293W 1,09 0,78
293 N293Y 1,19 0,74
294 K294A 0,83 0,92
294 K294C 0,83 0,50
294 K294D 0,82 0,57
294 K294E 0,83 0,68
294 K294F 0,69 0,59
294 K294G 0,92 0,75
294 K294H 0,84 0,90
294 K294l 1,08 0,71
294 K294L 0,80 0,92
294 K294M 1,12 0,80
294 K294N 0,97 0,83
294 K294Q 0,88 0,87
294 K294R 1,18 0,90
294 K294S 0,95 0,83
294 K294T 0,83 0,16
294 K294V 0,89 0,73
294 K294W 1,23 0,66
294 K294Y 0,76 0,82
297 T297C 0,86 0,53
297 T297D 0,70 0,98
297 T297E 0,93 0,84
297 T297F 1,01 0,68
297 T297G 1,17 0,78
297 T297H 0,80 1,01
297 T297I1 1,07 0,84
297 T297K 0,93 1,14
297 T297L 0,89 0,97
297 T297M 0,99 0,91
297 T297N 0,78 1,03
297 T297P 0,97 0,48
297 T297Q 1,01 0,89
297 T297R 1,03 1,14
297 T297S 0,92 1,00
297 T297V 1,01 0,86
297 T297W 0,98 0,60
297 T297Y 0,91 0,93
300 K300A 0,99 0,79
300 K300C 0,95 0,39
300 K300D 0,91 0,61
300 K300E 0,86 0,78
300 K300F 0,74 0,63
300 K300G 0,98 0,62
300 K300H 1,04 0,83
300 K300l 1,02 0,82
300 K300L 0,91 0,73
300 K300M 1,17 0,80
300 K300N 1,02 0,80
300 K300Q 0,90 0,86
300 K300R 1,20 0,92
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
300 K300S 0,93 0,80
300 K300T 1,16 0,87
300 K300V 1,15 0,84
300 K300W 0,97 0,57
301 S301A 1,10 0,89
301 S301E 1,12 0,94
301 S301F 1,44 0,68
301 S301G 1,02 1,05
301 S301H 1,12 0,87
301 S3011 1,28 0,74
301 S301K 1,08 1,05
301 S301L 1,09 0,97
301 S301M 1,09 0,87
301 S301N 1,16 0,64
301 S301P 1,21 0,61
301 S301Q 1,18 0,95
301 S301R 1,35 0,89
301 S301T 1,23 0,85
301 S301V 1,18 0,81
301 S301wW 1,27 0,75
301 S301Y 1,10 0,80
306 D306A 0,82 0,40
306 D306C 0,74 0,30
306 D306E 0,80 0,71
306 D306F 0,71 0,10
306 D306G 0,76 0,26
306 D306H 0,84 0,35
306 D306l 0,80 0,18
306 D306K 0,77 0,41
306 D306L 0,78 0,18
306 D306N 1,15 0,89
306 D306P 0,82 0,39
306 D306Q 1,03 0,43
306 D306R 0,82 0,27
306 D306S 0,81 0,50
306 D306T 0,88 0,29
306 D306V 0,99 0,22
306 D306Y 0,94 0,12
309 T309C 1,15 0,59
309 T309D 1,27 0,89
309 T309E 0,95 0,91
309 T309F 1,15 0,80
309 T309G 1,17 1,00
309 T309H 0,94 0,97
309 T309I 1,17 0,82
309 T309K 1,18 1,08
309 T309L 1,15 0,95
309 T309M 1,15 0,97
309 T309N 1,20 0,99
309 T309P 0,93 0,20
309 T309Q 1,19 0,98
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309 T309R 1,12 1,08
309 T309S 1,00 1,04
309 T309V 1,38 0,95
309 T309W 1,08 0,77
309 T309Y 1,11 0,94
312 T312A 1,01 1,00
312 T312C 0,99 0,70
312 T312D 1,03 0,96
312 T312E 1,15 0,95
312 T312F 1,05 0,92
312 T312G 1,18 1,07
312 T312H 1,30 0,99
312 T312K 0,83 0,25
312 T312L 1,08 0,95
312 T312M 0,98 0,91
312 T312N 1,04 0,99
312 T312P 0,74 0,85
312 T312Q 1,05 0,94
312 T312R 1,13 1,00
312 T312S 1,29 0,99
312 1312V 1,40 0,87
312 T312W 1,14 0,83
312 T312Y 1,31 0,92
313 N313A 1,01 0,93
313 N313C 0,95 0,63
313 N313D 0,95 0,51
313 N313E 1,05 0,90
313 N313F 1,06 0,64
313 N313G 1,25 0,96
313 N313H 1,25 0,94
313 N313I 1,44 0,55
313 N313K 1,12 0,85
313 N313L 1,21 0,85
313 N313M 1,02 0,89
313 N313P 1,05 0,81
313 N313Q 1,00 1,00
313 N313R 1,19 1,13
313 N313S 1,25 1,05
313 N313V 1,28 0,74
313 N313W 1,01 0,67
313 N313Y 1,10 0,90
317 K317A 0,98 0,94
317 K317C 0,83 0,54
317 K317D 0,82 0,86
317 K317E 0,78 0,91
317 K317F 0,92 0,84
317 K317G 0,91 0,88
317 K317L 1,10 0,86
317 K317M 1,02 0,95
317 K317N 1,03 0,92
317 K317P 0,86 0,80
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317 K317Q 0,76 0,94
317 K317R 0,78 0,89
317 K317S 1,04 0,93
317 K317T 0,94 0,88
317 K317V 1,00 0,93
317 K317W 1,08 0,83
317 K317Y 1,05 0,93
318 D318A 0,93 1,38
318 D318E 0,90 1,09
318 D318F 0,78 1,22
318 D318G 0,91 1,39
318 D318H 1,12 1,10
318 D318l 0,75 1,40
318 D318K 0,65 1,73
318 D318L 1,00 1,31
318 D318M 0,90 1,26
318 D318N 0,92 1,19
318 D318P 0,61 0,37
318 D318Q 0,93 1,14
318 D318R 0,71 1,54
318 D318S 1,11 1,37
318 D318T 1,40 1,32
318 D318V 0,81 1,34
318 D318W 0,90 1,07
318 D318Y 1,10 1,33
319 Q319A 1,02 1,13
319 Q319C 0,73 1,38
319 Q319D 0,85 1,31
319 Q319E 0,98 1,20
319 Q319F 0,87 1,11
319 Q319G 1,14 1,03
319 Q319H 0,94 1,28
319 Q3191 0,94 1,32
319 Q319K 1,10 1,52
319 Q319L 0,95 1,11
319 Q319M 0,90 1,09
319 Q319N 0,91 1,12
319 Q319P 1,13 0,57
319 Q319R 1,18 1,44
319 Q319S 0,91 1,12
319 Q319T 0,98 1,10
319 Q319V 1,07 1,08
319 Q319W 1,05 1,08
319 Q319Y 1,04 1,41
320 P320A 1,02 0,96
320 P320C 1,01 0,75
320 P320D 0,74 0,91
320 P320E 1,04 0,85
320 P320F 0,76 0,77
320 P320G 1,00 1,00
320 P320H 1,00 1,18
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320 P320I 0,86 0,80
320 P320K 0,96 1,23
320 P320L 0,87 0,83
320 P320M 1,04 0,60
320 P320Q 0,95 1,08
320 P320R 0,79 1,25
320 P320S 1,16 1,03
320 P320T 1,11 1,28
320 P320V 1,08 0,88
320 P320W 0,90 1,03
320 P320Y 1,05 1,03
338 L338A 1,36 1,29
338 L338C 1,24 0,67
338 L338D 1,00 0,94
338 L338E 0,87 0,65
338 L338F 0,90 0,17
338 L338G 1,38 1,34
338 L338H 0,05 0,05
338 1338l 1,12 1,32
338 L338M 1,20 1,27
338 L338P 1,11 1,23
338 L338Q 0,96 0,61
338 L338S 1,13 1,51
338 L338T 1,42 1,05
338 L338V 1,14 1,55
338 L338W 0,98 0,14
338 L338Y 1,15 0,11
339 Q339A 1,08 1,13
339 Q339C 0,88 0,79
339 Q339D 0,93 0,11
339 Q339E 1,07 0,84
339 Q339F 0,86 0,55
339 Q339G 1,17 1,21
339 Q339H 1,03 1,04
339 Q339K 1,26 1,13
339 Q339L 1,12 0,70
339 Q339M 0,93 0,81
339 Q339P 1,02 1,24
339 Q339R 0,81 0,35
339 Q339S 1,02 1,02
339 Q339T 1,35 1,01
339 Q339V 1,23 0,76
339 Q339Y 1,14 0,78
340 S340A 1,23 1,43
340 S340C 0,74 0,75
340 S340D 0,97 1,63
340 S340E 0,92 1,58
340 S340F 0,83 0,82
340 S340H 1,12 1,45
340 S340I 1,07 1,07
340 S340K 0,99 1,76
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340 S340M 1,24 1,20
340 S340N 1,10 1,75
340 S340P 0,69 0,81
340 S$340Q 1,21 1,76
340 S340T 1,21 1,14
340 S340V 1,00 1,09
340 S340Y 1,02 0,97
343 D343A 0,96 0,35
343 D343C 1,32 0,74
343 D343E 1,00 1,07
343 D343F 0,91 0,79
343 D343H 0,98 1,02
343 D343l 1,27 0,88
343 D343L 0,95 1,08
343 D343M 0,99 1,02
343 D343N 1,05 0,88
343 D343P 1,30 1,03
343 D343Q 1,14 1,01
343 D343R 1,25 1,03
343 D343T 1,08 0,98
343 D343W 1,00 0,64
343 D343Y 1,29 0,82
345 W345A 1,05 0,90
345 W345C 0,97 0,43
345 W345D 1,10 1,15
345 W345E 1,06 1,24
345 W345F 1,07 0,55
345 W345H 1,15 1,10
345 W345I 1,28 0,90
345 W345L 1,07 0,99
345 W345M 1,02 1,01
345 W345N 1,07 1,10
345 W345P 1,00 0,94
345 W345Q 1,26 1,10
345 W345S 1,01 1,12
345 W345T 1,15 1,15
345 W345V 1,16 1,02
363 C363A 0,84 1,06
363 C363D 0,87 1,74
363 C363E 0,99 1,34
363 C363F 0,83 1,03
363 C363G 0,61 0,83
363 C363H 0,78 0,76
363 C363l 0,92 0,63
363 C363L 0,73 0,89
363 C363M 0,97 1,36
363 C363N 0,92 1,86
363 C363Q 0,88 1,78
363 C363S 0,88 1,35
363 C363T 1,15 0,18
363 C363V 1,02 0,99
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363 C363W 0,35 0,70
363 C363Y 0,92 0,12
366 Y366A 0,96 1,14
366 Y366D 0,52 1,18
366 Y366E 0,91 1,18
366 Y366F 0,91 0,87
366 Y366G 0,94 1,08
366 Y366H 1,07 1,12
366 Y366I 0,85 0,87
366 Y366K 0,72 0,82
366 Y366L 0,77 0,61
366 Y366M 0,92 0,79
366 Y366N 1,03 0,91
366 Y366P 0,54 0,78
366 Y366Q 1,03 1,49
366 Y366R 0,96 0,96
366 Y366S 1,07 1,02
366 Y366T 1,01 0,91
366 Y366V 1,04 0,94
366 Y366W 1,11 0,99
369 Y369E 0,98 0,87
369 Y369F 1,03 0,79
369 Y369G 0,86 0,33
369 Y369H 0,89 0,78
369 Y369l 1,33 0,91
369 Y369K 1,07 0,80
369 Y369M 1,06 1,02
369 Y369P 0,49 0,20
369 Y369Q 1,07 0,79
369 Y369R 1,11 0,95
369 Y369S 0,89 0,60
369 Y369T 1,28 0,68
369 Y369V 1,17 0,91
369 Y369W 1,09 0,95
370 Y370A 1,03 1,21
370 Y370D 0,48 1,35
370 Y370E 0,98 1,35
370 Y370F 0,90 0,73
370 Y370G 1,21 1,18
370 Y370H 0,96 1,36
370 Y370l 0,99 1,00
370 Y370K 0,93 1,65
370 Y370L 0,93 0,88
370 Y370M 0,91 1,04
370 Y370N 1,04 1,41
370 Y370P 0,44 0,67
370 Y370Q 0,87 1,51
370 Y370S 1,06 1,50
370 Y370T 1,07 1,10
370 Y370V 1,05 1,13
370 Y370W 0,94 0,91

199




ES 2 527 645 T3

Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS
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375 Y375A 1,03 1,39
375 Y375C 0,59 0,48
375 Y375D 0,96 1,52
375 Y375E 0,96 1,48
375 Y375F 0,90 1,00
375 Y375G 0,90 0,98
375 Y375H 0,98 1,16
375 Y375l 0,94 1,06
375 Y375K 0,96 1,43
375 Y375L 1,03 1,07
375 Y375M 0,98 1,05
375 Y375N 0,92 1,48
375 Y375P 0,92 0,89
375 Y375Q 0,92 1,56
375 Y375R 0,77 1,61
375 Y375S 0,92 1,29
375 Y375T 1,25 1,04
375 Y375W 0,98 0,88
379 S379A 1,01 1,02
379 S379C 0,60 0,44
379 S379D 0,92 0,96
379 S379E 0,99 1,01
379 S379G 0,90 0,91
379 S3791 0,80 0,70
379 S379K 1,00 1,12
379 S379L 0,84 0,56
379 S379M 0,87 0,80
379 S379N 1,03 0,98
379 S379P 0,61 0,39
379 S379Q 0,94 0,98
379 S379R 0,96 1,01
379 S379T 1,07 0,95
379 S379V 0,90 0,75
379 S379W 0,70 0,35
379 S379Y 0,92 0,59
381 K381A 0,85 0,78
381 K381C 0,86 0,35
381 K381D 0,87 0,65
381 K381E 0,93 0,81
381 K381F 0,96 0,20
381 K381G 0,96 0,82
381 K381H 1,13 0,73
381 K381l 0,98 0,36
381 K381L 0,95 0,38
381 K381M 0,93 0,56
381 K381N 0,87 0,68
381 K381P 1,18 0,39
381 K381Q 1,03 0,90
381 K381R 1,20 0,95
381 K381S 1,18 0,89
381 K381T 1,01 0,60
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381 K381V 1,00 0,43
381 K381W 0,90 0,22
381 K381Y 0,87 0,63
385 D385A 1,01 0,88
385 D385E 0,89 1,05
385 D385F 0,73 0,54
385 D385G 1,05 0,88
385 D385H 0,96 0,99
385 D385K 1,00 1,06
385 D385L 0,96 0,47
385 D385N 0,91 0,96
385 D385Q 1,02 1,01
385 D385R 0,86 0,95
385 D385S 1,10 1,00
385 D385T 1,22 0,92
385 D385V 0,85 0,43
385 D385W 0,98 0,53
386 P386A 0,90 0,80
386 P386C 0,72 0,69
386 P386D 0,85 0,94
386 P386E 0,94 0,87
386 P386F 0,72 0,66
386 P386G 1,02 0,77
386 P386H 0,89 0,93
386 P386I 1,12 0,73
386 P386K 1,22 0,87
386 P386L 0,96 0,73
386 P386M 0,94 0,70
386 P386N 0,91 0,86
386 P386Q 0,95 0,86
386 P386S 0,83 0,82
386 P386T 1,00 0,54
386 P386V 1,11 0,79
386 P386W 0,90 0,44
386 P386Y 0,91 0,78
391 R391A 0,58 0,22
391 R391H 0,59 0,29
391 R391K 0,88 0,59
391 R391N 0,71 0,38
391 R391Q 0,62 0,28
391 R391T 0,67 0,25
392 R392A 0,89 0,73
392 R392C 0,74 0,66
392 R392E 0,79 0,46
392 R392F 1,03 0,43
392 R392G 0,99 0,65
392 R392H 0,86 0,96
392 R392I 1,08 0,57
392 R392K 1,10 1,09
392 R392L 0,91 0,63
392 R392M 1,07 0,72
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392 R392N 0,89 0,90
392 R392P 0,67 0,31
392 R3920Q 1,12 0,75
392 R392S 1,00 0,73
392 R392T 1,00 0,91
392 R392V 0,89 0,48
392 R392W 0,68 0,23
392 R392Y 1,00 0,60
393 D393A 0,98 0,77
393 D393C 0,69 0,48
393 D393E 0,92 0,81
393 D393F 0,84 0,61
393 D393G 1,08 0,75
393 D393H 0,88 0,75
393 D393K 1,09 0,80
393 D393L 1,04 0,70
393 D393Q 1,00 0,82
393 D393R 0,88 0,64
393 D393S 0,92 0,91
393 D393T 1,12 0,90
393 D393V 1,04 0,63
393 D393W 0,95 0,66
393 D393Y 1,01 0,66
394 Y394A 0,91 0,86
394 Y394D 0,98 0,84
394 Y394E 0,92 1,03
394 Y394F 1,07 0,98
394 Y394G 1,13 0,85
394 Y394H 1,04 0,99
394 Y394l 1,11 0,95
394 Y394K 1,09 1,07
394 Y394L 1,22 1,11
394 Y394M 0,74 0,23
394 Y394N 1,00 1,01
394 Y394Q 1,09 1,13
394 Y394S 1,11 1,15
394 Y394V 3,00 0,75
394 Y394W 1,11 1,16
400 H400A 1,24 0,89
400 H400C 1,16 0,73
400 H400D 1,05 0,82
400 H400E 0,99 0,95
400 H400F 1,01 0,94
400 H400G 0,90 0,83
400 H400I 1,04 0,91
400 H400K 0,92 1,03
400 H400L 0,90 0,88
400 H400M 1,01 0,91
400 H400N 1,26 0,92
400 H400Q 0,96 0,94
400 H400R 1,03 0,87
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400 H400S 0,94 0,92
400 H400T 0,95 0,88
400 H400V 1,28 0,91
400 H400W 1,17 0,80
400 H400Y 1,15 0,92
402 Y402A 1,07 0,97
402 Y402C 0,92 0,76
402 Y402D 0,90 0,80
402 Y402E 1,09 0,77
402 Y402F 0,89 0,82
402 Y402G 0,92 0,81
402 Y402H 1,21 0,91
402 Y402| 1,36 0,75
402 Y402K 0,95 0,84
402 Y402L 1,09 0,49
402 Y402M 1,14 0,88
402 Y402N 1,06 0,86
402 Y402P 1,03 0,28
402 Y402Q 0,98 0,83
402 Y402R 1,16 0,75
402 Y402T 1,32 1,02
402 Y402V 1,40 0,95
402 Y402W 1,24 0,89
403 L403A 1,20 0,89
403 L403C 1,10 0,98
403 L403D 1,03 0,95
403 L403E 1,26 0,93
403 L403F 1,03 0,74
403 L403G 1,22 0,96
403 L403H 1,10 0,90
403 L403M 1,11 0,99
403 L403N 0,98 0,95
403 L403P 0,78 0,47
403 L403Q 1,24 0,98
403 L403R 1,36 1,01
403 L403S 1,17 1,00
403 L403T 1,53 0,99
403 L403V 1,34 1,00
403 L403W 1,15 0,85
403 L403Y 1,16 0,97
404 D404A 1,12 0,73
404 D404C 1,28 0,61
404 D404E 1,38 0,78
404 D404G 1,25 0,77
404 D404l 1,20 0,84
404 D404K 1,10 0,83
404 D404L 1,09 0,91
404 D404M 1,13 0,76
404 D404N 1,13 0,98
404 D404P 1,05 0,56
404 D404Q 1,17 0,91
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404 D404R 1,15 0,77
404 D404S 1,19 0,99
404 D404V 1,28 0,79
404 D404W 1,05 0,76
404 D404Y 1,08 0,81
406 S406A 0,99 0,99
406 S406C 1,11 0,85
406 S406D 0,93 1,02
406 S406E 0,95 0,91
406 S406F 0,86 0,88
406 S406G 0,93 0,86
406 S406H 0,88 0,98
406 S4061 0,92 0,91
406 S406K 0,95 0,82
406 S406L 0,94 0,98
406 S406M 0,89 0,90
406 S406N 1,09 0,94
406 S406P 0,91 0,93
406 S406T 1,18 0,97
406 S406V 1,14 0,87
406 S406Y 0,99 0,80
407 D407C 1,14 0,41
407 D407E 0,82 0,59
407 D407F 0,88 0,35
407 D407G 1,10 0,38
407 D407H 0,85 0,63
407 D4071 1,05 0,22
407 D407K 1,00 0,44
407 D407L 0,91 0,18
407 D407M 1,05 0,37
407 D407N 1,11 0,96
407 D407Q 0,94 0,53
407 D407R 0,78 0,36
407 D407S 0,93 0,65
407 D407T 1,06 0,49
407 D407V 0,93 0,29
407 D407W 1,06 0,20
407 D407Y 0,85 0,38
410 G410A 0,90 1,00
410 G410C 1,04 0,81
410 G410F 0,96 0,22
410 G410H 0,93 0,34
410 G410M 1,13 0,35
410 G410N 0,99 0,27
410 G410Q 1,05 0,14
410 G410R 0,98 0,27
410 G410T 1,08 0,70
410 G410V 1,10 0,42
410 G410Y 0,92 0,49
413 R413A 1,02 1,06
413 R413D 0,71 0,40
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413 R413E 0,86 0,67
413 R413G 1,19 0,33
413 R413H 1,06 0,95
413 R413I 0,96 0,75
413 R413K 1,08 0,95
413 R413L 1,02 0,96
413 R413M 0,81 0,81
413 R413N 0,93 0,72
413 R413Q 0,81 0,35
413 R413S 0,85 0,87
413 R413V 0,93 0,73
413 R413W 0,92 0,41
413 R413Y 0,73 0,49
414 E414A 1,06 0,70
414 E414C 1,05 0,55
414 E414D 1,13 0,75
414 E414F 0,81 0,59
414 E414G 0,82 0,68
414 E414H 0,89 0,65
414 E414| 0,98 0,60
414 E414K 0,96 0,65
414 E414L 1,16 0,71
414 E414M 0,88 0,72
414 E414N 0,99 0,57
414 E414P 0,85 0,60
414 E414Q 0,85 0,70
414 E414R 1,00 0,65
414 E414S 0,91 0,63
414 E414T 0,79 0,67
414 E414W 1,03 0,25
414 E414Y 0,78 0,58
416 V416A 0,93 0,67
416 V416C 0,94 0,61
416 V416D 1,05 0,71
416 V416H 0,92 0,78
416 V416l 0,83 0,74
416 V416K 0,71 0,65
416 V416L 0,96 0,81
416 V416M 1,06 0,78
416 V416N 0,92 0,66
416 V416P 1,18 0,53
416 V416Q 1,02 0,74
416 V416R 1,02 0,29
416 V416S 1,15 0,46
416 V416T 1,01 0,65
416 V416W 0,83 0,55
416 V416Y 0,89 0,69
419 K419A 1,36 1,29
419 K419C 1,24 0,67
419 K419D 1,00 0,94
419 K419E 0,87 0,65
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419 K419F 0,90 0,17
419 K419H 0,05 0,05
419 K419l 1,12 1,32
419 K419M 1,20 1,27
419 K419P 1,11 1,23
419 K419Q 0,96 0,61
419 K419S 1,13 1,51
419 K419T 1,42 1,05
419 K419V 1,14 1,55
419 K419W 0,98 0,14
419 K419Y 1,15 0,11
422 S422A 0,64 0,97
422 S422C 0,96 0,71
422 S422D 0,97 0,96
422 S422E 1,31 0,78
422 S422F 0,96 0,71
422 S422G 1,20 0,99
422 S422H 1,06 0,66
422 S4221 1,11 0,85
422 S422K 1,16 0,96
422 S422L 0,99 0,74
422 S422M 1,04 0,94
422 S422N 1,12 1,03
422 S422P 0,84 0,70
422 S422Q 0,15 0,82
422 S422R 1,02 0,94
422 S422T 0,97 0,92
422 S422V 1,17 0,88
422 S422W 0,96 0,70
422 S422Y 1,09 0,92
427 L427A 0,93 0,66
427 L427C 1,02 0,68
427 LA27E 0,86 0,27
427 L427F 0,89 0,30
427 L427G 0,63 0,26
427 L427I 1,08 0,64
427 L427M 0,86 0,79
427 L427N 0,76 0,31
427 L427P 1,13 0,06
427 L427Q 0,95 0,53
427 L427S 0,78 0,27
427 L427T 0,80 0,70
427 L427V 0,82 0,72
433 G433A 1,27 1,08
433 G433C 1,15 0,69
433 G433D 1,05 0,96
433 G433E 0,92 0,99
433 G433F 1,04 0,92
433 G433H 1,27 0,99
433 G433l 1,37 0,86
433 G433K 1,27 1,05
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433 G433L 1,30 0,90
433 G433M 1,23 1,01
433 G433N 1,07 0,75
433 G433P 1,13 0,95
433 G433Q 0,78 0,99
433 G433R 1,00 0,91
433 G433S 1,17 0,96
433 G433T 1,17 0,90
433 G433V 1,27 0,95
433 G433Y 1,26 1,01
436 K436A 0,92 0,94
436 K436C 0,90 0,84
436 K436D 0,86 0,93
436 K436E 0,70 0,87
436 K436F 0,81 0,64
436 K436G 0,84 0,77
436 K436H 1,09 0,89
436 K436l 1,08 0,81
436 K436L 1,01 0,78
436 K436M 0,76 0,85
436 K436N 0,98 0,92
436 K436P 0,88 0,71
436 K436Q 1,01 0,96
436 K436R 1,06 0,79
436 K436S 0,75 0,92
436 K436T 0,95 0,90
436 K436V 0,98 0,87
436 K436W 1,07 0,71
436 K436Y 0,99 0,80
439 Y439A 1,02 0,78
439 Y439D 1,01 0,85
439 Y439F 0,77 0,78
439 Y439G 1,01 0,77
439 Y439H 0,96 0,73
439 Y439K 0,96 0,74
439 Y439M 1,04 0,77
439 Y439N 0,96 0,83
439 Y439P 0,87 0,85
439 Y439Q 0,90 0,88
439 Y439R 0,75 0,80
439 Y439S 0,94 0,82
439 Y439T 0,84 0,79
439 Y439V 1,04 0,70
439 Y439W 0,86 0,72
442 K442A 1,38 0,98
442 K442F 1,04 0,97
442 K442G 1,23 1,02
442 K442H 1,07 1,04
442 K442l 1,13 0,93
442 K442N 1,39 1,03
442 K442P 1,11 1,03
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
442 K442Q 1,11 1,05
442 K442R 1,33 1,01
442 K442S 1,24 1,07
442 K442T 1,34 1,06
442 K442V 1,20 0,99
442 K442W 1,32 0,98
442 K442Y 1,24 1,08
445 A445C 0,98 0,83
445 A445D 1,04 0,87
445 A445G 1,21 1,01
445 A445H 0,90 0,93
445 A445] 1,25 0,84
445 A445K 1,20 0,11
445 A445L 1,17 0,92
445 A445N 1,20 0,91
445 A445P 0,91 0,77
445 A445R 0,91 0,89
445 A445S 1,16 0,94
445 A445T 1,29 0,88
445 A445V 1,27 0,93
445 A445W 1,25 0,80
447 K447A 1,09 1,06
447 K447C 1,11 0,87
447 K447D 1,00 0,99
447 K447F 1,09 0,84
447 K447G 1,06 0,94
447 K447H 1,13 0,92
447 K447I 1,22 0,91
447 K447L 1,06 1,01
447 K447M 1,07 0,96
447 K447N 1,43 0,97
447 K447Q 1,34 1,00
447 K447R 1,10 0,96
447 K447S 0,90 0,92
447 K447T 1,21 0,37
447 K447V 0,69 0,86
447 K447W 1,31 0,89
447 K447Y 1,21 0,96
448 V448A 0,98 0,96
448 \V448C 1,36 0,98
448 V448D 1,15 1,02
448 V448F 1,48 1,01
448 V448G 1,26 1,05
448 V448H 1,37 1,03
448 V448 1,44 0,97
448 V448K 1,20 1,07
448 \V448L 1,04 1,08
448 V448M 1,13 0,97
448 V448N 1,24 0,70
448 \V448P 0,84 1,19
448 V448Q 1,18 1,16
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
448 \V448S 1,20 1,10
448 V448W 1,08 0,89
448 \V448Y 1,33 1,27
450 Y450A 0,95 0,94
450 Y450C 1,22 0,84
450 Y450D 1,19 0,95
450 Y450E 1,01 0,92
450 Y450G 1,02 0,93
450 Y450H 1,23 0,90
450 Y450K 1,18 0,94
450 Y450L 0,93 0,69
450 Y450M 1,29 0,89
450 Y450N 1,23 0,96
450 Y450P 0,75 0,30
450 Y450Q 1,00 0,95
450 Y450R 1,22 1,02
450 Y450S 1,22 1,01
450 Y450T 1,32 0,96
450 Y450W 1,21 0,95
452 LA52A 1,08 1,06
452 L452C 1,00 1,01
452 L452D 0,98 1,08
452 L452E 0,75 0,55
452 LAS2F 0,79 0,93
452 L452G 1,07 1,00
452 L452H 1,05 0,99
452 L452K 1,11 1,08
452 L452M 1,13 1,09
452 L452N 1,06 1,28
452 L452P 1,02 0,78
452 LA52Q 0,92 1,22
452 L452R 0,93 1,26
452 L452S 0,86 1,21
452 L452T 1,02 1,18
452 L452V 1,14 1,14
452 L452Y 1,17 1,07
455 NA455A 1,07 1,04
455 N455C 0,85 0,89
455 N455D 1,07 0,97
455 N455E 1,14 0,94
455 N455G 1,23 1,00
455 N455H 1,05 1,01
455 N455] 1,23 0,95
455 N455K 1,10 1,08
455 N455L 1,06 0,97
455 N455M 0,95 0,96
455 N455P 1,36 0,93
455 N455Q 0,96 0,91
455 N455R 1,13 1,02
455 N455S 1,04 0,91
455 N455T 1,16 0,90

209




ES 2 527 645 T3

Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
455 N455V 1,26 0,89
455 N455W 1,12 0,76
455 N455Y 1,08 0,15
463 N463A 1,25 1,06
463 N463D 0,97 1,02
463 N463F 1,04 0,87
463 N463G 1,04 1,00
463 N463H 1,12 0,99
463 N463K 1,07 1,00
463 N463L 1,16 1,01
463 N463M 1,24 1,08
463 N463P 0,93 1,05
463 N463Q 0,98 1,04
463 N463R 0,95 0,93
463 N463S 1,27 0,96
463 N463T 1,38 0,91
463 N463V 1,32 0,86
463 N463W 1,45 0,74
463 N463Y 1,20 0,90
465 D465A 0,76 1,06
465 D465C 0,84 0,74
465 D465E 0,95 0,93
465 D465F 0,78 0,89
465 D465G 1,35 0,92
465 D465H 1,06 0,92
465 D465 1,37 0,85
465 D465K 1,53 0,88
465 D465L 1,14 0,95
465 D465M 1,06 0,98
465 D465N 1,32 0,93
465 D465P 1,13 0,71
465 D465Q 0,86 0,94
465 D465R 1,18 0,90
465 D465S 0,87 0,98
465 D465T 1,42 0,92
465 D465V 1,24 0,93
465 D465W 1,00 0,83
465 D465Y 1,06 0,93
469 E469A 1,16 1,01
469 E469C 1,03 0,86
469 E469D 1,22 1,02
469 E469F 1,11 1,00
469 E469G 1,19 1,00
469 E469H 1,04 0,96
469 E469K 1,16 0,96
469 E469L 1,10 0,98
469 E469N 1,19 0,47
469 E469P 0,85 1,05
469 E469Q 1,03 1,04
469 E469R 1,01 0,75
469 E469S 0,91 1,08
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS

POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
469 E469T 1,15 1,06
469 E469V 1,15 1,08
469 E469W 1,24 0,97
469 E469Y 1,35 1,09
471 K471A 1,09 1,09
471 K471C 1,04 0,91
471 K471D 1,01 1,06
471 K471F 1,10 1,05
471 K471G 1,13 1,12
471 K471H 1,00 1,10
471 K471l 1,22 1,02
471 K471L 0,99 1,07
471 K471M 0,95 1,14
471 K471N 1,04 1,12
471 K471P 0,84 0,98
471 K471Q 0,90 1,08
471 K471R 0,77 1,33
471 K471S 0,97 1,01
471 K471T 1,11 1,09
471 K471V 1,28 1,11
471 K471Y 1,15 1,36
473 N473A 1,03 0,99
473 N473C 1,15 0,74
473 N473D 1,14 0,98
473 N473E 1,20 0,99
473 N473F 1,10 0,83
473 N473G 1,35 0,99
473 N473H 1,02 0,91
473 N4731 0,66 0,45
473 N473K 1,02 1,02
473 N473M 1,11 1,00
473 N473P 1,01 0,95
473 N473Q 1,13 0,99
473 N473R 1,08 1,05
473 N473S 1,15 0,98
473 N473T 1,04 1,04
473 N473W 0,85 0,64
473 N473Y 1,23 0,86
476 S476A 1,51 1,02
476 S476C 0,91 0,89
476 S476D 0,98 0,91
476 S476E 1,08 0,91
476 S476F 1,09 0,87
476 S476G 1,22 0,97
476 S476H 1,07 0,96
476 S476I 1,03 0,78
476 S476K 1,01 0,97
476 S476L 1,46 0,93
476 S476M 1,58 1,08
476 S476N 1,61 0,98
476 S476P 1,02 0,62
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Tabla 26-5: Mutaciones combinables en AmyS
POS variante Pl de la estabilidad Pl de la actividad
476 S476Q 1,13 1,03
476 S476R 1,01 1,08
476 S476T 1,78 1,01
476 S476V 1,21 0,89
476 S476W 1,43 0,78
476 S476Y 1,79 0,94

Ejemplo 27. Posiciones restrictivas frente a no restrictivas

[0394] Basandose en los datos de rendimiento relativo y estabilidad de las posiciones de AmyS descritas en el
Ejemplo 26, las posiciones de AmyS se clasificaron como “restrictivas” frete a “no restrictivas” como sigue: Las
posiciones no restrictivas tienen =20 % de mutaciones neutras para al menos una propiedad; y las posiciones
restrictivas tienen < 20 % de mutaciones neutras para actividad y estabilidad. Las posiciones no restrictivas son
buenas candidatas para la mutacion para disefiar a-amilasas con funcién mejorada debido a que un gran nimero
de mutaciones tienen un rendimiento o tolerado (para mantener un rendimiento cercano al de la enzima natural)
0 mejorado. Las posiciones restrictivas no son buenas candidatas para la mutacién puesto que generalmente no
toleran las mutaciones. Se pueden mejorar las propiedades de cualquier amilasa combinando mutaciones en
posiciones no restrictivas. La Tabla 27-1 muestra las dos posiciones restrictivas identificadas en AmyS (% =
porcentaje de variantes evaluadas que cumplieron con la definicion de mutacion neutra). La Tabla 27-2 muestra
las 150 posiciones no restrictivas identificadas en AmyS (% = porcentaje de variantes evaluadas que cumplieron
con la definicibn de mutacion neutra; =20 % de mutaciones neutras para al menos una propiedad). Se espera
que las posiciones restrictivas y no restrictivas se conserven entre las diferentes a-amilasas.

Tabla 27-1. Posiciones restrictivas en AmyS
Posicion Aminoéacido natural % del Pl de la estabilidad >0,5 | % del PI de la actividad >0,5
106 H 18 % 0%
199 L 13% 0 %
Tabla 27-2. Posiciones no restrictivas en AmyS
Posicion |  Aminoacido natural | % del Pl de la estabilidad >0,5 | % del PI de la actividad >0,5

5 N 100 % 6 %
6 G 100 % 100 %
13 E 11 % 89 %
14 w 100 % 84 %
15 Y 100 % 100 %
16 L 94 % 100 %
18 D 100 % 100 %
20 G 95 % 16 %
25 K 100 % 100 %
27 A 100 % 89 %
29 E 100 % 53 %
36 L 100 % 74 %
39 T 100 % 80 %
50 T 95 % 74 %
52 R 94 % 94 %
53 S 100 % 100 %
54 D 11 % 79 %
67 E 94 % 81 %
71 K 95 % 100 %
73 T 83 % 100 %
75 R 100 % 100 %
77 K 24 % 94 %
80 T 100 % 100 %
81 K 100 % 94 %
83 Q 100 % 94 %
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85 L 100 % 100 %
90 A 100 % 95 %
92 H 94 % 56 %
107 K 21 % 95 %
111 D 74 % 95 %
113 T 100 % 100 %
114 E 50 % 94 %
120 E 17 % 100 %
121 v 6 % 94 %
126 R 6 % 88 %
128 Q 29 % 88 %
131 S 13 % 94 %
133 T 53 % 100 %
137 Q 94 % 94 %
138 A 39 % 72 %
139 w 100 % 88 %
141 K 100 % 100 %
143 D 93 % 80 %
147 R 95 % 0%

149 N 100 % 93 %
150 T 100 % 88 %
151 Y 100 % 100 %
152 S 94 % 47 %
155 K 100 % 100 %
160 H 89 % 78 %
165 D 47 % 11 %
168 E 89 % 84 %
172 L 94 % 100 %
173 S 100 % 67 %
177 K 6 % 100 %
188 E 6 % 100 %
191 T 24 % 100 %
192 E 6 % 88 %
193 N 53 % 100 %
196 Y 18 % 100 %

Ejemplo 28. Reduccion de la viscosidad de las variantes de AmyS

[0395] Se monitorizé la reduccién de la viscosidad de diferentes lotes de harina de maiz (saco A, C, E, G) de las
variantes de AmyS como se describe en el Ejemplo 6 y se compard con la reduccién de la viscosidad de
SPEZYME® Xtra (Genencor). Los resultados se muestran en la Figura 32A y en la Tabla 28-1. Se pueden
identificar variantes de AmyS mejoradas en el ensayo de viscosimetro mediante un ndmero de criterios:
viscosidad pico disminuida, viscosidad final disminuida, o una dosis de enzima disminuida requerida para
producir viscosidades pico o finales similares en relacién con la dosis requerida para la enzima natural. En la
Tabla 28-1 se muestran en negrita las propiedades mejoradas de las variantes de AmysS.

Tabla 28-1; Reduccién de la viscosidad de la harina de maiz de las variantes AmyS en comparacién con Xtra
dosis (ug) viscosidad pico viscosidad final
saco de harina de maiz A Xtra (UFC) 30,0 20610 4850
1181A 27,5 16930 13140
1181P 27,5 17320 13910
dosis (us) viscosidad pico viscosidad final
saco de harina de maiz C Xtra 30,0 10870 3033
1181C 30,0 11810 1280
1181E 30,0 10800 1200
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1181Y 30,0 8990 2495
S242A 30,0 10770 740
S$242Q 30,0 8220 440
dosis (ug) viscosidad pico viscosidad final
saco de harina de maiz E Xtra 15,0 18890 2830
S242A 15,0 17300 1165
S242E 15,0 18640 1345
S242Q 15,0 20490 1800
dosis (ug) viscosidad pico viscosidad final
saco de harina de maiz G Xtra 20,0 26300 13100
S$242Q 20,0 20433 3660
G132A 20,0 18400 10800
N193Y 20,0 28900 11500
E188P 20,0 24000 6950

Ejemplo 29. Reduccion de la viscosidad de las variantes de AmyS en presencia de fitasa

[0396] La reduccién de la viscosidad de la harina de maiz de la AmyS N193Y se monitoriz6 con y sin la adicion
de Fitasa BP111 como se describe en el Ejemplo 6 con las siguientes modificaciones. El efecto de la reduccion
de la viscosidad se midi6 con pH 5.2, pH 5.5 y 5.8. Los resultados se muestran en la Figura 32B y C. La adicion
de Fitasa (BP111) a la AmyS N193Y aporta mejoras significativas a la capacidad de la variante para reducir la
viscosidad en el Viscosimetro.

[0397] Aunque la invencidon se ha descrito en relacién con los modos de realizacion preferidos especificos,
deberia entenderse que la invencion como se reivindica no deberia limitarse indebidamente a dichos modos de
realizacién especificos. De hecho, se pretende que varias modificaciones de los modos descritos para llevar a
cabo la invencion, que son obvias para los expertos en la materia, estén dentro del alcance de las siguientes

reivindicaciones.
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Reivindicaciones

1. Una variante de polipéptido que tiene actividad de a-amilasa en la que la variante de polipéptido tiene al
menos una caracteristica alterada que mejora el rendimiento de la enzima, comprendiendo la variante de
polipéptido:

una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
respecto a un polipéptido de a-amilasa parental seleccionado de entre AmyS que tienen la secuencia de
SEQ ID N°: 1 o una variante truncada de AmyS que tiene la secuencia de SEQ ID N° 2,y

gue tiene al menos la siguiente mutacion en un residuo de aminoacido correspondiente al del polipéptido
de a-amilasa parental como se determina alineando las variantes de polipéptidos con el polipéptido
parental, donde la mutacién cambia el residuo de aminoacido a partir del de los polipéptidos parentales,

y
donde la mutacién es una sustitucién que introduce uno o varios de los residuos de aminoacidos
seleccionados del grupo consistente en 188P y 188D.

2. Variante segun la reivindicacion 1, en la que la sustitucion es 188P y la variante ha mejorado la
termoestabilidad en comparacién con el polipéptido parental.

3. Variante segun la reivindicacion 1, en la que la sustitucion es 188D y la variante presenta actividad o expresion
aumentada en comparacion con el polipéptido parental.

4. Variante segun la reivindicacion 1, en la que la sustitucién es E188P y la variante presenta reduccion
aumentada de la viscosidad en un ensayo de licuefaccion de almidén en comparacién con el polipéptido parental.

5. Variante segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4, en la que la mutacién esti presente en
combinacién con glutamina en la posicién 242, o en la que la mutacién esta presente en combinacién con una
delecion en las posiciones 179 y 180.

6. Variante segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4, en la que el polipéptido parental incluye un
truncamiento de los 29 residuos de aminoacidos en la posicion C-terminal.

7. Variante segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 4, en la que la sustitucién es E188P.
8. Composicion de limpieza que comprende el polipéptido segin cualquiera de las reivindicacionesdelalala 7.

9. Composicion de licuefaccion de almidon que comprende los polipéptidos segun cualquiera de las
reivindicacionesdelalala?7.

10. Método para hidrolizar un sustrato de almidon soluble utilizando una variante de a-amilasa, que comprende la
puesta en contacto del sustrato de almidén con una variante de a-amilasa segin cualquiera de las
reivindicaciones delalala 7.

11. Método segun la reivindicacién 10, en el que la variante incluye una sustitucion que introduce uno o varios de
los residuos de aminoéacidos seleccionados del grupo consistente en 1181A, 1181P, 1181C, I1181E, 1181Y, S242A,
S242E, S242Q, G132A, y N193Y.

12. Método segun la reivindicacion 10 u 11, que comprende ademas la puesta en contacto del sustrato de
almidén con una fitasa antes de la puesta en contacto con la variante de a-amilasa o de forma simultanea.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones de la 10 a la 12, en el que el sustrato de almidén hidrolizado
se fermenta en etanol.

14. Método para la produccion de edulcorante, comprendiendo el método la puesta en contacto de un sustrato de
almidén con una variante de a-amilasa segun cualquiera de las reivindicacionesdelalala 7.

15. Utilizacidn de una variante de a-amilasa segun cualquiera de las reivindicaciones delal ala 7 en:

(i) el desaprestado de textiles, tejidos y prendas; o
(i) en la produccion de pulpa de celulosa y papel.
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1 50
- AAPFNCTMMOYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITALWLPEAYKG
- AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITALWLPPAYKG
-AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLS SLEI TALWLPPAYKS
-AAPFNGTMMOYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGTI TALWLPPAYKG
~BAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLS SLGT TALWLPPAYKG
HHNGTNGTMMQY FEWY L PNDGNHWNRLNSDASNLKSKGI TAVWI PPAWKG
- - ANLNGTLMQYFEWYMPNDGOHWKRLONDSAYLAEHGI TAVWIPPAYKG
- - ANLNGTLMQYFEWYMENDGOHWRRLOND SAYLAEHGI TAVWIPPAYKG
- - - - VNGTLMQYFEWYTPNDGQUWKRLONDARHLSDIGITAVWI PPAYKG
HHNGTNGTMMQYFEWYLPNDGNEWNRLRSDASNLKDKGI SAVWI PPAWKG
HHNGTNGTMMQYFEWHLPNDGNHWNRLRDDASNLRNRGI TAIWI PPAWKG
HHNGTNGTMMQYFEWHLPNDGNHWNRLRDDAANLKSKGITAVHI PPAWKG
« -DGLNGTMMQYYEWHLENDGCOHWNRLHEDDAARLSDAGITAIWI PPAYKG
- -DGLNGTMMQYYEWHLENDGOHWNRLHDDAEALSNAGI TAIWIPPAYKG
- AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLS SLGITALWLPPAYKG

A NGTMMQYFEWYLPNDGQHW RL NDA KLSS GITALWIPPAYKG
51 100
TSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLOAIQAAHARGMQVY
TSRSDVCYGVYDLYDLGEFNOKGTVRTKYGTKAQYLOATI OAAHAAGMQVY
TSREDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLOATQAAHAAGMQVY
TSREDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLOATQAAHAAGMOVY
TSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQXGTVRTKYGTKAQY LOATQARHAAGMOVY
BSONDVGYGAYDLYDLGEFNOKGTVRTKYGTRSQLOAAVTSLXNNGIQVY
TSQADVGYGAYDLYDLGEFHOKGTVRTKYGTKGELQSATIKSLHSRDINVY
TSQADVGYGARYDLYDLGEFHOKGTVRTKYGTKGELQSAIKSLHSRDINVY
LSOSDNGYGEPYDLYDLGEFQQKGTVRTKYGTKSELQDAIGSLHSRNVGVY
ASQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTIRTKYGTRNOLOAAVNALKSNGIQVY
TSONDVEYGAYDLYDLGEFNOKGTVRTKYGTREQLESAT HALKNNGVQVY
TSONDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTRSQLOGAVTSLKNNGIQVY
NSQADVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQLERAT GSLKSNDINVY
NSQADVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQLERAIGSLKSNDINVY
TSRSDVGYGVYDLYDLGEFNOKCTVRTKYGTKAQYLOAIQOAAHAAGMQVY
TSQSDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQL AI ALHA GIQVY
101 150
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQARTKFDFPGRGN
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFDF PGRGN
ADVVFDHKEGADGTEWVDAVEVRPSDRNOE ISGTYQIQAWTKFDFPGRGN
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQE ISGTYQIQAWTKFDFPGRGN
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIOAWTKFDF PGRGN
GDVVMNHKGGADATEMVRAVEVNPNNRNQEVTGEYTIEAWTRFDFPGRGN
GDVVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGS
GDVVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIKAWTHFHFPGRGS
GDVVLNHKAGADATEDVTAVEVNPANRNQETSEEYQIKAWTDFRFPGRGN
GBVVMNEKGGADATEMVRAVEVNPNNRNQEVSGEY TIEAWTXFDF PGRGN
GDVVMNHKGGADATENVLAVEVNPNNRNQE LSGDY TYEAWTKFDFPGREN
GDVVMNHKGGADGTEMVNAVEVNRSNRNOET SGEYTTEAWTKFDFPGREN
GDVVMNHKMGADFTEAVQAVQVN PTNRWODISGAYTIDAWTGFDFSGRNN
GDVVMNHKLGADFTEAVQAVQVNPSNRWOD I SGVYTIDAWTGFDFPGRNN
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQELSGTYQIQAWTKFDFPGRGN
GDVVMNHKGCGADGTE V AVEVNPSDRNQEYSC Y I AWTKFDFPGRGN
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{149)
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(201)
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{196}
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(246)
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(246}
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(251)
(251)
{246)
(246)
{247)
{251)
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151 200
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLS - RIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLS - RIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLS -RIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLS-RIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLS - RI YKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
THSSFKWRWYHFDGVDWDQSRRLNNRIYKFRGEGKAWDWEVDTENGNYDY
TYSDFKWHWYHFDGTDWDESRKLN-RIYKFQG- - KAWDWEVSNENGNYDY
TYSDFKWHWYHFDGTDWDESRKLN - RIYKFQG - - KAWDWEVSNENGNYDY
TYSDFKWHWYHFDGADWDESRKIS - RIFKFRGEGKAWDWEVSSENGNYDY
THSNFXWRWYHFDGVDWDQSRKLNNRIYKFRGDGKGWDWEVDTENGNYDY
TYSDFKWRWYHFRGVDWDQSROFQONR IYKFRGDGKANDWEVDSENGNYDY
THSNFKWRWYHFDGTDWDQSROLONKIYKFRGTGKAWDWEVDIENGNYDY
AYSDFXWRWFHFNGVDWDORYQEN-HIFRFAN - - TNWNWRVDEENGNYDY
AYSDFKWRWFHFNGVDWDQORYOQEN - HLFRFAN - - TNWNWRVDEENGNYDY
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLS -RIYKFRG- - KAWDWEVDTEFGNYDY
TYS FKWRWYHFDGVDWDESRKLN RIYKFRG GKAWDWEVDTENGNYDY
201 250
LMYADLDMDHPEVVIELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWL
LMYADLDMDHPEVVITELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWL
LMYADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFAFFPDWL
LMYADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNT TNIDGFRLDAVKHI KFQFFPDWL -
LMYADLDMDHPEVVTELKNWOKWYVNTTN IDGFRLDAVKHIKFEFFPDWL
LMYADIDMDHPEVVNELRNWGVWYTNTLGLDGFRIDAVKHIKYSFTRDWI
LMYADIDYDHPDVAAEIKRWGTWY ANELQLDGFRLDAVKHIKFSFLRDWV
LMYADIDYDHPDVAAEIKRWGIWYANELQLDGFRLDAVRKHIKFSFLRDWY
LMYADVDYDHPDVVAETKKWGIWYANELSLDGFRIDAAKHIKFSFLRDWV
IMYADIDMDHPEVYNELRNWGVWY TNTLGLDGFRIDAVKHIKYSFTRDWI
LMYADVDMDHPEVVNELRRWGEWYTNTLNLDGFRIDAVKHIKYSFTRDWL
LMYADIDMDHPEVINELRNWGVW Y TNTLNLDGFRIDAVKHIKY SYTRDWL
LLGSNIDFSHPEVQDELKDWGSWFTDELDLDGYRLDAIKHIPFWYTSDWY
LLGSNIDFSHPEVQEELXDWGSWFTDELDLDGYRLDAIKHIPFHYTSDWY
IMYADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNT TNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWL
LMYADIDMDHPEVV ELEKNWG WY NTLNLDGFRLDAVKHIKFSF DWL
251 aoo
SYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNY ITKITNGTMSLFDAPLHNKFYTA
SYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNY ITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTA
SYVRSQTGKPLFIVGEYWSYDINKLHNYITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTA
SYVRSQTGRPLFTVGEYWSYDINKLENYITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTA
SYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNY ITKTNGTMSLFDAPLHENKFYTA
NHVRSATGKNMFAVAEFWKNDLGAIENYLOKTNWNHSVFDVPLHYNLYNA
NHVREKTGKEMFTVAEYWONDLGALENYLNK TNFNHSVFDVPLHYQFHAAR
NHVREKTGKEMFIVAEYWONDLGALENYLNKTNFNHSVFDVPLHYQFHAA
QAVRQATGKEMFTVAE YWONNAGKLENYLNKTSFNQSVFDVPLHFNLQAA
NHVRSATGKNMFAVAEFWKNDLGAIENY LNKTNWNHSVFDVPLHYNLYNA
THVRNATGKEMFAVAEFWKNDLGALENYLNKTNWNHSVFDVPLHYNLYNA
THVRNTTGKPMFAVAEFWKNDLAAYENYLNKTSWNHSVFDVPLHYNLYNA
RHORNEADQDLFVVGEYWKDDVGALEFY LDEMNWEMSLFDVPLNYNFYRA
RHORSEADQDLFVVGEYWKDDVGALEFYLDEMNWEMS LFDVPLNYNFYRA
SYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLENY ITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTA
SHVRS TGK LFTVGEYW DIGALENYL KTNW MSLFDVPLHYNFY A
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(296)
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{287)
(301}

{349)
{349)
{349}
{349)
{349)
{351)
{346)
{346)
(346)
{351)
{351)
(351)
(346)
(346)
(347)
(351)

{396)
{396)
{396)
{396)
{395}
(398)
(396)
(396)
(396)
(398)
{398)
{398)
{393)
{393)
(394)
(401}

ES 2 527 645 T3

301 350
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTE PGOALOSWVYDPWFKP
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKP
SKSGGAFDMRTLMTNTLMEDQPTLAVTFVDNHDTEPGOALQSWVDPWFKP
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDOPTLAVTFVDNHDTEPGOALQSWVDPWFKP
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKP
SKSGGNYDMRNIFNGTVVOREPSHAVTFVDNHDSQPEEALESFVEEWFKD
STQGGGYDMREKLLNGTVVSKEPLKSVTIFVDNHDTQPGOSLESTVQTWFKP
STOGGGYDMRRLLNGTVVSKHPLKSVTFVDNHDTQPGQSLES TVOTWFKP
SSQGGEGYDMRRLLDGTVVSREPEKAVTFVENHDTOQPGRSLESTVQTWFKP
SKSGGNYDMRQIFNGTVVQRHPMHAVTIFVDNHDSQPEEALESFVEEWFKP
SNSGGNYDMAKLLNGTVVQKHPMHAVTFVDNHDSQPGESLESFVQEWFKP
SNSGGYFDMRNILNGSVVQRKHPIHAVTFVDNHDSOPGEALESFVQSWFKP
SOQGGSYDMRNILRGS LVERHPMHAVTFVDNHDTQPGES LESWVADWEFKP
SKQGGSYDMRNILRGSLVERHPIHAVTFVDNHDTOPGESLESWVADWFKP
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTE PGQALQSWVDPWFKP
SKSGGAYDMR LL GTLV HP AVIFVDNHDTQPGQALESWVD WFKP
351 400
LAYAFILTRQEGY PCVFYGDYYGIPQYN-- - IPSLKSKIDPLLIARRDYA
LAYAFILTRQEGY PCVFYGDYYGIPQYN- - - IPSLKSKIDPLLIARRDYA
LAYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYN- - ~-IPSLKSKIDPLLIARRDYA
LAYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYN-~ - IPSLXSKIDPLLIARRDYA
LAYAFPILTROEGYPCVFYGDYYGIPQYN- - - IPSLXSKIDPLLIARRDYA
LAYALTLTREQGY PSVFYGDYYGIPTHG- - - VPAMRSKIDPILEARQKYA
LAYAFILTRESGY PQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPILKARKQYA
LAYAFILTRESGYPQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPILKARKQYA
LAYAFILTRESGYPQVFYGDMYGTKGTSPKEIPSLKDNIEPILKARKEYA
LAYALTLTREQGYPSVFYGDYYGIPTHG - - -VPAMKSKIDPILEARQKYA
LAYALILTREQGYPSVFYGDYYGIPTHS- - -VPAMKAKIDPILEARQNFA
LAYALILTREQGY PSVFYGDYYGIPTHG- - -VPSMKSKIDPLLOARQTYA
LAYATILTREGGYPNVFYGDYYGIPNDN- - - LISAKKDMIDELLDARQNYA
LAYATILTREGGYPNVFYGDYYGIPNDN- - - TSAKKDMYIDELLDARQNYA
LAYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYN- - -IPSLKSKIDPLLIARRDYA
LAYAFILTRE GYP VFYGDYYGIPQYN IPSLKSKIDPLL ARR YA
401 450
YGTRHDYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHA
YGTQHDYLDHSDIIGWTREGVTEKPCSGLARLITDGPGGS KWMYVGKQHA
YGTQRDYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITPGPGEGSKWMYVGKQHA
YGTQHDYLDHSDITIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHA
YGTQHDYLDHSDI IGWTREGVTEKPGSGLARLI TDGPGGSKWMYVGKQHA
YGKQNDYLDHHNI IGWTREGNTAHPNSGLATIMSDGAGGSKWMFVGRNKA
YGAQHDYFDHEDIVGWTREGDSSVANSGLAALITDGPGGAKRMYVGRONA
YGAQHDYFDHHD IVGWTREGDS SVANSGLAALITDGPGGAKRMYVGRONA
YGPQHDYIDHPDVIGWTREGDSSAAKSGLAALI TDGPGGSKRMYAGLENA
YGRONDYLDHHNIIGWTREGNTAHPNSGLATIMSDGAGGNKWMFVGRNKA
YGTOHDYFDHHNI IGWTREGNTTHPNSGLATIMSDGPGGEKWMY VGONKA
YGTQHDYFDHHDT IGWTREGDSSHPNSGLATIMSDGPGGNKWMYVGEKHKA
YGTQHDYFDHWDVVGWTREGSSSRPNSGLATIMSNGPGGSKWMYVGRONA
YGTQHDYFDHWDIVGWTREGTSSRPNSGLATIMSNGPGGS KWMYVGQQHA
YGTOHDYLDHSDIIGWTREGGCTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHA
YGTQHDYLDH DITGWTREG TSKPNSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQ A
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451 500
{446) GKVFYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPIT
{446) GKVFYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTT~=c-ammn=
(446) GKVFYDLTGNRSDTVTINSLDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPIT
(446) GKVFYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPIT
(446) GKVFYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPIT
(448) GQVWSDITGNRTGTVTINADGWCNFSVNGGESVSIWVNK-=---aar-cou
(446) GETWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIYVQR----~-------
(446) GETWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIYVQR-----cmemeu-
{446) GETWYDITGNRSDTVKIGSDGWGEFHVNDGSVSIYVQK-=-ccr-=v-===
(448) GOVWIDITCNRAGTVITINADGWCNFSVNGGSVSIWVRK---------—-—
{448) GQVWHDITGNKPGTVTINADGWANFSVNGGSVSIWVKR- --~--=m=-===
{448) GQVWRDITGNRSGTVTINADGWONFTVNGGAVSVWVKQ-=-----------
(443) GQTWIDLTGNNGASVTINGDGWGEFFTNGGSVSVYVNQ--~c--r-noe-
{443) GOTWIDLTGNHAASVTIINGDGWGEFFTNGGSVSVYVNQ-------cnu--
{444) GKVFYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGESVSVWVPRKTTVS------=
{451) G VWYDLTGNRSDTVTINSDGWGEF VNGGSVSVWV R

501 520
(496) TRPWTGEFVRWTEPRLVAWP

(496) TRPWTGEFVRWTEPRLVAWP
{496) TRPWTGEFVRWTEPRLVAWP
(496) TRPWTGEFVRWTEPRLVAWP
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ES 2 527 645 T3

1 50
~AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLS SLE Y TALWLPPAYKG
HHNGTNGTMMQYFEWY L PNDGNHWNRLNSDASNLK SKGITAVWI PPAWKS
NGTMMOYFEWYLP DG W KL DA NL & GITALWIPPAWEG
51 100
TERSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLOAIQAAHAAGMOVY
ASQNDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTRSQLOARVTSLAXNNGIQVY
5 DVGYG YDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQ AI A GIQVY
101 150
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFDEPGRGN
GDVVMNHKGGADATEMVRAVEVNPNNRNQEVTGEY TIEAWTRFDFPGRGN
ADVV HKGGADATE V AVEVNP RNQEISG Y I AWTKFDFPGRGN
151 200
TYSSFEKWRWYHFDGVDWDESRKLS -RIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
THS SFRWRWYHFDGVDWDQSRRLNNR I YK FRCHGKAWDWEVD TENGNYDY
THSSFKWRWYHFDGVDWD SRKI, RIYKFRG GKAWDWEVDTENGNYDY
201 250
LMYADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVRH I KFS FFPDWL
LMYADIDMDHPEVVNELRNWGVWY TNTLGLDGFRIDAVRHIKYSFTRDWI
IMYADIDMDHPEVV ELKNWG WY NT IDGFRIDAVKHIKFSF DWI
251 300
SYVRSQTGKPLFTVCGEYWSYDINKLHNYITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTA
NHVRSATGKNMFAVAEFWKNDLGAIENY LQKTNWNHSVFDVPLEYNLYNA
HVRS TCK LF VAEFW DI I NYI KTN SLFD PLH Y A
201 350
SKSCGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKE
SKSGENYDMRNIFNGTVVQRHESHAVTFVDNHDSQPEEALESFVEEWFKD
SKSGG FDMR ¥ TLM  PS AVTFVDNHDS P AL SFVD WFKP
353 400
LAYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGT
LAYALTLTREQGYPSVFYGDYYGIPTHGVPAMREKIDPILEARQKYAYGK
LAYA LTR GYP VFYCDYYGIP H IPALKSKIDPIL AR YAYG
401 450
QHDYLDHSDI IGWTREGVTEK PGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHEAGKY
GNDYLDHHNI IGWTREGNTAHPNSGLATIMSDGAGESKWMFVGRNKACQV
Q DYLDH IIGWTREG T P SGLA IISDG GCSKWMFVGKN AG V
451 500
FYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTRP
WSDITGNRTGTVTINADGWGNFSVNGGSVS INVNK« -« = « e————— e
F DITGNRES TVTINADGWG F VNGGSVSIWV X
501 517
WI'GEFVRWTEPRLVAWP
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ES 2 527 645 T3

1 50
AAPFNGTMMQYFEWY LPDDGTLWTKVANEANNLSSLGI TALWLEPAYKGT
- ANLNGTLMOYFEWYMPNDGQHWRRLONDSAY LAEHGI TAVWI PPAYXKGT
A NGTLMQYFEWYLP DG W KL NDA LA GITALWIPPAYKGT
51 100
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQRYLQAIQARHAAGMOVYA
SQADVGYGAYDLYDLGEFEQKGTVRTKYGTKGELOSATIKSLHSRD INVYG
S ADVGYG YDLYDLGEF QKGTVRTKYGTKA AT A HA INVYA
101 150
DVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNESDRNQET SGTYQIQAWTKFDFPGRGNT
DVVINHKGGADATEDVTAVEVDPADRNRVISGEHLIXAWTHFHFPGRGST
DVV HKGGADATE V AVEV PADRN ISC H I AWT F FPGRG T
151 200
YSEPKWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY M
YSDFKWHWYHFDGTDWDESRXLNRIYKFQ - - GKAWDWEVSNENGNYDYLM
YS FKW WYHFDG DWDESRKL RIYKF  GKAWDWEV ENGNYDYLM
201 250
YADLDMDHPEVVTELKNWGKNYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWLSY
YADIDYDHPDVAAEIKRWGTWYANELQLDGFRLDAVKHIKFSFLRDWVNH
YADID DHPDV EIK WG WY N NIDGFRLDAVKHIKFSF DWL H
251 300
VRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLENY ITK TNGTMSLFDAPLHNKFYTASK
VREKTGKEMFTVAEYWONDLGALENY LNKTNFNHSVFDVPLHYQFHAAST
VR TGK LFTVABYW DI L NYI KTN SLFD PLH FH AS
301 50
SGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTEVDNHDTEPGOALOSWVDPWFRPLA
QGGGYDMRKLLNGTVVS KEPLKSVIFVDNHDTQPGOSLESTVQTWFKPLA
GGAFDMR LL. TLM P AVTFVDNHDT PGOAL 8 V WFKPLA
351 400
YAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIP- - - QYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYG
YAFILTRESGY POQVFYGDMYGTKGDSQREIPALKHKIEPTLKARKQYAYS
YAFILTR GYP VFYGD YG 0 IDPALK KIDPIL ARK YAYG
401 450
TORDYLDHSDY IGHTREGVTEK PGSGLAAL ITDGPGGS KWMY VGKOHAGK
AQHDYFDHHDIVGWTREGDSSVANSGLAALYI TDGPGGAKRMYVGRONAGE
QHDY DH DITGWTREG S SGLARLITDGPGGAK MYVGKQ AG
451 500
VFYDLTGNRSDTVT INSDGWSEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTR
TWHDITGNRSEPVVINSEGWGEFHVNGGSVSIYVQR -~ - == === m=mem
FHDITGNRSD V INSDCWGEF VNGGSVSIWV R

501 518
PWTGEFVRWTEPRLVAWP
Figura 4B
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ES 2 527 645 T3

1 50
AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLS SLGI TALWLPPAYKGT
- - ~VNGTLMQYFEWYTPNDCOHWKRLONDAEHLSDIGITAVWI PPAYKGL
NGTLMQYFEWY P DG W KL, NDA LS IGITALWIPPAYKG
51 100
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLQAIQAAHAAGMOVYA
SOSDNGYGPYDLYDLGEFQQKGTVRTKYGTKSELQDAIGSLHSRNVOVYG
S 8D GYG YDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKA AL A HA MQVYA
101 150
DVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNOEI SGTYQIQAWTKFDFPGRGNT
DVVLNHRAGADATEDVTAVEVNPANRNOETSEEYQIKAWIDFRFPGRGNT
DVV HKAGADATE V AVEVNPA RNQE § YOI AWT F FPGRGNT
151 200
YSSFEWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDYIM
YSDFKWHWYRFDGADWDESRKISRIFKFRGEGKAWDWEVSSENGNYDYLM
Y¥$ FKW WYHFDG DWDESRKISRIFKFRG GKAWDWEV SENGNYDYLM
201 250
YADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWLSY
YADVDYDHPDVVAETKKWG IWYANELSLDGFRIDAAKHIKFSFLRDWVOA
YADLD DHPDVV E K WG WY N IDGFRIDA KHIKFSF DWL
251 300
VRSQTGKPLETVGEYWS YD INKLENY ITKTNGTMS LFDAPLHNKFY TASK
VROATGKEMFTVAEYWONNAGKLENYLNKTSFNQSVFDVPLHFNLQAASS
VR TGK LFTVAEYW KL. NYI KT SLFD PLH AS
301 350
SGEAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVIFVDNHDTEPGQALO SWVDPWFK PLA
QEGGYDMRRLLDGTVVSRHPEKAVTEVENHDTRPGRSLESTVQTWFKPLA
GGAFDMR LL TLM P  AVTFVDNHDT PGQAL & V WFKPLA
sl . 400
YAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYN- - - [IPSLKSKIDPLLIARRDYAYG
YAFILTRESGYPQVFYGDMYGTKGTSPREIPSLKDNIEPILKARKEYAYG
YAFILTR GYP VFYGD YG IPSLK IDPIL ARKDYAYG
401 ) 450
TQHDYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPEGGSKWMYVGKQHAGK
PQHDYIDPHFDVIGWTREGDSSAAKSCGLAALITDGPGGSKRMYAGLKNAGE
QHDYIDH DIIGWTREG S SGLAALITDGPGGSK MY G AG
451 500
VFYDLTGNREDTVTINSDGWGEFXVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTR
TWYDITGNRSDTVKIGSDGWGEFHVNDGSVSIYVQK-~------- -~~~ -~
FYDITGNRSDTV I SDGWGEF VN GSVSIWV K

501 518
PWTGEFVRWTEPRLVAWD
Figura 4C
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SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Conaensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Congensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 10
Consensus

()
()
(1)

(50}
{51}
{51}

(100)
(101}
(101}

{150)
{1581)
{151)

{199)
{201)
{201)

(249)
(251)
{251)

(292)
(301)
{(301)

(349)
(351)
(351)

(399}
{401)
(401)

{449)
{a51)
(451)

{a99)
(486)
(501)

ES 2 527 645 T3

i 50
-AAPFNGTMMOYFEWYLFDDGTLWIXVANEANNLSSLGITALWLPPAYKG
HENGTNGCTMMOYFEWYLPNDGNHWNRLRSDASNLKDKGISAVWIPPAWKG
NGTMMQYFEWYLF DG W KL DA NL GISALWIPPAWKG

51 100
TSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLQATIQARHAAGMQVY
ASONDVGYGAYDLYDLGEFNQKGTIRTKYGTRNQLOARVNALKSNGIQVY
§ DVGYG YDLYDLGEFNQKGTIRTKYGTK Q AINA A GIQVY

101 150
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFDFEGRUN
GDVUMNHKGGADATEMVRAVEVNPNNRNQEVSGEYTIEAWTKFDFPGRGN
ADVV  HKGGADATE V AVEVNF RNQEISG Y I AWTKFDFPGRGN
151 200
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESRXLS - RIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
THSNFKWRWYHFDGVDWDQSRKLNNRIYKFRGDGKGWDWEVDTENGNYDY
THS FKWRWYHFDGVDWD SRKL RIYKFRG GKAWDWEVDTENGNYDY
201 250

LMYADLDMDHPEVVTELEKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKH IKFSFFPDWL

LMYADIDMDHPEVVNELRNWGVWY TNTLGLDGFRIDAVKHIKYSFTRDWT
LMYADIDMDHPEVV ELKNWG WY NT IDGFRIDAVKHIKFSF DWI
2851 300
SYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNY ITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTA
NHVRSATGKNMFAVAEFWKNDLGAIENY LNKTNWNHSVFDVPLHYNLYNA
HVRS TGK LF VAEFW DI I NYI XTN SLFD PLH Y A
301 350
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGOALQSWVDFWFKP
SKSGGNYDMRQIFNGTVVQRHPMHAVTFVDNHDSQPEEALESFVEEWFKP
SKSGG FDMR I TLM P AVTFVDNHDS P AL SFVD WFKP
351 400
LAYAFILTROEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGT
LAYALTLTREQGYPSVFYGDYYGIPTHGVPAMKSKIDPTLEARQKYAYGR
LAYA LTR GYP VFYGDYYGIP H IPALKSKIDPIL AR YAYG
401 250,
CHDYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKYV
QNDYLDHHNI IGWTREGNTAHPNSGLATIMSDGAGGNKWMFVGRNKAGQV
Q DYLDH TIGWTREG T P SGLA IISDG GO KWMFVGKN AG V
451 500
FYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTRP
WIDITONRAGT VT INADGHGNF SVNGGSVSIWVNK- = == === == == m o= =
F DITGNRA TVTINADGWG F VNGGSVSIWV X

501 517
WIGEFVRWTEPRLVAWP
Figura 4D
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SEQID No 1
SEQID No 11
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 11
Congengusg

SEQID No 1
SEQID No 11
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 11
Consensus

SEQID No 1
SEQID No il
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 11
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 11
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 11
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 11
consensus

SEQID No 1
SEQID No 11
Congensus

SEQID Ko 1
SEQID No 11
consensus

(1)
(1}
{1}

(50}
{51}
(51}

{100)
{101}
{101)

{150)
(151)
{151)

{193)
(201)
(201)

{249)
(251)
(251)

(299)
{301)
{301)

{349)
{351)
{351}

{399}
{401}
{401}

{449)
(451)
(451}

(499)
(486}
(501)

ES 2 527 645 T3

1 . 50
- AAPFNGTMMQYFEWY LPDDGTLWTKVANEANNLS SLGITALWLEPAYKG
HHNGTNGTMMOYFEWHLPNDGNHWNRLRDDASNLRNRGITAIWIPPAWKG

NGTMMQYFEWHLP DG W KL DA NL GITAIWIPPAWKG
51 100
TSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLQAIQARHARCGMOVY
TSONDVGYGAYDLY DLGEFNQKGTVRTKYGTRSQLESAIHALKNNGVQVY
TS DVGYG YDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTRAQ AL A aMavY
101 150
ADVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFDFPGRGN
GDVVMNHKGGADATENVLAVEVNPNNRNQEISGDYTIEAWTKFDFPGRGN
ADVV' HEGGADATE V AVEVNP RNQEISC Y I AWTKFDFPGRGN
151 200
TYSSFKWRWYHRFDGVDWDESR - KLSRIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
TYSDFKWRWYHFDGVDWDQSRQFONRIYKFRGDGKAWDWEVDSENGNYDY
TYS FKWRWYHFDGVDWD SR RIYKFRG GKAWDWEVDSENGNYDY
201 250
LMYADLDMDH PEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWL
LMYADVDMDHPEVVNELRRWGEWYTNTLNLDGFRIDAVKHIKY SFTRDWL
LMYADLDMDHPEVV ELK WG WY NT NIDGFRIDAVKHIKFSF DWL
251 300
SYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNY ITKTNGTMSLFDAPLHNRFYTA
THVRNATGKEMFAVAEFWKNDLGALENY LNKTNWNHSVFDVPLHYNLYNA
SHVR TGK LF VREFW DI L NYI KTN SLFD PLH Y A
301 50
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDEPWFKP
SNEGGNYDMAKLLNGTVVQKHPMHAVTFVDNHDSQPGESLESFVQEWFKP
S 8G¢ FDM LL TLM P AVTFVDNHDS PG AL SFV WFKP
351 400
LAYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLTARRDYAYGT
LAYALILTREQGYPSVFYGDYYGIPTHSVPAMKAKIDPILEARQNFAYGT
LAYA ILTR GYP VFYGDYYGIP H IPALKAKIDPIL AR FAYGT
401 450
QHUYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKY
QHDYFDHENI IGWTREGNTTHPNSGLATIMSDGPGGEKWMY VGQNKAGQV
QHDY DH IIGWTREG T P SGLA IISDGPGG KWMYVG N AG V
451 500
FYDLTGNRSDIVI INSDGWGEFXVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTRP
WHDITGNKPGTVI INADGHWANFSYNGGSVSIWVKR--=--~-=r-==-==
FHDITGNK TVTINADGWA F VNGGSVSIWV R

501 517
WTGEFVRWTEPRLVAWP
Figura 4E
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SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID Wo 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Congensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 12
Consensus

(1}
{1)
(1}

(50)
(51)
{51)

{100)
{101)
{101)

{150)
{151)
(151)

{199)
(201)
{201)

(249}
(251)
(251)

{259}
(301)
(301)

(349)
(351)
{351)

(399)
{401)
(401)

{449)
(451}
{451)

(499)
(486)
(501)

ES 2 527 645 T3

1 50
-AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITALWLPPAYKG
HHNGTNGTMMQY FEWHLPNDGNHWNRLRDDAANLKSKGI TAVWIPPAWKG

NGTMMOYFEWHLP DG W XL DA NL § GITALWIPPAWKG
51 100
TSRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQY LOAIQARHAAGMOVY
TSONDVGYGAYDLYDLGEFNQKCGTVRTKYGTRSQLOGAVTS LKNNGIQVY
TS DVGYG YDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQ AI A GIQVY
101 150
ADVVFDHKGGADGTENVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFDFPGRGN
GDVVMNHKGGADGTEMVNAVEVNRSNRNQEISGEYTI EAWTKFDFPGRGN
ADVV  HKGGADGTE V AVEVN S RNQEISG ¥ 1 AWTKFDFPCGRGN
151 200
TYSSFKWRWYHFDGVDWDESR -KLSRIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDY
THSNFKWRWYHFDGTDWDQSRQLONKIYKFRGTGKAWDWEVD I ENGNYDY
THS FKWRWYHFDG DWD SR KIYKFRG GKAWDWEVD} ENGNYDY
201 250
LMYADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFEDWL
LMYADIDMDHPEVINELRNWGVWYTNTLNLDGFR IDAVKHIKY SYTRDWL
LMYADIDMDHPEVI ELKNWG WY NT NIDGFRIDAVKHIKFSF DWL
251 300
SYVRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLENY I TKTNGTMSLFDAPLHNKFYTA
THVRNTTGKPMFAVAEFWKNDLAATENY LNKTSWNHSVFDVPLHYNLYNA
SHVR TGKPLF VABFW DI I NYI KT SLFD PLH Y A
301 350
SKSGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVTFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKE
SNSGGYFDMRNILNGSVVQKHPIHAVTFVDNHDSQPGEALESFVQSWEKP
S 5GG FDMR IL SLM P AVIFVDNHDS PG AL SFV WFKP
351 400
LAYAFILTRQEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGT
LAYALILTREQGYPSVFYGDYYGIPTHGVPSMKSKIDPLLOARQTYAYGT
LAYA ILTR GYP VFYGDYYGIP H IPSLKSKIDPLL AR YAYGT
401 450¢
QHDYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKY
QHDYFDHHDI IGWTREGDS SHPNSGLATIMSDGPGGNKWMY VGKHKAGQV
QHDY DH DIIGWTREG S P SGLA IISDGPGG KWMYVGK AG V
451 S00
FYDLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTRP
WRDITGNRSGTVTIINADGWGNFTVNGGAVSVWVKQ--~--~--~-~----- -
F DITGNRS TVTINADGWG F VNGGAVEVWV

501 517
WIGEFVRWTEPRLVAWP
Figura 4F
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SEQID No 1
SEQID No 13
consengsus

SEQID No 1
SEQID No 13
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 13
Consensus

SBEQID No 1
SEQID No 13
consensus

SEQID No 1
SEQID No 13
consensus

SEQID No 1
SEQID No 13
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 13
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 13
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 13
Cconsensus

SEQID No 1
SEQID No 13
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 13
Consensus

(1)
(1)
(1)

(51)
{50)
{51)

{1on)
{(100)
{101)

(151}
{150}
{151)

{201}
{198}
(201}

{251}
(248}
(251}

(301)
(298)
(301)

{351)
(348)
(351)

{401)
{398)
{401}

{451)
{448)
(a51)

(501)
(481)
(501}

ES 2 527 645 T3

1 50
ARPFNGTMMOYFEWYLPDDGTLWIKVANEANNLSSLGITALWLPPAYKGT
-DGLNGTMMQYYEWHLENDGOHWNRLEDDAAALSDAGITAIWI PPAYKGN
NGTMMOQYFEWHL DG W KL DA LS GITRIWIPPAYKG
51 100
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLOATIQAAHAAGMQVYA
SCADVGYGAYDLYDLGEFNOKGTVRTKYGTKAQLERAIGSLRKSNDINVYG
S ADVGYG YDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTRAQ AT A A INVYA
101 150
DVVFDHEKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEISGTYQIQAWTKFRFPGRGNT
DVVMNHEMGADFTEAVQAVOVNPTNRWODISGAYTIDANTGFDFSGRNNA
DVV HK GAD TE V AV VNPS R QDISG ¥ I AWT FDF GR N
151 . 200
YSSFKWRWYHFDGVDWDESRRLSRIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDYLM
YSDFEWRWFHFNGVDWDORYQENHIFRFANTN - -WNWRVDEENGNYDYLL
YS FEWRWFHF GVDWD IFKF W W VD ENGNYDYLL
201 250
YADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTR IDGFRLDAVKHIXKFSFFPDWLSY
GSNIDFSHPEVQDELKDWGSWFTDELDLDGYRLDAIKHI PFWYTSDWVRHE
A ID HPEV ELK WG WF IDGFRLDAIKHI F F DWL H
251 300
VRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLENY ITKTNGTMSLFDAPLHNEFYTASK
QRNEADQDLFVVGEYWKDDVGALEFYLDEMNWEMS LFDVPLNYNFYRBSQ
R LF VGEYW DI L YI N MSLFD PL FY AS
301 350
SGGAFDMRTLMTNTLMKDQPTLAVIFVONHDTEPGQALOSWVDPWFEPLA
QGGSYDMRNILRGS LVEAHPMEAVTFVDNHDTQPGESLESWVADWFKPLA
GGAFDMR IL SIM P ' AVTFVDNHDT PG AL SWV WFKPLA
351 400
YAFILTROEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGTQH
YATILTREGGYPNVFYGDYYCIPNDNISAKKDMIDELLDARQNYAYGTOH
YA ILTR GYP VFYGDYYGIPN NI A X 1ID LL AR YAYGTOH
401 450
DYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKVEFY
DY FDRWDVVGWTREGS SSRPNSGLATIMSNGPGG SKWMYVGRQNAGQTWT
DY DH DIIGWTREG S KP SGLA IIS GPGGSKWMYVGKQ AG F
451 500
DLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTRPWT
DLTGNNGASVTINGDGWOEFPTNGGSVEVYVNQ- - - - ~~----~- -~~~

DLTGN  SVTIN DGWGEF NGGSVSVWV
501 818
GEFVRWTEPRLVAWP

Figura 4G
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SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consgensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Congensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 14
Consensus

SEQID Neo 1
SEQID No 14
Consensus

(1)
(1)
(1)

(51)
(50)
{B1}

{101)
{100)
{101)

(151)
(150)
{151)

(201}
(198)
(201)

{251)
{248)
{251)

(301}
(298)
(301)

{3s1)
(348)
(351)

(2401}
{aes)
{401)

(451}
(448}
(451)

{501)
{481)
(501)

ES 2 527 645 T3

1 50
ARPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITALWLPPAYRGT
-DGLNGTMMOY YEWHLENDGQHWNR LHDDAEALSNAGITAIWI PPAY KGN
NGTMMOYFEWHL DG W KL DA LS GITAIWIPPAYKG
51 100
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNOKGTVRTKYGTKAQY LOATQAAHAAGMQVYA
SQADVGYGAYDLYDLGEFNOKGTVRTKYGTKAQLERAIGSLKSNDINVYG
S ADVGYG YDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQ AY A A INVYA
101 150
DVVFDHKGGADGTEWVDAVEVN PSDRNQEISGTYQIQAWTKFDFPGRGNT
DVVMNHELGADFTEAVQAVQVNPSNRWODI SGVYTIDAWTGFDFPGRNINA
DVV KE GAD TE V AV VNPS R QDISG Y T AWT FDFPGR N
151 ' 200
YSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLSRY YKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDYLM
Y SDFKWRWFHFNGVDWDORYQENHLFRFANTN - ~WNWRVDEENGNYDYLL
YS FKWRWFHF GVDWD IFKF W W VD ENGNYDYLL
201 250
YADLDMDHPEVVTELKNWGKWY VNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWLSY
GSNIDFSHPEVQEELKDWGSWFTDELDLDGYRLDAIKHIPFWY TSDWVRH
A ID HPEV ELK WG WF IDGFRLDAIKHI F F DWL H
251 300
VRSQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNY ITKTNGTMSLFDAPLHNKFYTASK
QRSEADQDLFVVGEYWKDDVGALEFYLDEMNWEMS LFDVPLNYNFYRASK
RS LF VGEYW DI L YI N MSLFD PL FY ASK
301 350
SGGAFDMRTLMTNTLMKDOPTLAVTFVDNHDTEPGQALOSWVDPWFEPLA
QGCSYDMRNTLRGSLVEAHPYHAVTFVDNHDTQPGESLESWVADWFKPLA
GGAFDMR I, SLM P AVTFVDNHDT PG AL SWV WFKPLA
351 400
YAFILTROEGY PCVRYGDYYGI PQYNIPSLESKIDPLLIARRDYAYGTGH
YATILTREGGYPNVPYGDYYGY PNDNISAKKDMIDELLDARQNYAYGTOH
YA ILTR GYP VFYGDYYGIPN NI A K ID LL AR YAYGTQH
401 450
DYLDHSDI IGWTREGVTEKPGSGLAALL TDGPGGSKWMYVGKQHAGKVEY
DYFDHWDIVGWTREGTS SRPNSGLATIMSNGPGGSKWMYVGQQHAGOTHWT
DY DH DIIGWTREG S KP SGLA ITS GPGGSKWMYVG QHAG F
451 500
DLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTTIARPITTREWT
DLTGNHAASVTINGDGWGEFFTNGGSVSVYVNG-r=m == mmn oo mm o -
DLTGN A SVTIN DGWGEF NGGSVSVWV

501 515
GEFVRWTEPRLVAWP
Figura 4H
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SEQID No 1
SEQID No 15
consensus

SEQID No 1
SEQID No 1%
consensus

SEQID No 1
SEQID No 15
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 15
Congensus

SEQID No 1
SEQID No 1%
congensus

SEQID No 1
SEQID No 15
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 15
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 15
Consensus

SEQID Ng 1
SEQID No 15
conpensus

9EQID No 1
SEQID No 15
Consensus

SEQID No 1
SEQID No 1§
Congensus

(1)
(1)
(1

{51)
(51)
(51}

{101)
(101}
(101}

{151
(151)
{(151)

{201)
(159}
{201}

{251)
{249)
(251)

(301)
(299)
{301)

{351)
{349)
(351)

{401}
{392}
{401)

{451)
{449)
{451)

(501)
{487}
(501)

ES 2 527 645 T3

3 50
AAPFNGTMMQY FEWYLPDDGTLWTKVANEANNLS SLGCITALWLPPAYKGT
AAPFNGTMMQYFEWYLPDDGTLWTRVANEANNLSSLGITALWLPPAYKGT
AAPFNGTMMOYFEWYLPDDGTLWTKVANEANNLSSLGITALWLPPAYKGT
51 10¢
SREDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQY LOATQARHAAGMOVY A
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNQRGTVRTKYGTKAQY LQATQAAHAAGMOVYA
SRSDVGYGVYDLYDLGEFNQKGTVRTKYGTKAQYLOATQAAHAAGMOVYA
101 150
DVVFDHEGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQET SGTYQIQAWTKFDFPGRGNT
DVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEI SCTYQIQAWTKFDFPGRGNT
DVVFDHKGGADGTEWVDAVEVNPSDRNQEI SGTYQIQAWTKFDFPGRGNT
151 200
YSSFKWRWYHFDGVDWDESRRKLSRIYKFRGIGKAWDWEVDTENGNYDYLM
Y¥YSSFKWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKFR - ~-GKAWDWEVDTEFGNYDYLM
YSSFEKWRWYHFDGVDWDESRKLSRIYKFR GEKAWDWEVDTE GNYDYLM
201 250
YADLDMDHPEVVTELKNWGEKWYVNTTNIDGFRLDPAVKHIKFSFFPDWLSY
YADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVRTTNIDGFRLDAVKRIKFSFFPDWLSY
YADLDMDHPEVVTELKNWGKWYVNTTNIDGFRLDAVKHIKFSFFPDWLSY
251 300
VRSQTGKPLFTVGEYWSYD INKLHNY ITKTNGTMS LFDAPLHNKFYTASK
VRSQTGKPLFTVGEYWSYD INKLHNY ITKTNGTMSLFRDAPLENKFYTASK
VREQTGKPLFTVGEYWSYDINKLHNYITKTNGTMSLFDAPLENKFYTASK
301 350
SGGAFDMRTLMITNTLMKDQPTLAVIFVDNHDTEPGOALQSWVDPWFKPLA
SGGAFDMRTLMINTLMKDOPTLAVTEFVDNHDTEPGQALQSWVDPWFKPLA
SGGAFDMRTLMTHTLMKDCPTLAVTFVDNHDTEPGOALQSWVDPWFKPLA
351 400
YAFILTRQOEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGTQH
YAFILTROEGYPCVFYGDYYCQIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGTQR
YAFILTROEGYPCVFYGDYYGIPQYNIPSLKSKIDPLLIARRDYAYGTQH
401 450
DYLDHSDIIGWTREGVTEKPGSGLAALITDGPGG SKWMYVGKQHAGKVEY
DYLDHSDIIGWTREGGTEKPGEGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKVFY
DYLDHSDIIGWTREG TEKPGSGLAALITDGPGGSKWMYVGKQHAGKVFY
451 500
DLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVSTIARPITTRPWT
DLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVS------------
DLTGNRSDTVTINSDGWGEFKVNGGSVSVWVPRKTTVS

501 5185
GEFVRWTEPRLVAWE
Figura 4l
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