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DESCRIPCION
Alfa-amilasa
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a una nueva alfa-amilasa, a un proceso para su preparacion y al uso de la amilasa.

La invencioén se refiere a una secuencia de polinucleétido recientemente identificada que comprende un gen que
codifica la nueva enzima alfa-amilasa. La invencién proporciona la secuencia de codificacion de longitud completa
del nuevo gen asi como la secuencia de aminoacidos de la proteina funcional de longitud completa del gen. La
invencion también se refiere a métodos de uso de estas proteinas en procesos industriales, por ejemplo en la
industria alimentaria, tal como la industria de panaderia. También se incluyen en la invencion células transformadas
con un polinucledtido de acuerdo con la invencidon adecuadas para producir estas proteinas y células. La invencion
se refiere a un método de fabricacién del polinucleétido de acuerdo con la invencién. La invencién se refiere ademas
a un método para fabricar el polipéptido de acuerdo con la invencion.

Antecedentes de la invencion

Los estudios sobre la rancidez del pan han indicado que la fracciéon de almidén del pan recristaliza durante el
almacenamiento, causando de ese modo un aumento de la firmeza de la miga, que se puede medir como un
aumento en la dureza de las rebanadas de pan.

La presente invencion se refiere a una alfa-amilasa. Las alfa-amilasas se han usado en la industria durante mucho
tiempo.

Las alfa-amilasas se han proporcionado tradicionalmente mediante la inclusiéon de harina de trigo o cebada malteada
y proporcionan varias ventajas al panadero. La alfa-amilasa se usa para proporcionar una produccion de gas y una
retencion de gas satisfactorias durante la fermentacion de la masa y proporcionar un color de corteza satisfactorio.
Esto significa que si esta enzima no se usa en cantidad suficiente, el volumen, la textura, y la apariencia del pan se
ven basicamente perjudicados. La alfa-amilasa se encuentra en la naturaleza en la propia cosecha de trigo, medida
rutinariamente mediante el Nimero de Caida de Hagberg (método 107 de ICC), y se han dado pasos para minimizar
tales variaciones mediante la adicién de alfa-amilasa en el molino y a través del uso de ingredientes de
especialidades en panaderia ya que la enzima tiene una importancia critica.

Mas recientemente, la alfa-amilasa de los cereales se ha reemplazado en gran medida por enzimas de fuentes
microbianas, incluyendo fuentes fungicas y bacterianas. Mediante el uso de la biotecnologia en la seleccion de
cepas, fermentacion y procesamiento, se pueden preparar enzimas a partir de tales fuentes microbianas y esto
presenta ventajas sobre la harina de malta debido a que la enzima tiene una calidad mas controlada, es
relativamente pura y mas rentable en uso. Sin embargo, las propiedades de las alfa-amilasas, y sus efectos
tecnolodgicos, muestran importantes diferencias. Ademas de tener influencia en la produccién de gas, la retencién de
gas y el color de la corteza, la alfa amilasa puede tener relacion con la vida en anaquel del producto horneado.

El almidén de la harina de trigo contiene dos fracciones principales, amilasa y amilopectina, y estas se organizan en
forma de granulos de almidén. Una proporcion de estos granulos de variedades de trigo de molienda dura se
"dafian", separandose los granulos como consecuencia de la energia de la molienda. En el proceso de horneado, los
granulos de almidoén se gelatinizan; este proceso implica un hinchamiento del granulo por la captacion de agua y una
pérdida de la naturaleza cristalina del granulo; en particular, se conoce que las amilopectinas del granulo nativo
existen en forma de cristalitos y estas moléculas se disocian y pierden cristalinidad durante la gelatinizacion. Una
vez se ha horneado el pan, la amilopectina recristaliza lentamente con el paso de los dias y es esta recristalizacion,
o retrogradacion de almiddn la que se considera la causa principal de la rancidez del pan.

Estas formas variables del almidén y su interaccién con alfa-amilasa dictan el papel que tiene la enzima con
respecto a la tecnologia de la panaderia. La alfa-amilasa de fuentes fungicas, lo mas habitualmente provenientes de
especies de Aspergillus, acta principalmente sobre el almidon dafiado durante la mezcla de la masa y a través de la
fermentacién/prueba. La baja estabilidad térmica de la enzima significa que la enzima se inactiva durante el
horneado y criticamente antes de que la gelatinizacién haya tenido lugar, de modo que existe poca o ninguna
descomposicion del almidén a partir de la fraccion sin dafiar. En consecuencia, la amilasa fungica es util en la
provision de azucares para fermentacion y color, pero practicamente no tiene ningun valor en la prolongacion de la
vida en anaquel. Por otra parte, la alfa amilasa bacteriana, lo mas habitualmente de Bacillus amyloliquifaciens, tiene
una mayor estabilidad a la temperatura y actividad durante el horneado del pan y mientras el almidon experimenta la
gelatinizacion. La amilasa bacteriana conduce de ese modo a una modificacion en mayor extension del almidon y, a
su vez, de las calidades del pan horneado; en particular, la corteza del pan horneado puede ser sensiblemente mas
blanda a lo largo de la vida en anaquel y puede permitir que se aumente la vida en anaquel. Sin embargo, aunque la
alfa-amilasa bacteriana puede ser util con respecto a la prolongacion de la vida en anaquel, es dificil de usar en
sentido practico ya que pequefias sobredosis conducen a una estructura de miga inaceptable de poros grandes y
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abiertos, mientras que la textura se puede volver demasiado blanda y "gomosa".

El inventor ha identificado una alfa amilasa de una fuente bacteriana particular que tiene una caida de
termoestabilidad intermedia entre las alfa amilasas fungicas y bacterianas habituales. La termoestabilidad de esta
enzima es mayor que la de la alfa amilasa fungica, permitiendo de este modo una mayor actividad en la amilopectina
durante y después de la gelatinizacion, pero no actia de forma tan prolongada en el proceso de horneado como las
amilasas bacterianas habituales y no sobredigiere el almidén.

El documento de Patente US 4.598.048 describe la preparacion de una enzima amilasa maltogénica. El documento
de Patente US 4.604.355 describe una enzima amilasa maltogénica, la preparacion y el uso de la misma. El
documento de Patente US RE38.507 describe un proceso y un agente de antirancidez. El producto que se describe
en el documento de Patente US RE38.507 se usa en la industria con el nombre comercial Novamyl®.

Se propuso encontrar un organismo capaz de producir una alfa-amilasa mejorada. En consecuencia, el inventor ha
identificado la cepa NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae que ha descubierto en el Antartico. Esta es una nueva
cepa, y no se ha usado anteriormente como fuente para una alfa-amilasa que tiene propiedades mejoradas.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a polipéptidos. La invencién proporciona una nueva alfa-amilasa que se puede usar
para retardar la rancidez de productos horneados tales como pan y pasteles. La invencion proporciona ademas
nuevos polinucleétidos que codifican la nueva enzima alfa-amilasa.

Por lo tanto, la invencion se refiere a:

un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa que comprende:

(a) una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o

(b) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a 2157 de SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3;
o]

(c) una secuencia de polinucleétido como se expone en SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3.

La invencion se refiere ademas a:

un polipéptido de alfa-amilasa que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido como se expone en los nucleétidos 100 a 2157
de SEC ID N°: 1 0 SEC ID Ne°: 3.

En otro aspecto, la invencioén se refiere a un vector que comprende la secuencia de polinucleétido de acuerdo con la
invencion. La invencién también se refiere a una célula hospedadora recombinante que comprende el polinucleétido
de acuerdo con la invencién. La invencion se refiere un método de fabricar el polinucleétido de acuerdo con la
invencion. La invencion se refiere ademas a un método para fabricar el polipéptido de acuerdo con la invencién. La
invencion se refiere al uso de dicho polipéptido en la fabricacién de alimentos. La invencién también se refiere a una
composicion de enzima. La invencion también se refiere a un método para preparar una masa y a una masa que
comprende el polipéptido de acuerdo con la invencion o la composicién de enzima de acuerdo con la invencion.

La invencién también se refiere un método para preparar un producto horneado que comprende la etapa de hornear
la masa de acuerdo con la invencion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 expone el mapa de plasmido de pGBBO09.

La Figura 2 expone el mapa de plasmido de pGBBO9DSM-AM1.
La Figura 3 expone SEC ID N°: 1.

La Figura 4 expone SEC ID N°: 2.

La Figura 5 expone SEC ID N°: 3.

Breve descripcion del listado de secuencias

SEC ID N° 1 expone la secuencia de polinucleétido de NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae que codifica la
secuencia de sefal de tipo silvestre (expuesta en los nucledtidos 1 a 99), la alfa-amilasa de acuerdo con la invencion
(expuesta en los nucledtidos 100 a 2157), y un coddn de terminacion en el extremo 3' terminal (expuesto en los
nucledtidos 2157 a 2160).

SEC ID N° 2 expone la secuencia de aminoacidos de la secuencia de sefal de tipo silvestre de NCIMB14276 de
Alicyclobacillus pohliae (expuesta en los aminoacidos 1 a 33) y la alfa-amilasa de acuerdo con la invencion
(expuesta en los aminoacidos 34 a 719). También se denomina en el presente documento proteina DSM-AM.
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SEC ID N°: 3 expone una secuencia de polinucleétido optimizada con codon de NCIMB14276 de Alicyclobacillus
pohliae que codifica la secuencia de sefial de tipo silvestre (expuesta en los nucleétidos 1 a 99), la alfa-amilasa de
acuerdo con la invencién (expuesta en los nucledtidos 100 a 2157), y un codoén de terminacion en el extremo 3'
terminal (expuesto en los nucledtidos 2157 a 2160).

Descripcion detallada de la invenciéon

En la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, las palabras "comprende" e "incluye" y
variaciones tales como "comprender", "que comprende”, "incluir" y "incluye" se han de interpretar como abiertas e
inclusive. Es decir, se pretende que estas palabras expresen la posible inclusiéon de otros elementos o nimeros

enteros no indicados especificamente, cuando el contexto lo permita.

En la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, la expresion "nucleétidos 100 a 2157" significa
los nucledtidos 100 hasta e incluyendo el 2157. En la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas,
la expresion "aminoacidos 34 a 719" significa los aminoacidos 34 hasta e incluyendo el 719.

Las expresiones "polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719
de SEC ID N° 2", "polipéptido maduro expuesto en SEC ID N° 2" y "DSM-AM madura" se usan de forma
intercambiable en el presente documento

Las expresiones "polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719
de SEC ID N°: 2", "polipéptido maduro de acuerdo con la invencién", "enzima madura de acuerdo con la invencion",
"enzima amilética de acuerdo con la invencion”, "enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencién", "alfa-amilasa de
acuerdo con la invencién" y "polipéptido de acuerdo con la invenciéon" se usan de forma intercambiable en el

presente documento.

Las expresiones "de acuerdo con la invenciéon" y "de la invencion" se usan de forma intercambiable en el presente
documento.

Las expresiones "gen DSM-AM", "gen de alfa-amilasa de acuerdo con la invencion"”, "gen AM" y "polinucleétido de
acuerdo con SEC ID N°: 1" se usan de forma intercambiable en el presente documento. La expresién "polinucleétido
de acuerdo con la invencién” incluye SEC ID N°: 1y SEC ID N°: 3.

En el contexto de la presente invencién, "polipéptido maduro" se define en el presente documento como un
polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa que esta en su forma final después de la traduccion y cualquier
modificacion posterior a la traduccion, incluyendo procesamiento N-terminal, truncacion C-terminal, glicosilacion,
fosforilacion, etc. El proceso de maduracién puede depender del vector de expresion particular usado, el hospedador
de expresion y el proceso de produccion.

Para confirmar la secuencia de polinucleétido del gen DSM-AM del NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae, se
secuencid el genoma completo de NCIMB14276 de A. pohliae. Los resultados del mismo confirmaron que el
polinucleétido, que codifica la proteina DSM-AM, es como se desvela en SEC ID N°: 1. A partir de esto se confirmo
la secuencia de 719 aminoacidos de la proteina DSM-AM como se expone en SEC ID N° 2. Los primeros 33
aminoacidos, empezando desde el extremo N-terminal de la proteina DSM-AM, pertenecen a la secuencia de sefal.

Polinucleétidos

La invencién se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad de alfa amilasa que
comprende:

(a) una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o

(b) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a 2157 de SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3;
o]

(c) una secuencia de polinucleétido como se expone en SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3.

En un aspecto, un polinucleétido de la invencién es un polinucledétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a 2157 de la secuencia de polinucleétido
de SEC ID N°: 1 o 3 (inclusive los nucledtidos 100 y 2157, para evitar la duda); o

(b) una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2 (inclusive los aminoacidos 34 y 719, para evitar la duda).

En un aspecto tal polinucleétido aislado se puede obtener sintéticamente, por ejemplo mediante sintesis en fase
sélida o mediante otros métodos conocidos por los expertos en la materia.

Las secuencias de acuerdo con SEC ID N°: 1y SEC ID N°: 3 incluyen los nucleétidos que codifican el polipéptido
maduro de acuerdo con la invencion y la secuencia de sefal de tipo silvestre. SEC ID N°: 2 incluye el polipéptido
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maduro de acuerdo con la invencion y la secuencia de sefial de tipo silvestre.

Un "polinucleétido aislado" o "acido nucleico aislado" es un ADN o ARN que no es inmediatamente contiguo con las
dos secuencias codificantes con las que es inmediatamente contiguo (una en el extremo 5’ y otra en el extremo 3’)
en el genoma de origen natural del organismo del que se obtiene. De ese modo, en una realizacion, un
polinucledtido aislado incluye algunas o todas las secuencias no codificantes 5’ (por ejemplo, promotor) que son
inmediatamente contiguas a la secuencia codificante. Por lo tanto, la expresion incluye, por ejemplo, un ADN
recombinante que se incorpora a un vector, en un plasmido o virus autbnomamente replicante, o al ADN gendémico
de un procariota o eucariota, o que existe como una molécula separada (por ejemplo, un ADNc o un fragmento de
ADN gendmico producido por PCR o tratamiento de endonucleasa de restriccion) independiente de otras
secuencias. También incluye un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica un polipéptido
adicional que esta basicamente exento de material celular, material viral, o medio de cultivo (cuando se produce
mediante técnicas de ADN recombinante), o precursores quimicos u otros compuestos quimicos (cuando se sintetiza
quimicamente). Ademas, un "fragmento de polinucledtido aislado” es un fragmento de polinucleétido que no es de
origen natural como fragmento y no se encontraria en estado natural.

La secuencia codificante de SEC ID N° 1 o 3 se puede modificar mediante sustituciones de nucledtidos. El
polinucleétido de SEC ID N°: 1 o 3 se puede modificar ademas o alternativamente mediante una o mas inserciones
y/o supresiones y/o mediante una prolongacién en cualquiera o ambos extremos. El polinucleétido modificado
codifica un polipéptido que tiene actividad de alfa amilasa.

En una realizaciéon del polinucleétido de acuerdo con la invencién, el polinucledtido se produce mediante
NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae. Como se usa en el presente documento, el término "polinucledtido” o la
expresion "molécula de acido nucleico" y similares se pretende que incluyan moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc
o ADN gendmico) y moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm) y analogos de ADN o ARN generados usando analogos
de nucledtidos. La molécula de polinucleétido puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferentemente es ADN
bicatenario. El polinucleétido se puede sintetizar de modo que incluya nucledtidos sintéticos o modificados. Se
conocen en la técnica numerosos tipos diferentes de modificaciones de polinucledtidos. Estos incluyen cadenas
principales de metilfosfonato y fosforotioato, adicién de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3' y/o 5' de
la molécula. Tales oligonucledtidos se pueden usar, por ejemplo, para preparar polinucledtidos que tienen
capacidades de emparejamiento de bases alteradas o aumento de resistencia a nucleasas.

Para los fines de la presente invencion, se ha de entender que los polinucleétidos que se describen en el presente
documento se pueden modificar mediante cualquier método disponible en la técnica. Tales modificaciones se
pueden llevar a cabo, por ejemplo, para aumentar el grado en el que se puede expresar un polinucleétido de la
invencién en una célula hospedadora adecuada.

Un polinucledtido de la invencioén, tal como un polinucleétido de ADN, se puede producir de forma recombinante,
sintética, o mediante cualquier medio disponible para los expertos en la materia. También se puede clonar mediante
técnicas convencionales. Un polinucleétido de la invencion se proporciona por lo general en forma aislada y/o
purificada

Los polinucledtidos se pueden producir usando medios recombinantes, por ejemplo usando técnicas de clonacion
por PCR (reaccion en cadena de polimerasa). Esto implica preparar una pareja de cebadores (por ejemplo, de
aproximadamente 15-30 nucleétidos) en una region del polinucleétido que se desea amplificar, poner en contacto los
cebadores con ARNm o ARNc obtenido de una célula adecuada, llevar a cabo una reaccién en cadena de
polimerasa en condiciones que produzcan la amplificacion de la regién deseada, aislar y recuperar el ADN
amplificado. Los cebadores se pueden disefar para contener sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion
adecuados de modo que el ADN amplificado se pueda clonar convenientemente en un vector de clonaciéon
adecuado.

Tales técnicas se pueden usar para obtener la totalidad o parte del polinucleétido de SEC ID N° 1 o 3 que se
describe en el presente documento o las variantes del mismo.

Los polinucledtidos que no tienen un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de SEC ID N°: 1 0 3 se
pueden obtener mediante diversas formas. Por ejemplo, los polinucleétidos se pueden obtener mediante una técnica
de mutagénesis apropiada, tal como mutagénesis dirigida al sitio de SEC ID N°: 1 o 3. Esto puede ser util cuando,
por ejemplo, se requieren cambios silentes de coddn en las secuencias con el fin de optimizar las preferencias de
codén para una célula hospedadora particular en la que se van a expresar las secuencias de polinucleétido. Pueden
ser deseables otros cambios de secuencia con el fin de introducir sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion,
o alterar la propiedad o la funcién de los polipéptidos codificados por los polinucleétidos.

Para aumentar la probabilidad de que la enzima introducida se exprese en forma activa en una célula de la
invencion, la correspondiente secuencia de nucleédtidos codificante se puede adaptar para optimizar su uso del
codon al de la célula hospedadora seleccionada, por ejemplo SEC ID N° 3. Se conocen en la técnica varios
métodos para la optimizacién de codon. Un método preferente para optimizar el uso del codén de la secuencia de
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nucledtidos al de la célula hospedadora seleccionada es una tecnologia de optimizacion de parejas de codones que
se desvela en los documentos de Patente W02006/077258 y/o WO02008/000632. ElI documento de Patente
WO02008/000632 aborda la optimizacion de parejas de codones. La optimizacion de parejas de codones es un
método en el que las secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido se modifican con respecto a su uso del
codon, en particular las parejas de codones que se usan, para obtener una mejora de la expresion de la secuencia
de nucledtidos que codifican el polipéptido y/o una mejora de la produccion del polipéptido codificado. Las parejas de
codon se definen como un conjunto de dos tripletes (codones) sucesivos en una secuencia codificante.

Como medida sencilla para la expresion génica y la eficacia de traduccion, en el presente documento se usa el
indice de Adaptacién de Codén (CAIl), como se describe en Xuhua Xia, Evolutionary Bioinformatics 2007, 3: 53-58.
El indice usa un conjunto de referencia de genes altamente expresados de una especie para evaluar las cualidades
relativas de cada codon, y se calcula una puntuacion para el gen a partir de la frecuencia de uso de todos los
codones en ese gen. El indice evalla el grado en el que ha sido eficaz la seleccion en el moldeado del patrén de uso
de codon. A este respecto es Util para predecir el nivel de expresion de un gen, para evaluar la adaptacion de los
genes virales a sus hospedadores, y para realizar comparaciones de uso de codén en diferentes organismos. El
indice también puede proporcionar una indicacién aproximada de la probabilidad de éxito de la expresion de genes
heterdlogos. En los genes optimizados por pareja de codones de acuerdo con la invencion, el CAl es 0,6 o mas, 0,7
o mas, 0,8 o mas, 0,85 o mas, 0,87 o mas 0,90 o mas, 0,95 o mas, o aproximadamente 1,0.

La invencion proporciona ademas polinucleétidos bicatenarios que comprenden un polinucledtido de la invencion y
su complemento.

Los polinucledtidos, las sondas y los cebadores de la invencién pueden portar una marca reveladora. Las marcas
adecuadas incluyen radioisotopos tales como 32p o 35S, marcas enzimaticas, u otras marcas proteicas tales como
biotina. Tales marcas se pueden afiadir a los polinucleétidos, sondas o cebadores de la invencién y se pueden
detectar usando técnicas conocidas por si mismas.

Polipéptidos

La invencién proporciona un polipéptido (aislado) que tiene actividad de degradacion de almidon. La invencion se
refiere ademas a un método para fabricar el polipéptido de acuerdo con la invencion.

Los términos "péptido" y "oligopéptido" se consideran sinénimos (como se reconoce habitualmente) y cada término
se puede usar de forma intercambiable cuando el contexto requiera indicar una cadena de al menos dos
aminoacidos acoplados mediante enlaces peptidicos. La palabra "polipéptido" (o proteina) se usa en el presente
documento para cadenas que contienen mas de siete restos de aminoacido. Todas las férmulas o secuencias de
oligopéptidos y polipéptidos en el presente documento se escriben de izquierda a derecha y en la direccion del
extremo amino terminal al extremo carboxi terminal. El cédigo de tres letras de los aminoacidos que se usa en el
presente documento se conoce habitualmente la técnica y se puede encontrar en Sambrook, et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001).

La invencion se refiere a un polipéptido de alfa-amilasa que comprende:
(a) una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o
(b) una secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a
2157 de SEC ID N°: 1 0 SEC ID Ne: 3.

En una realizacion, la invencion se refiere a un polipéptido aislado que comprende:
(a) una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o
(b) una secuencia de aminoacidos codificada por el polinucleétido como se expone en los nucleétidos 100 a 2157
deSECIDN%103;0
(c) la secuencia de aminoacidos de acuerdo con (b), en la que el polinucleétido se produce mediante
NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae.

En general, es preferente la secuencia de aminoacidos de origen natural que se muestra en los aminoacidos 34 a
719 de SEC ID N°: 2.

Como conocen los expertos en la materia, es posible que el extremo N-terminal y/o C-terminal de SEC ID N°: 2 o del
polipéptido maduro de la secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N° 2 (como se expone en los
aminoacidos 34 a 719) puedan ser heterogéneos, debido a variaciones en el procesamiento durante la maduracion.
En particular, se podrian producir tales variaciones de procesamiento tras la sobreexpresion del polipéptido.
Ademas, la actividad de exoproteasa podria dar lugar a heterogeneidad. El grado en el que se produce la
heterogeneidad depende también del hospedador y de los protocolos de fermentacion que se usan. Tales artefactos
de procesamiento del extremo C-terminal podrian conducir a polipéptidos mas cortos o a polipéptidos mas largos de
lo que se indica en SEC ID N°: 2 o del polipéptido maduro de la secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEC ID
N° 2. Como resultado de tales variaciones de procesamiento, el extremo N-terminal también podria ser
heterogéneo. Las variantes de procesamiento en el extremo N-terminal se podrian deber a la escision alternativa de
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la secuencia de sefal por parte de peptidasas de sefial.

Un aspecto adicional proporciona un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido de acuerdo con SEC ID N°: 2 o
la proteina madura de la secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEC ID N°: 2 que contiene restos adicionales y
comienza en la posicion 1, o 2, o 3 etc. Alternativamente, podria carecer de ciertos residuos y en consecuencia
comenzar en la posicion 2, o 3, o 4 etc. Ademas, pueden estar presentes restos adicionales en el extremo C-
terminal, por ejemplo en la posicion 720, 721 etc. Alternativamente, el extremo C-terminal podria carecer de ciertos
residuos y en consecuencia finalizar en la posicién 718, o 717 etc.

De ese modo se puede modificar la secuencia del polipéptido de SEC ID N°: 2. Se pueden realizar sustituciones de
aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3 o 4 sustituciones. El polipéptido modificado conserva la actividad como alfa
amilasa.

Preferentemente, tal polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que, cuando se alinea con la secuencia de
aminoacidos como se expone en SEC ID N°: 2, comprende al menos uno de Asp en la posicién 184, Ala en la
posicion 297, Thr en la posicion 368 y Asn en la posicion 489, definiéndose dichas posiciones con respecto a SEC
ID N°: 2. Preferentemente, la alfa-amilasa comprende al menos Ala en la posicion 297 y definiéndose la totalidad de
dichas posiciones con respecto a SEC ID N°: 2.

El polipéptido puede comprender al menos dos de Asp en la posicion 184, Ala en la posicién 297, Thr en la posicion
368 y Asn en la posicion 489, definiéndose dichas posiciones con respecto a SEC ID N° 2. Preferentemente tal
polipéptido comprende al menos: Asp en la posicion 184 y Ala en la posicion 297; al menos Ala en la posicion 297 y
Thr en la posicion 368; o al menos Ala en la posicion 297 y Asn en la posicion 489, definiéndose la totalidad de
dichas posiciones con respecto a SEC ID N°: 2.

El polipéptido puede comprender al menos tres de Asp en la posicién 184, Ala en la posicion 297, Thr en la posicion
368 y Asn en la posicion 489, definiéndose dichas posiciones con respecto a SEC ID N°: 2. Preferentemente, tal
polipéptido comprende al menos: Ala en la posicion 297, Thr en la posicion 368 y Asn en la posicion 489; Asp en la
posicion 184, Ala en la posiciéon 297 y Thr en la posicion 368; o Asp en la posicion 184, Ala en la posicion 297 y Asn
en la posicion 489, definiéndose la totalidad de dichas posiciones con respecto a SEC ID N°: 2.

El polipéptido puede comprender Asp en la posicion 184, Ala en la posiciéon 297, Thr en la posicion 368 y Asn en la
posicion 489, definiéndose la totalidad de dichas posiciones con respecto a SEC ID N°: 2.

Los uno o mas aminoacidos del polipéptido se pueden sustituir con el fin de mejorar la expresioén en una célula
hospedadora. Ademas se pueden sustituir uno o mas aminoacidos de la proteina para cambiar la actividad
especifica o la estabilidad térmica de las enzimas.

Las sustituciones conservativas de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina,
valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales hidroxil-alifaticas es serina y
treonina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un
grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina, y triptéfano; un grupo de
aminoacidos que tiene cadenas laterales basicas es lisina, arginina, e histidina; y un grupo de aminoacidos que tiene
cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina.

Los grupos de sustitucion conservativa de aminoacidos preferentes son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-
tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y asparagina-glutamina. Las variantes sustitucionales de la secuencia de
aminoacidos que se desvela en el presente documento son aquellas en las que se ha retirado al menos un resto de
las secuencias desveladas y en su lugar se ha insertado un resto diferente. Preferentemente, el cambio de
aminoacidos es conservativo. Las sustituciones conservativas preferentes para cada uno de los aminoacidos de
origen natural son como siguen a continuacion: Ala por ser; Arg por lys; Asn por gin o his; Asp por glu; Cys por ser o
ala; GIn por asn; Glu por asp; Gly por pro; His por asn o gIn; He por leu o val; Leu por ile o val; Lys por arg; gin o glu;
Met por leu o ile; Phe por met, leu o tyr; Ser por thr; Thr por ser; Trp por tyr; Tyr por trp o phe; y, Val por ile o leu.

Los polipéptidos de la invencién pueden estar en forma basicamente aislada. Se ha de entender que el polipéptido
se puede mezclar con vehiculos o diluyentes que no interfieran con el fin deseado del polipéptido y aun se pueda
considerar basicamente aislado. El polipéptido de la invenciéon también puede estar en forma basicamente
purificada, en cuyo caso comprendera generalmente el polipéptido en una preparacion en la que mas de un 50 %,
por ejemplo, mas de un 80 %, 90 %, 95 % o0 99 % en peso del polipéptido en la preparacion es un polipéptido de la
invencion.

Por ejemplo, los polipéptidos y las proteinas producidos de forma recombinante producidos en células hospedadoras
se consideran aislados para el fin de la invencion ya que son polipéptidos nativos recombinantes que se han
purificado basicamente mediante cualquier técnica adecuada tal como, por ejemplo, el método de purificacién de
etapa individual que se desvela en Smith y Johnson, Gene 67:31-40 (1988).
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El polipéptido la invencién se puede modificar quimicamente, por ejemplo modificar de forma posterior la traduccion.
Por ejemplo, se puede glicosilar o comprender restos de aminoacido modificados. También se puede modificar
mediante la adicion de residuos de Histidina o una marca T7 para ayudar a su purificacion o mediante la adicion de
una secuencia de sefial para estimular su secrecién de una célula.

Para la secreciéon de la proteina traducida al lumen del reticulo endoplasmatico, al espacio periplasmatico o al
entorno extracelular, se puede fusionar una secuencia de sefial de secrecién apropiada al polinucleétido de la
invencion. Las sefales pueden ser enddégenas al polipéptido o pueden ser sefiales heterdlogas.

El polipéptido de acuerdo con la invencién se puede producir en una forma modificada, tal como una proteina de
fusion, y puede incluir no solo sefiales de secrecion sino también regiones funcionales heterdélogas adicionales. De
ese modo, por ejemplo, se puede afadir una regidon de aminodacidos adicionales, particularmente aminoacidos
cargados, al extremo N-terminal del polipéptido para mejorar la estabilidad y persistencia en la célula hospedadora,
durante la purificacion o durante la manipulaciéon y almacenamiento posteriores. Ademas, se pueden afiadir restos
del péptido al polipéptido para facilitar la purificacion.

Los polipéptidos de la presente invencion incluyen productos purificados de forma natural, productos de
procedimientos sintéticos quimicos, y productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un
hospedador procariota o eucariota, incluyendo, por ejemplo, células bacterianas, de levadura, plantas superiores,
insectos y mamiferos. Dependiendo del hospedador empleado en un procedimiento de produccion recombinante, los
polipéptidos de la presente invencion pueden estar glicosilados o pueden estar no glicosilados. Ademas, los
polipéptidos de la invencion también pueden incluir en algunos casos un resto de metionina modificado inicial como
consecuencia de procesos mediados por el hospedador.

Identidad de secuencia

El término "homologia" o las expresiones "porcentaje de identidad", "porcentaje de homologia" e "identidad
porcentual" se usan de forma intercambiable en el presente documento. Para los fines de la presente invencion, aqui
se define que con el fin de determinar el porcentaje de homologia de dos secuencias de aminoacidos o de dos
secuencias de polinucleétido (también denominadas en el presente documento secuencias de acido nucleico), las
secuencias se alinean con fines de comparaciéon 6ptima. Con el fin de optimizar la alineacién entre las dos
secuencias se pueden introducir huecos en cualquiera de las secuencias que se comparan. Tal alineacion se puede
llevar a cabo en la longitud completa de las secuencias que se van a comparar. Alternativamente, la alineacion se
puede llevar a cabo en una longitud mas corta, por ejemplo en aproximadamente 20, aproximadamente 50,
aproximadamente 100 o mas acidos nucleicos del término "polipéptido” de la invencion.

Para la secreciéon de la proteina traducida al lumen del reticulo endoplasmatico, al espacio periplasmatico o al
entorno extracelular, se puede fusionar una secuencia de sefial de secrecién apropiada al polinucleétido de la
invencion. Las sefiales pueden ser endégenas al polipéptido o pueden ser sefiales heterdlogas.

El polipéptido de acuerdo con la invencién se puede producir en una forma modificada, tal como una proteina de
fusion, y puede incluir no solo sefiales de secrecion sino también regiones funcionales heterdélogas adicionales. De
ese modo, por ejemplo, se puede afadir una regidon de aminodacidos adicionales, particularmente aminoacidos
cargados, al extremo N-terminal del polipéptido para mejorar la estabilidad y persistencia en la célula hospedadora,
durante la purificacion o durante la manipulaciéon y almacenamiento posteriores. Ademas, se pueden afiadir restos
del péptido al polipéptido para facilitar la purificacion.

Los polipéptidos de la presente invencion incluyen productos purificados de forma natural, productos de
procedimientos sintéticos quimicos, y productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un
hospedador procariota o eucariota, incluyendo, por ejemplo, células bacterianas, de levadura, plantas superiores,
insectos y mamiferos. Dependiendo del hospedador empleado en un procedimiento de produccion recombinante, los
polipéptidos de la presente invencion pueden estar glicosilados o pueden estar no glicosilados. Ademas, los
polipéptidos de la invencion también pueden incluir en algunos casos un resto de metionina modificado inicial como
consecuencia de procesos mediados por el hospedador.

Identidad de secuencia

El término "homologia" o las expresiones "porcentaje de identidad", "porcentaje de homologia" e "identidad
porcentual" se usan de forma intercambiable en el presente documento. Para los fines de la presente invencion, aqui
se define que con el fin de determinar el porcentaje de homologia de dos secuencias de aminoacidos o de dos
secuencias de polinucleétido (también denominadas en el presente documento secuencias de acido nucleico), las
secuencias se alinean con fines de comparaciéon 6ptima. Con el fin de optimizar la alineacién entre las dos
secuencias se pueden introducir huecos en cualquiera de las secuencias que se comparan. Tal alineacién se puede
llevar a cabo en la longitud completa de las secuencias que se van a comparar. Alternativamente, la alineacion se
puede llevar a cabo en una longitud mas corta, por ejemplo en aproximadamente 20, aproximadamente 50,
aproximadamente 100 o mas acidos nucleicos o aminoacidos. El porcentaje de homologia o el porcentaje identidad
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es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias en la region alineada informada.

Se puede conseguir una comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje identidad entre dos
secuencias usando un algoritmo matematico. Los expertos en la materia tendran en cuenta el hecho de que estan
disponibles varios programas de ordenador diferentes para alinear dos secuencias y determinar la homologia entre
las dos secuencias (Kruskal, J. B. (1983) An overview of sequence comparison en D. Sankoff y J. B. Kruskal, (ed.),
Time warps, string edits and macromolecules: the theory and practice of sequence comparison, pp. 1-44 Addison
Wesley). El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucledétidos se
puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch para la alineacién de dos secuencias (Needleman,
S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). El algoritmo puede alinear tanto las secuencias de
aminoacidos como las secuencias de polinucleétido. El algoritmo de Needleman-Wunsch se ha integrado en el
programa de ordenador NEEDLE. Para los fines de la presente invencion se uso el programa NEEDLE del paquete
EMBOSS (version 2.8.0 o superior, EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite (2000) Rice, P.
Longden, I. y Bleasby, A. Trends in Genetics 16, (6) pp. 276-277, http://emboss.bioinformatics.nl/). Para la secuencia
de proteinas se us6 EBLOSUMG62 para la matriz de sustitucion. Para la secuencia de nucleétidos, se usé
EDNAFULL. Los parametros opcionales usados son una penalizacion de hueco abierto de 10 y una penalizacién de
prolongacién de hueco de 0,5. Los expertos en la materia entenderan que estos diferentes parametros produciran
resultados ligeramente diferentes pero que el porcentaje de identidad global de dos secuencias no se altera
significativamente cuando se usan diferentes algoritmos.

Después de la alineacion mediante el programa NEEDLE como se ha descrito anteriormente se calcula el porcentaje
de identidad entre una secuencia de busqueda y una secuencia de la invencién como sigue a continuacion: nimero
de posiciones correspondientes en la alineacion que muestra un aminodcido idéntico o un nucleétido idéntico en
ambas secuencias dividido por la longitud total de la alineaciéon después de restar el numero total de huecos en la
alineacion. El porcentaje de identidad como se define en el presente documento se puede obtener a partir de
NEEDLE usando la opcion NOBRIEF y se identifica en los resultados del programa como "identidad mas
prolongada".

Las secuencias de polinucledtido y proteina de la presente invencion se pueden usar ademas como "secuencia de
blusqueda" para llevar a cabo una busqueda en bases de datos publicas, por ejemplo, para identificar otros
miembros de la familia o secuencias relacionadas. Tales busquedas se pueden llevar a cabo usando los programas
NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las busquedas de nucleétidos
BLAST se pueden llevar a cabo con el programa NBLAST, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12 para obtener
secuencias de nucledtidos homadlogas al polinucleétido de la invencion. Las busquedas de proteinas BLAST se
pueden llevar a cabo con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener las
secuencias de aminoacidos homologas a las moléculas de proteina de la invencion. Para obtener alineaciones con
huecos con fines comparativos, se puede utilizar Gapped BLAST como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic
Acids Res. 25(17): 3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los
parametros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Véase la pagina principal
de Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Vectores

Los polinucledtidos de la invencidn se pueden incorporar a un vector, incluyendo vectores de clonacion y expresion.
Un vector puede ser un vector replicable recombinante. El vector se puede usar para replicar un polinucleétido de la
invencion en una célula hospedadora compatible. El vector se puede someter de forma conveniente a
procedimientos de ADN recombinante.

La invencion también se refiere a métodos de crecimiento, transformacion o transfeccién de tales vectores en una
célula hospedadora adecuada, por ejemplo en condiciones en las que se produce la expresion de un polipéptido de
la invencion. La invencion proporciona un método de preparacion de polipéptidos de la invencion por introducciéon de
un polinucleétido de la invencién en un vector, preferentemente un vector de expresion, introduccién del vector en
una célula hospedadora compatible, y crecimiento de la célula hospedadora en condiciones que provocan la
replicacién del vector. El vector se puede recuperar de la célula hospedadora.

Un vector de acuerdo con la invenciéon puede ser un vector autbnomamente replicante, es decir un vector que existe
como entidad extracromosomica, la replicacion del cual es independiente de la replicacion cromosémica, por
ejemplo un plasmido. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en una célula
hospedadora, se integra en el genoma de la célula hospedadora y se replica junto con el cromosoma o cromosomas
en el que se ha integrado.

Un tipo de vector es un "plasmido"”, que se refiere a bucle de ADN bicatenario circular en el que se pueden insertar
segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que se pueden insertar segmentos de
ADN adicionales en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacion auténoma en la célula
hospedadora en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen bacteriano de
replicacion y vectores de mamifero episomales). Otros vectores (por ejemplo, vectores de integracion bacterianos
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sin un origen adecuado de replicaciéon o vectores de mamifero no episomales) se integran en el genoma de una
célula hospedadora hasta la introduccién en la célula hospedadora, y de ese modo se replican junto con el genoma
hospedador.

Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de los genes a los que se unen operativamente. Tales
vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”. Las expresiones "vector de expresion”,
"constructo de expresion" y "vector de expresion recombinante” se usan de forma intercambiable en el presente
documento. En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a menudo en
forma de plasmidos. Los términos "plasmido” y "vector" se pueden usar de forma intercambiable en el presente
documento ya que el plasmido es la forma de vector usada de forma mas habitual. Sin embargo, se pretende que la
invencion incluya otras formas de vectores de expresion, tales como cosmidos, vectores virales (por ejemplo,
retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados de replicacion deficiente) y vectores de fago que sirven para funciones
equivalentes.

Los vectores de acuerdo con la invencion se pueden usar in vitro, por ejemplo para la producciéon de ARN o usar
para transfectar o transformar una célula hospedadora, por ejemplo una célula bacteriana, y usar para la produccion
de una alfa-amilasa que esta codificada por un polinucleétido de la invencion.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencién comprenden un polinucleétido de la invencién en una
forma adecuada para la expresion del polinucleétido en una célula hospedadora, lo que significa que el vector de
expresion recombinante incluye una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas basandose en las células
hospedadoras que se usan para la expresion, que estan unidas operativamente a la secuencia del polinucleétido
que se va a expresar.

En un vector de expresion recombinante, "unido operativamente” pretende significar que la secuencia de nucleotidos
de interés esta unida a la secuencia o secuencias reguladoras de una forma que permite la expresion de la
secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en un sistema de transcripcién/traduccion in vitro o en una célula
hospedadora cuando el vector se introduce en la célula hospedadora), es decir la expresion "unido operativamente”
se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos se encuentran en una relacion que les permite
funcionar de la forma destinada. Una secuencia reguladora tal como un promotor, potenciador u otra sefial de
regulacion de expresion "unida operativamente” a una secuencia codificante se posiciona de un modo tal que la
expresion de la secuencia codificante se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control o las
secuencias se disponen de modo que funcionen de acuerdo con su uso destinado, por ejemplo la transcripcion se
inicia en un promotor y transcurre a través de la secuencia de ADN que codifica el polipéptido.

La expresion "secuencia reguladora" pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control de
expresion (por ejemplo, sefial de poliadenilacion). Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en
Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990).

La expresion secuencias reguladoras incluye las secuencias que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia
de nucleotidos en numerosos tipos de células hospedadoras y las que dirigen la expresion de la secuencia de
nucledtidos solo en ciertas células hospedadoras (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejidos).

Un vector o constructo de expresién para una célula hospedadora dada puede comprender de ese modo los
siguientes elementos unidos operativamente entre si en orden consecutivo del extremo 5’ al extremo 3’ con respecto
a la hebra codificante de la secuencia que codifica el polipéptido de la presente invencion: (1) una secuencia
promotora capaz de dirigir la transcripcion de la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido en la célula
hospedadora dada; (2) un sitio de unién a ribosoma para facilitar la traduccién del ARN transcrito, (3) opcionalmente,
una secuencia de sefal capaz de dirigir la secrecion del polipéptido desde la célula hospedadora dada al medio de
cultivo; (4) una secuencia de polinucleétido de acuerdo con la invencion; y, también preferentemente, (5) una region
de terminacion de la transcripcion (terminador) capaz de terminar la transcripcion corriente abajo de la secuencia de
nucleétidos que codifica el polipéptido.

Corriente abajo de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la invencion puede ser una region sin traducir 3’ que
contiene uno o mas sitios de terminacion de la transcripcion (por ejemplo un terminador, también denominado en el
presente documento codoén de terminacion). El origen del terminador es menos critico. El terminador puede ser, por
ejemplo, nativo para la secuencia de ADN que codifica el polipéptido. Sin embargo, se usa preferentemente un
terminador bacteriano en células hospedadoras bacterianas y se usa un terminador fungico filamentoso en células
hospedadoras fungicas filamentosas. Mas preferentemente, el terminador es enddgeno a la célula hospedadora (en
la que se va a expresar la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido). En la region transcrita, puede estar
presente un sitio de unién a ribosoma para la traduccion. La parte codificante de los transcritos maduros expresados
por los constructos incluira un codén de terminacién que es habitualmente AUG (o ATG), pero también hay codones
de inicio alternativos tales como, por ejemplo, GUG (o GTG) y UUG (o TTG), que se usan en procariotas. También
se posiciona apropiadamente un codén de terminacion de la traduccién o de terminacién en el final del polipéptido
que se va a traducir.
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También se puede conseguir la mejora de la expresion del polinucleétido de la invencion mediante la seleccion de
regiones reguladoras homologas y heterélogas, por ejemplo promotor, lider de secrecion y/o regiones terminadoras,
que pueden servir para aumentar la expresion y, si se desea, los niveles de secrecion de la proteina de interés
desde el hospedador de expresion y/o para proporcionar el control inducible de la expresién de un polipéptido de la
invencion.

Los expertos en la materia entenderan que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como
la seleccion de la célula hospedadora que se va a transformar, y el nivel de expresion de proteina deseado. Los
vectores de expresion de la invencion se pueden introducir en células hospedadoras para producir de ese modo
proteinas y péptidos, codificados por polinucledtidos como se describen en el presente documento (por ejemplo, el
polipéptido que tiene actividad de alfa amilasa de acuerdo con la invencién o una variante del mismo como se
describe en el presente documento).

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion, también denominados en el presente documento "vector
de la invencién" se pueden disefar para la expresion de los polipéptidos de acuerdo con la invencion en células
procariotas o eucariotas. Por ejemplo, los polipéptidos de acuerdo con la invencion se pueden producir en células
bacterianas tales como E. coli y Bacillus, células de insecto (usando vectores de expresion de baculovirus), células
fungicas, células de levadura o células de mamifero. Las células hospedadoras adecuadas se discuten en el
presente documento y ademas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Alternativamente, el vector de expresion recombinante se puede transcribir y traducir
in vitro, por ejemplo usando secuencias reguladoras de promotor T7 y polimerasa T7.

Para la mayoria de las bacterias, hongos filamentosos y levaduras, el vector o constructo de expresion se integra
preferentemente en el genoma de la célula hospedadora con el fin de obtener transformaciones estables. En el caso
de que los constructos de expresion se integren en el genoma de las células hospedadoras, los constructos se
integran en lugares aleatorios del genoma, o en un lugar diana predeterminado usando recombinacién homéloga, en
cuyo caso el lugar diana comprende preferentemente un gen altamente expresado.

Por lo tanto, algunos vectores de expresion Utiles en la presente invencion incluyen vectores derivados de
cromosomas, episomales y de virus, por ejemplo, vectores que son un plasmido, bacteriéfago, episoma de levadura,
elementos cromosomicas de levadura, virus tales como baculovirus, papovavirus, vaccinia virus, adenovirus, virus
de la viruela aviar, virus de la pseudorrabia y retrovirus, y vectores que son combinaciones de los mismos, tales
como los que consisten en plasmido y elementos genéticos de bacteriéfago, tales como cédsmidos y fagémidos.

El polinucleétido de acuerdo con la invencion deberia estar unido operativamente a un promotor apropiado. Ademas
del promotor nativo para el gen que codifica el polipéptido de la invencién, se pueden usar otros promotores para
dirigir la expresion del polipéptido de la invencion. El promotor se puede seleccionar por su eficacia en la direccion
de la expresion del polipéptido de la invencién en el hospedador de expresion deseado. Un promotor adecuado
puede ser un "promotor inducible" que es el que provoca la sintesis de ARNm de un gen que se inicia
temporalmente en condiciones especificas. Alternativamente, un promotor puede ser un promotor "constitutivo", es
decir el que permite que el gen se exprese en virtualmente todas las condiciones ambientales, es decir, un promotor
que dirige una expresion génica constante no especifica. Se puede usar un "promotor constitutivo fuerte", es decir,
un promotor que provoca que los ARNm se inicien con una alta frecuencia en comparacién con la célula
hospedadora nativa.

En la invencion se pueden usar preferentemente bacterias como células hospedadoras para la expresion del
polipéptido de la invencion, en particular Bacillus. Algunos promotores inducibles adecuados utiles en tales células
hospedadoras incluyen: (i) promotores que se pueden regular principalmente mediante un factor auxiliar tal como un
represor o un activador. Los represores son proteinas de unién a ADN de secuencia especifica que reprimen la
actividad del promotor. La transcripcion se puede iniciar a partir de este promotor en presencia de un inductor que
evita la union del represor al operador del promotor. Algunos ejemplos de tales promotores de microorganismos
Gram positivos incluyen, pero no se limitan a, gnt (promotor de operdn de gluconato); penP de Bacillus licheniformis;
glnA (glutamina sintetasa); xylAB (operdn de xilosa); araABD (operon de L-arabinosa) y el promotor Pspa, un
promotor hibrido SPO1/lac que se puede controlar por inductores tales como isopropil-R-D-tiogalactopirandsido
[IPTG] ((Yansura D.G., Henner D.J. Proc Natl Acad Sci U S A. 1984 81 (2):439-443). Los activadores también son
proteinas de unidon a ADN de secuencia especifica que inducen la actividad de promotor. Algunos ejemplos de tales
promotores para microorganismos Gram positivos incluyen, pero no se limitan a, sistemas de dos componentes
(PhoP-PhoR, DegU-DegS, SpoOA-Fosforelay), LevR, Mry y GItC. (ii) La produccion de factores sigma secundarios
puede ser responsable principalmente de la transcripcion desde promotores especificos. Algunos ejemplos de
microorganismos Gram positivos incluyen, pero no se limitan a, los promotores activados por factores sigma
especificos de esporulacion: o, of, o® y o y el factor sigma de estrés general, o°. La respuesta mediada por o°
esta inducida por la limitacién de energia y el estrés ambiental (Hecker M, Volker U. Mol Microbiol. 1998; 29(5):1129-
1136). (iii) La atenuacion y la antiterminacion también regula la transcripcion. Algunos ejemplos de microorganismos
Gram positivos incluyen, pero no se limitan a, operdn de frp y gen sacB. (iv) Otros promotores regulados en los
vectores de expresion se basan en el sistema regulador sacR que confiere inducibilidad a la sacarosa (Klier AF,
Rapoport G. Annu Rev Microbiol. 1988; 42:65-95).
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Los promotores constitutivos fuertes se conocen bien y uno apropiado se puede seleccionar de acuerdo con la
secuencia especifica que se va a controlar en la célula hospedadora. Algunos promotores inducibles adecuados
utiles en bacterias, tales como Bacillus, incluyen: promotores para microorganismos Gram positivos tales como, pero
no limitados a, SP01-26, SP01-15, veg, pyc (promotor de piruvato carboxilasa), y amyE. Algunos ejemplos de
promotores para microorganismos Gram negativos incluyen, pero no se limitan a, tac, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac,
laclq, T7, T5, T3, gal, trc, ara, SP6, A\-Pr, y A-Py.

Algunos ejemplos adicionales de promotores Utiles en células bacterianas, tales como Bacillus, incluyen los
promotores de a-amilasa y SPo2 asi como promotores de genes de proteasa extracelulares.

En una realizacién preferente, las secuencias de promotor se pueden obtener a partir de una fuente bacteriana. En
una realizaciéon mas preferente, las secuencias de promotor se pueden obtener a partir de una bacteria Gram
positiva tal como una cepa de Bacillus, por ejemplo, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis,
Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, o Bacillus
thuringiensis; o una cepa de Streptomyces, por ejemplo, Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o a partir de
una bacteria Gram negativa, por ejemplo, E. coli o Pseudomonas sp.

Un ejemplo de un promotor adecuado para dirigir la transcripcion de una secuencia de polinucleétido en los métodos
de la presente invencion es el promotor obtenido a partir del operdn lac de E. coli. Otro ejemplo es el promotor del
gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA). Otro ejemplo es el promotor del gen de proteasa alcalina de
Bacillus lentus (aprH). Otro ejemplo es el promotor del gen de proteasa alcalina de Bacillus licheniformis (gen de
subtilisina Carlsberg). Otro ejemplo es el promotor del gen de levansacarasa de Bacillus subtilis (sacB). Otro ejemplo
es el promotor del gen de alfa amilasa de Bacillus subtilis (amyF). Otro ejemplo es el promotor del gen de alfa
amilasa de Bacillus licheniformis (amyL). Otro ejemplo es el promotor del gen de amilasa maltogénica de Bacillus
stearothermophilus (amyM). Otro ejemplo es el promotor del gen de alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens
(amyQ). Otro ejemplo es un promotor de "consenso" que tiene la secuencia TTGACA para la region "-35" y TATAAT
para la region "-10". Otro ejemplo es el promotor del gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP). Otro
ejemplo son los promotores de los genes xylA y xyIB de Bacillus subtilis.

Se pueden usar una diversidad de promotores que son capaces de dirigir la transcripcion en las células
hospedadoras recombinantes de la invencion. Preferentemente la secuencia del promotor es de un gen altamente
expresado. Algunos ejemplos de genes altamente expresados preferentes a partir de los cuales se pueden
seleccionar los promotores y/o que estan comprendidos en sitios diana predeterminados preferentes para la
integracion de constructos de expresion, incluyen, pero no se limitan a, genes que codifican enzimas glicoliticas tales
como triosa-fosfato isomerasas (TPI), gliceraldehido-fosfato deshidrogenasas (GAPDH), fosfoglicerato quinasas
(PGK), piruvato quinasas (PYK o PKI), alcohol deshidrogenasas (ADH), asi como genes que codifican amilasas,
glucoamilasas, proteasas, xilanasas, celobiohidrolasas, B-galactosidasas, alcohol (metanol) oxidasas, factores de
elongacion y proteinas ribosomales. Algunos ejemplos de genes altamente expresados adecuados incluyen, por
ejemplo, el gen LAC4 de Kluyveromyces sp., los genes de metanol oxidasa (AOX y MOX) de Hansenula y Pichia,
respectivamente, los genes de glucoamilasa (glaA) de A. niger y A. awamori, el gen de TAKA-amilasa de A. oryzae,
el gen gpdA de A. nidulans y el gen celobiohidrolasa de T. reesei.

Algunos ejemplos de promotores constitutivos y/o inducibles fuertes que son preferentes para su uso en células
hospedadoras flngicas de expresion son los que se pueden obtener a partir de genes fungicos para promotores de
xilanasa (xInA), fitasa, ATP-sintetasa, subunidad 9 (oliC), triosa fosfato isomerasa (tpi), alcohol deshidrogenasa
(AdhA), a-amilasa (amy), amiloglucosidasa (AG del gen glaA), acetamidasa (amdS) y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (gpd).

Todos los promotores mencionados anteriormente estan faciimente disponibles en la técnica.

El vector puede contener un polinucleétido de la invencién orientado en una direccién antisentido para proporcionar
la producciéon de ARN antisentido.

El ADN del vector se puede introducir en células procariotas o eucariotas a través de técnicas de competencia
natural, transformacién convencional o transfeccién. Como se usa en el presente documento, los términos
"transformacion” y "transfeccion" se pretenden referir a una diversidad de técnicas reconocidas en la técnica para
introducir polinucledtidos extrafios (por ejemplo, ADN) en una célula hospedadora, incluyendo coprecipitacion con
fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transduccion, infeccion, lipofeccion,
transfeccion mediada por lipido catidnico o electroporacion. Algunos métodos adecuados para transformar o
transfectar células hospedadoras se pueden encontrar en Sambrook, et al. (véase anteriormente) y otros manuales
de laboratorio.

Con el fin de identificar y seleccionar células que alojen un vector, se introduce generalmente un gen que codifica un

marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibidticos) en las células hospedadoras junto con el
polinucledtido de la invencion. Algunos marcadores seleccionables preferentes incluyen, pero no se limitan a, los
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que confieren resistencia a farmacos o que complementan un defecto en la célula hospedadora.

Tales marcadores incluyen ATP sintetasa, subunidad 9 (oliC), orotidina-5'-fosfatodescarboxilasa (pvrA), el gen de
resistencia G418 bacteriano (este también se puede usar en levadura, pero no en hongos), el gen de resistencia a la
ampicilina (E. coli), los genes de resistencia para neomicina, kanamicina, tetraciclina, espectinomicina, eritromicina,
cloranfenicol, fleomicina (Bacillus) y el gen uidA de E. coli, que codifica B-glucuronidasa (GUS). Los vectores se
pueden usar in vitro, por ejemplo para la produccion de ARN o usar para transfectar o transformar una célula
hospedadora.

También se incluyen, por ejemplo, genes de marcadores versatiles que se pueden usar para la transformacion de la
mayoria de los hongos filamentosos y las levaduras tales como genes de acetamidasa o ADNc (los genes amdsS,
niaD, facA o ADNc de A. nidulans, A. oryzae o A. niger), o los genes que proporcionan resistencia a antibioticos tales
como resistencia a G418, higromicina, bleomicina, kanamicina, metotrexato, fleomicina o benomilo (benA).
Alternativamente, se pueden usar marcadores de seleccién especificos tales como marcadores auxotréficos que
requieren las correspondientes cepas hospedadoras mutantes: por ejemplo D-alanina racemasa (de Bacillus), URA3
(de S. cerevisiae o genes analogos de otras levaduras), pyrG o pyrA (de A. nidulans o A. niger), argB (de A. nidulans
o A. niger) o trpC. En una realizacion preferente el marcador de selecciéon se suprime en la célula hospedadora
transformada después de la introduccion del constructo de expresion de modo que se obtengan células
hospedadoras transformadas capaces de producir el polipéptido que estén exentas de genes de marcador de
seleccion.

La expresion de proteinas en procariotas a menudo se lleva a cabo con vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusiéon o de no fusién. Los vectores de fusion
afiaden un numero de aminodcidos a una proteina codificada en los mismos, por ejemplo al extremo amino terminal
de la proteina recombinante. Tales vectores de fusion sirven por lo general para tres fines: 1) aumentar la expresion
de la proteina recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3) ayudar en la purificaciéon de
la proteina recombinante actuando como ligandos en una purificacion por afinidad. A menudo, en los vectores de
expresion de fusion, se introduce un sitio de escision proteolitica en la union del resto de fusion y la proteina
recombinante para permitir la separacién de la proteina recombinante del resto de fusion después de la purificacion
de la proteina de fusion.

Se conocen en la técnica medios de cultivo y condiciones apropiadas para las células hospedadoras descritas
anteriormente.

Los vectores preferentes para su uso en bacterias se desvelan, por ejemplo, en el documento de Patente WO-A1-
2004/074468, que se adjunta por la presente por referencia. Otros vectores adecuados seran claramente evidentes
para el experto en la materia.

Los vectores de la invencion se pueden transformar en una célula hospedadora adecuada como se describe en el
presente documento para proporcionar la expresion de un polipéptido de la invencion. De ese modo, en un aspecto
adicional la invenciéon proporciona un proceso para preparar un polipéptido de acuerdo con la invencién que
comprende cultivar una célula hospedadora transformada o transfectada con un vector de expresién que codifica el
polipéptido, y recuperar el polipéptido expresado.

Células hospedadoras

La invencién proporciona ademas "células hospedadoras recombinantes" también denominadas en el presente
documento "células hospedadoras" transformadas o transfectadas con los vectores para la replicacién y/o expresion
de polinucledtidos de la invencién. Las células se seleccionaran para ser compatibles con dicho vector. Se pueden
seleccionar promotores y otras sefales de regulacion de expresion para ser compatibles con la célula hospedadora
para la que se disefia la expresion.

La invencion se refiere a células, por ejemplo, células hospedadoras transformadas o células hospedadoras
recombinantes que comprenden un polinucleétido de acuerdo con la invencién o que comprenden un vector de
acuerdo con la invencion.

Una "célula hospedadora transformada" o "célula hospedadora recombinante" es una célula en la cual (0 en un
ascendiente de la cual) se ha introducido, por medio de técnicas de ADN recombinante, un polinucleétido de
acuerdo con la invencién. Se incluyen células tanto procariotas como eucariotas, por ejemplo, bacterias, hongos,
levaduras, de insecto, de mamifero y similares.

Son especialmente preferentes las células de una cepa de Bacillus, por ejemplo, Bacillus alkalophilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus
lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus subtilis, o Bacillus thuringiensis; o de una cepa de Streptomyces, por ejemplo, Streptomyces lividans o
Streptomyces murinus; o de una bacteria Gram negativa, por ejemplo, E. coli o Pseudomonas sp.
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De acuerdo con otro aspecto, la célula hospedadora es una célula hospedadora eucariota. Preferentemente, la
célula eucariota es una célula de mamifero, insecto, planta, hongo, o alga. Algunas células de mamifero preferentes
incluyen, por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, células 293, células Per.CB®, e
hibridomas. Se encuentran disponibles al publico diversos vectores adecuados para la transfeccion estable de
células de mamifero, y también se conocen publicamente métodos para construir tales lineas celulares, por ejemplo,
en Ausubel et al. (véase anteriormente).

Las células de insecto preferentes incluyen, por ejemplo, células Sf9 y Sf21 y derivados de las mismas.

Mas preferentemente, la célula eucariota es una célula fungica, es decir, una célula de levadura, tal como una cepa
de Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, o Yarrowia. Mas
preferentemente de Kluyveromyces lactis, S. cerevisiae, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica y Pichia pastoris,
o una célula fungica filamentosa.

Los hongos filamentosos incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (segun
definen Hawksworth et al., en, Ainsworth and Bisby's Dictionary of The Fungi, 82 edicién, 1995, CAB International,
University Press, Cambridge, UK). Los hongos filamentosos se caracterizan por una pared micélica compuesta por
quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano, y otros polisacaridos complejos. El crecimiento vegetativo es
mediante elongaciéon de hifa y el catabolismo del carbono es obligatoriamente aerdbico. Las cepas fungicas
filamentosas incluyen, pero no se limitan a, cepas de Acremonium, Agaricus, Aspergillus, Aureobasidium,
Chrysosporium, Coprinus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora,
Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Panerochaete, Pleurotus, Schizophyllum,
Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, y Trichoderma. Las células fungicas filamentosas preferentes
pertenecen a una especie del género Aspergillus, Chrysosporium, Penicillium, Talaromyces, Fusarium o
Trichoderma, y lo mas preferentemente a las especies Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus,
Aspergillus sojae, Aspergillus fumigatus, Talaromyces emersonii, Aspergillus oryzae, Chrysosporium lucknowense,
Myceliophthora thermophila, Fusarium oxysporum, Trichoderma reesei o Penicillium chrysogenum. Una célula
hospedadora mas preferente es Aspergillus niger.

Cuando la célula hospedadora de acuerdo con la invencién es una célula de Aspergillus niger, la célula hospedadora
es preferentemente CBS 513.88, CBS124.903 o un derivado de la misma.

Se puede seleccionar una célula hospedadora que modula la expresion de las secuencias insertadas, o modificar y
procesar el producto génico de una forma especifica y deseada. Tales modificaciones (por ejemplo, glicosilacién) y
procesamientos (por ejemplo, escision) de los productos de proteina pueden facilitar el funcionamiento 6ptimo de la
proteina.

Las diversas células hospedadoras tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento y la
modificacion posteriores a la traduccion de proteinas y productos génicos. Se pueden seleccionar lineas celulares o
sistemas hospedadores apropiados familiares para los expertos en la materia de la biologia molecular y/o
microbiologia para asegurar la modificacion y el procesamiento deseados y correctos de la proteina extrafia
producida. Para este fin, se pueden usar células hospedadoras eucariotas que poseen la maquinaria celular para el
procesamiento apropiado del transcrito primario, glicosilacion, y fosforilacién del producto génico. Tales células se
conocen en la técnica.

Si se desea, se puede usar una célula hospedadora como se ha descrito anteriormente en la preparacién de un
polipéptido de acuerdo con la invencion. Tal método comprende por lo general cultivar una célula hospedadora
recombinante (por ejemplo, transformada o transfectada con un vector de expresibn como se ha descrito
anteriormente) en condiciones para proporcionar la expresion (mediante el vector) de una secuencia codificante que
codifica el polipéptido, y opcionalmente recuperar, mas preferentemente recuperar y purificar el polipéptido
producido de la célula o el medio de cultivo. Se pueden incorporar polinucleétidos de la invencién a un vector
replicable recombinante, por ejemplo, un vector de expresion. El vector se puede usar para replicar el polinucleétido
en una célula hospedadora compatible. De ese modo, en una realizacién adicional, la invenciéon proporciona un
método de preparacion de un polinucleétido de la invencién mediante la introduccién de un polinucleétido de la
invencion en un vector replicable, introduccién del vector en una célula hospedadora compatible y crecimiento de la
célula hospedadora en condiciones que producen la replicacion del vector. El vector se puede recuperar de la célula
hospedadora.

Preferentemente, el polipéptido de acuerdo con la invencion se produce en forma de una proteina secretada en cuyo
caso la secuencia de nucledtidos que codifica una forma madura del polipéptido en el constructo de expresion esta
unida operativamente a una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de sefal. Preferentemente, la
secuencia de sefal es nativa (homdloga), también denominada en el presente documento de "tipo silvestre”, de la
secuencia de nucleotidos que codifica el polipéptido. Alternativamente, la secuencia de sefial es extrafia (heteréloga)
a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido, en cuyo caso la secuencia de sefial es preferentemente
enddgena a la célula hospedadora en la que se expresa la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la invencion.
Algunos ejemplos de secuencias de sefial adecuadas para Bacillus son las de los genes amyE, yurl fliL, vpr, glpQ,
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phy, IytC, ywsB, ybbD, ybxl, yolA, ylgB, ybbC, pel, yckD, ywaD, ywmD, yweA, yraJ, dacF, yfjS, yybN, yrpD, yvcE,
wprA, yxaL, ykwD, yncM2, sacB, phrC, SacC, yogM, ykoJ, lip, yfkN, yurl, ybfO, yfkD, yoad, xynA, penP, ydjM, yddT,
yojL, yomL, yagxl, yrvd, yvpA, yjcM, yjfA, ypjP, ggt, yogH, ywtD, ylaE, yraJ, IytB, lytD, nprB, nucB, rpIR, yfhK, yjdB,
ykvV, ybbE, yuiC, ylbL, yacD, yvpB de Bacillus subtilis. Las secuencias de sefal de levadura adecuadas son las que
provienen de genes de factor a de levadura. De forma similar, una secuencia de sefial adecuada para células
hospedadoras fungicas filamentosas es, por ejemplo, una sefial de secuencia de un gen de amiloglucosidasa (AG)
fungico filamentoso, por ejemplo, el gen glaA de A. niger. Este se puede usar en combinacién con el propio promotor
de amiloglucosidasa (también denominado (gluco) amilasa), asi como en combinacidon con otros promotores.
También se pueden usar secuencias de sefial hibridas en el contexto de la presente invencion.

Las secuencias lider de secrecion heterdlogas preferentes son las que se originan a partir del gen de
amiloglucosidasa (AG) fungico (glaA - versiones tanto de 18 como de 24 aminoacidos, por ejemplo, de Aspergillus),
el gen del factor a- (levaduras, por ejemplo, Saccharomyces y Kluyveromyces) o los genes de a-amilasa (amyE,
amyQ y amylL) y proteasa alcalina aprE y proteasa natural (Bacillus). Los vectores se pueden transformar o
transfectar en una célula hospedadora adecuada como se ha descrito anteriormente para proporcionar la expresion
de un polipéptido de la invencion. Este proceso puede comprender cultivar una célula hospedadora transformada
con un vector de expresion como se ha descrito anteriormente en condiciones para proporcionar la expresion
mediante el vector de una secuencia codificante que codifica el polipéptido.

La invencion proporciona de ese modo células hospedadoras transformadas o transfectadas con, o que
comprenden, un polinucledtido o vector de la invencién. Preferentemente, el polinucledtido se transporta en un
vector para la replicacion y expresion del polinucleétido. Las células se seleccionaran para que sean compatibles
con dicho vector y pueden ser, por ejemplo, células procariotas (por ejemplo, bacterianas), fungicas, de levadura o
de plantas.

También se puede seleccionar una célula hospedadora heterdloga en la que se produce el polipéptido de la
invencion en una forma que esta basicamente exenta de las actividades enzimaticas que podrian interferir con las
aplicaciones, por ejemplo, exenta de enzimas de degradacién de almidén, degradacion de celulosa o degradacion
de hemicelulosa. Esto se puede conseguir seleccionando una célula hospedadora que no produce normalmente
tales enzimas.

La invencion incluye procesos para la produccion del polipéptido de la invencién por medio de expresion
recombinante de una secuencia de ADN que codifica el polipéptido. Para este fin se puede usar la secuencia de
ADN de la invencion para amplificacion y/o intercambio génico de sefiales de expresion, tales como promotores,
secuencias de sefal de secrecién, con el fin de permitir la produccion econémica del polipéptido en una célula
hospedadora homologa o heteréloga adecuada. Una célula hospedadora homologa es una célula hospedadora que
es de la misma especie 0 que es una variante dentro de la misma especie que la especie a partir de la cual se
obtiene la secuencia de ADN.

La célula hospedadora puede sobreexpresar el polipéptido, y se conocen bien las técnicas de ingenieria genética
para la sobreexpresion. De ese modo, el hospedador puede tener dos 0 mas copias del polinucleétido codificante (y
el vector puede tener de ese modo dos 0 mas copias en consecuencia).

Por lo tanto, en una realizacién de la invencion la célula hospedadora recombinante de acuerdo con la invencién es
capaz de expresar o sobreexpresar un polinucleétido o vector de acuerdo con la invencion.

Otro aspecto de la invencion es un método para producir un polipéptido de la invenciéon que comprende (a) cultivar
una célula hospedadora recombinante de acuerdo con la invencidon en condiciones tales que se produzca el
polipéptido de la invencion; y (b) opcionalmente recuperar el polipéptido de la invencion del medio de cultivo celular.

De acuerdo con la presente invencion, la produccién del polipéptido de la invencién se puede efectuar mediante el
cultivo de una célula hospedadora de acuerdo con la invencién, que se ha transformado con uno o mas
polinucleétidos de la presente invencion, en un medio de fermentacién de nutrientes convencional. El método de la
invencion comprende la etapa de cultivar una célula hospedadora de la invencién en condiciones tales que se
produzca un polipéptido de la invencion.

Las células hospedadoras recombinantes de acuerdo con la invenciéon se pueden cultivar usando procedimientos
conocidos en la técnica. Para cada combinacién de un promotor y una célula hospedadora, estan disponibles
condiciones de cultivo que son propicias para la expresion de la secuencia de ADN que codifica el polipéptido.
Después de alcanzar la densidad o titulo celular deseado de polipéptido, se detiene el cultivo y se recupera el
polipéptido usando procedimientos conocidos.

El término "cultivar" incluye mantener y/o hacer crecer una célula hospedadora recombinante viva de la presente
invencion, en particular la célula hospedadora recombinante de acuerdo con la invenciéon. En un aspecto, se cultiva
una célula hospedadora recombinante de la invenciéon en medios liquidos. En otro aspecto, se cultiva una célula
hospedadora recombinante en medios sélidos 0 medios semisolidos.
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Preferentemente, la célula hospedadora recombinante de la invencién se cultiva en medios liquidos que comprenden
nutrientes esenciales o beneficiosos para el mantenimiento y/o crecimiento de la célula hospedadora recombinante.
Tales nutrientes incluyen, pero no se limitan a, fuentes de carbono o sustratos de carbono, por ejemplo
carbohidratos complejos tales como habas o granos, almidones, azucares, alcoholes azucares, hidrocarburos,
aceites, grasas, acidos grasos, acidos organicos y alcoholes; fuentes de nitrégeno, por ejemplo proteinas vegetales,
peptonas, péptidos y aminoacidos obtenidos a partir de granos, habas y tubérculos, proteinas, péptidos y
aminoacidos obtenidos a partir de fuentes animales tales como carne, leche y subproductos animales tales como
peptonas, extractos de carne e hidrolizados de caseina; fuentes de nitrdgeno inorganico tales como urea, sulfato de
amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y fosfato de amonio; fuentes de fésforo, por ejemplo acido fosférico, y
sales de sodio y potasio del mismo; elementos traza, por ejemplo sales de magnesio, hierro, manganeso, calcio,
cobre, cinc, boro, molibdeno y/o cobalto; asi como factores de crecimiento tales como aminoacidos, vitaminas,
promotores de crecimiento y similares.

La seleccién del medio apropiado se puede basar en la seleccion del hospedador de expresion, es decir la seleccion
de la célula hospedadora recombinante y/o basarse en los requisitos reguladores del constructo de expresion. Los
expertos en la materia conocen tales medios. Si se desea, en medio puede contener componentes adicionales que
favorezcan a los hospedadores de expresion transformados con respecto a otros microorganismos potencialmente
contaminantes.

Las células hospedadoras recombinantes se pueden cultivar en medios liquidos de forma continua o intermitente,
mediante métodos de cultivo convencionales tales como cultivo en reposo, cultivo en tubo de ensayo, cultivo con
agitacion, cultivo con centrifugacion y aireacion o fermentacion. Preferentemente, las células hospedadoras
recombinantes se cultivan en un fermentador. Los procesos de fermentacion de la invencion incluyen métodos
discontinuos, de alimentacién de lotes y continuos. Se han desarrollado una diversidad de procesos y se conocen en
la técnica.

Las células hospedadoras recombinantes se cultivan preferentemente a pH controlado. En una realizacion, las
células hospedadoras recombinantes se pueden cultivar a un pH entre 4,5 y 8,5, preferentemente entre 6,0 y 8,5,
mas preferentemente a un pH de aproximadamente 7. El pH deseado se puede mantener mediante cualquier
método conocido por los expertos en la materia.

Preferentemente, las células hospedadoras recombinantes se cultivan ademas en condiciones de aireacion
controlada y en condiciones de temperatura controlada. En una realizacion, las temperaturas controladas incluyen
temperaturas entre 15y 70 °C, preferentemente las temperaturas estan entre 20 y 55 °C, mas preferentemente entre
30y 50 °C.

Las condiciones apropiadas se seleccionan habitualmente basandose en la seleccion del hospedador de expresion y
de la proteina que se va a producir.

Después de la fermentacion, si fuera necesario, las células se pueden retirar el caldo de fermentacion por medio de
centrifugacion o filtracion. Después de que se haya detenido la fermentacion y después de la retirada de las células,
el polipéptido de la invencion se puede recuperar a continuacion y, si se desea, purificar y aislar mediante medios
convencionales que incluyen, pero no se limitan a, tratamiento con una resina convencional, tratamiento con un
adsorbente convencional, alteracion de pH, extraccion con disolventes, didlisis, filtraciéon, concentracion,
cristalizacion, recristalizacion, ajuste de pH, liofilizacion y similares.

Por ejemplo, la enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion se puede recuperar y purificar de cultivos celulares
recombinantes mediante métodos conocidos en la técnica (Protein Purification Protocols, serie Methods in Molecular
Biology de Paul Cutler, Humana Press, 2004).

Habitualmente, el compuesto esta "aislado" cuando la preparacion resultante esta basicamente exenta de otros
componentes. En una realizacion, la preparacion tiene una pureza de mas de aproximadamente un 80 % (en peso
seco) del compuesto deseado (por ejemplo, menos de aproximadamente un 20 % de todos los medios,
componentes o productos secundarios de fermentacion), mas preferentemente mas de aproximadamente un 90 %
del compuesto deseado, incluso mas preferentemente mas de aproximadamente un 95 % el compuesto deseado y
lo mas preferentemente mas de aproximadamente de un 98 a un 99 % del compuesto deseado.

Alternativamente, sin embargo, el compuesto deseado no se purifica a partir de la célula hospedadora recombinante
o del cultivo. El cultivo completo o el sobrenadante del cultivo se pueden usar como fuente del producto. En una
realizacion especifica, el cultivo o el sobrenadante del cultivo se usan sin modificaciéon. En una realizacién adicional,
el cultivo o el sobrenadante del cultivo se concentran, se secan y/o se liofilizan.

La célula hospedadora recombinante de la invencion es capaz de producir un polipéptido del compuesto de la
invencion en condiciones adecuadas. Preferentemente, la produccion de un polipéptido de la invencion significa la
produccion de al menos aproximadamente 50 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg,
aproximadamente 500 mg, aproximadamente 1 g, aproximadamente 3 g, aproximadamente 5 g o aproximadamente
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10 g del polipéptido de la invencién por litro de medio de cultivo.
Preparacion de enzima

Se cultivd la cepa de Bacillus DSM-AMB154-1 (véanse los ejemplos) en condiciones aerdbicas en un medio de
fermentacion adecuado.

Un medio de fermentacion adecuado puede contener fuentes asimilables de carbono y nitrdgeno ademas de sales
inorganicas opcionalmente junto con nutrientes promotores de crecimiento, tales como extracto de levadura. La
fermentacion se lleva a cabo por lo general a 35-40°C y a un pH de 6,5-7,5 y preferentemente se mantiene
aproximadamente constante por medios automaticos. La enzima se extrae del medio. Al final de la fermentacién, si
se requiere, el hospedador de produccién se puede eliminar por medios conocidos por los expertos en la materia. El
caldo de cultivo resultante se puede liberar de células bacterianas y residuos de las mismas junto con otros solidos,
por ejemplo mediante filtracion o centrifugacion. El filirado o sobrenadante que contiene la enzima se puede clarificar
adicionalmente, por ejemplo mediante filtracion o centrifugacion, y a continuacién concentrar segun sea necesario,
por ejemplo mediante ultrafiltracion o en un evaporador a presién reducida para proporcionar un concentrado que, si
se desea, se puede llevar a sequedad, por ejemplo mediante liofilizacion o secado por pulverizacion. Por lo general,
el producto de enzima resultante en bruto exhibe una actividad en el intervalo de aproximadamente 10.000 - 500.000
MU por gramo.

El polinucleétido de acuerdo con la invencién comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada entre:

La invencién se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa que
comprende:
(a) una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o
(b) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucleotidos 100 a 2157 de SEC ID N°: 1 o SEC ID
N°: 3; 0
(c) una secuencia de polinucledtido como se expone en SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3.

El polinucleétido de acuerdo con la invencién codifica una alfa-amilasa.

En una realizacién del polinucleétido de acuerdo con la invencion, el polinucleétido es un polinucleétido aislado que
comprende:
(a) una secuencia de polinucleétido como se expone en SEC ID N°: 1 0 3; 0
(b) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a 2157 de la secuencia de
polinucleétido de SEC ID N°: 1 o 3 (inclusive los nucledtidos 100 y 2157, para evitar la duda); o
(c) una secuencia de polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en SEC ID N° 2 o que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a
719 de SEC ID N°: 2 (inclusive los aminoacidos 34 y 719, para evitar la duda).

En una realizaciéon del polinucleétido de acuerdo con la invencién, el polinucledtido se produce mediante
NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae.

En un aspecto adicional del polinucleétido de acuerdo con la invencion el polinucleétido aislado se produce mediante
NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae.

El vector de acuerdo con la invencién comprende la secuencia de polinucleétido de acuerdo con la invencion.

En una realizacién del vector de acuerdo con la invencién el vector es un vector de expresion, en el que la secuencia
de polinucledtido de acuerdo con la invencion esta unida operativamente al menos a una secuencia reguladora que
permite la expresién de la secuencia de polinucleétido en una célula hospedadora adecuada.

Algunas células hospedadoras adecuadas incluyen bacterias, incluyendo Escherichia, Anabaena, Caulobactert,
Gluconobacter, Rhodobacter, Pseudomonas, Paracoccus, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Rhizobium
(Sinorhizobium), Flavobacterium, Kilebsiella, Enterobacter, Lactobacillus, Lactococcus, Metilobacterium,
Staphylococcus o Streptomyces. En un aspecto del vector de acuerdo con la invencion, la célula hospedadora es
una célula bacteriana que se selecciona entre el grupo que consiste en B. subtilis, B. puntis, B. megaferium, B.
halodurans, B. pumilus, G. oxydans, Caulobactert crescentus CB 15, Metilobacterium extorquens, Rhodobacter
sphaeroides, Pseudomonas zeaxanthinifaciens, Paracoccus denitrificans, C. glutamicum, Staphylococcus carnosus,
Streptomyces lividans, Sinorhizobium melioti y Rhizobium radiobacter.

En una realizacion adicional del vector de acuerdo con la invencién la célula hospedadora adecuada es una especie
de Aspergillus, Bacillus, Chrysosporium, Escherichia, Kluyveromyces, Penicillium, Pseudomonas, Saccharomyces,
Streptomyces o Talaromyces, preferentemente la célula hospedadora es una especie de Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Escherichia coli, Aspergillus Niger o Aspergillus oryzae.
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La célula hospedadora recombinante de acuerdo con la invencién comprende el polinucleétido de acuerdo con la
invencién o comprende el vector de acuerdo con la invencion.

En una realizacién de la célula hospedadora recombinante de acuerdo con la invencién, la célula hospedadora
recombinante es capaz de expresar o sobreexpresar el polinucleétido de acuerdo con la invencién o el vector de
acuerdo con la invencion.

El método de acuerdo con la invencién para fabricar el polinucleétido de acuerdo con la invencion o el vector de
acuerdo con la invencién comprende las etapas de cultivar una célula hospedadora transformada con dicho
polinucleétido o dicho vector y aislar dicho polinucleétido o dicho vector de dicha célula hospedadora.

El polipéptido de acuerdo con la invencién comprende:

un polipéptido de alfa-amilasa que comprende:
(a) una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o
(b) una secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a
2157 de SEC ID N°: 1 0 SEC ID N°: 3.

En una realizacién del polipéptido de acuerdo con la invencion, el polipéptido es un polipéptido aislado que
comprende:
(a) una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o
(b) una secuencia de aminoacidos codificada por el polinucledtido como se expone los nucleotidos 100 a 2157 de
SECIDN®:103;0
(c) la secuencia de aminoacidos de acuerdo con (b), en la que el polinucledtido se produce mediante
NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae.

En una realizacion del polipéptido de acuerdo con la invencién, el polipéptido se puede obtener mediante la
expresion del polinucleétido de acuerdo con invencién o el vector de acuerdo con la invenciéon en una célula
hospedadora apropiada.

El método de acuerdo con la invencion para fabricar el polipéptido de acuerdo con la invencién comprende cultivar la
célula hospedadora recombinante de acuerdo con la invencién en condiciones que permitan la expresion del
polipéptido de acuerdo con la invenciéon o el vector de acuerdo con la invencién y, opcionalmente, recuperar el
polipéptido codificado de la célula o el medio de cultivo.

En una realizacién del método de acuerdo con la invencion para fabricar el polipéptido de acuerdo con la invencién
el método comprende cultivar una célula hospedadora que comprende un vector, comprendiendo el vector un
polinucleétido que comprende:
(a) una secuencia de polinucleétido como se expone en SEC ID N°: 10 3; 0
(b) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a 2157 de la secuencia de
polinucleétido de SEC ID N°: 1 o 3 (inclusive los nucledtidos 100 y 2157, para evitar la duda); o
(c) una secuencia de polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en SEC ID N° 2 o que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a
719 de SEC ID N°: 2 (inclusive los aminoacidos 34 y 719, para evitar la duda),
en condiciones que permitan la expresion del vector y, opcionalmente, recuperar el polipéptido codificado de la
célula o el medio de cultivo.

En una realizacién del método de acuerdo con la invencion para fabricar el polipéptido de acuerdo con la invencién
del método comprende cultivar una célula hospedadora que comprende un polinucleétido, comprendiendo dicho
polinucleétido:
(a) una secuencia de polinucleétido como se expone en SEC ID N°: 10 3; 0
(b) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a 2157 de la secuencia de
polinucleétido de SEC ID N°: 1 o 3 (inclusive los nucledtidos 100 y 2157, para evitar la duda); o
(c) una secuencia de polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en SEC ID N° 2 o que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a
719 de SEC ID N°: 2 (inclusive los aminoacidos 34 y 719, para evitar la duda),
en condiciones que permitan la expresion del polinucleétido y, opcionalmente, recuperar el polipéptido codificado
de la célula o el medio de cultivo.

La invencion se refiere al uso del polipéptido de acuerdo con la invencion en la fabricacion de alimentos.

En una realizacion del uso de acuerdo con la invencion en la fabricacién de alimentos, el uso es la fabricacion de un
producto horneado, preferentemente pan o pasteles.

La composicion de enzima de acuerdo con la invencion comprende el polipéptido de acuerdo con la invencion y uno

0 mas componentes seleccionados entre el grupo que consiste en polvo de leche, gluten, grasa granulada, una
enzima adicional, un aminodcido, una sal, oxidantes (incluyendo acido ascoérbico, bromato y Azodicarbonamida
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(ADA)), agentes reductores (incluyendo L-cisteina), emulgentes (incluyendo mono/diglicéridos tales como
monoestearato de glicerol (GMS), estearoil lactilato sédico (SSL), estearoil lactilato de calcio (CSL), ésteres de
poliglicerol de acidos grasos (PGE) y DATEM), gomas (incluyendo goma de guar y goma de xantano), aromas,
acidos (incluyendo acido citrico, acido propionico), almidén, almidon modificado, gluten, humectantes (incluyendo
glicerol) y conservantes.

En una realizacion de la composicion de enzima de acuerdo con la invencion la enzima adicional es una enzima
lipolitica, preferentemente una fosfolipasa, una galactolipasa o un enzima que tiene actividad tanto de fosfolipasa
como de galactolipasa.

En una realizacién de la composicion de enzima de acuerdo con la invencién la enzima adicional es una fosfolipasa.

En una realizaciéon de la composicion de enzima de acuerdo con la invencion la enzima adicional es una
galactolipasa.

En una realizacion de la composicion de enzima de acuerdo con la invencién la enzima adicional es una enzima que
tiene actividad tanto de fosfolipasa como de galactolipasa.

El método de acuerdo con la invencion para preparar una masa comprende la etapa de combinar el polipéptido de
acuerdo con la invencion o la composicion de enzima de acuerdo con la invencién y al menos un ingrediente de
masa. "Combinar" incluye, sin limitacion, afiadir el polipéptido o la composicion de enzima de acuerdo con la
invencion al menos a un ingrediente de masa, afadir el al menos un ingrediente de masa al polipéptido o la
composicion de enzima de acuerdo con la invencion, mezclar el polipéptido de acuerdo con la invencion y el al
menos un ingrediente de masa.

En un aspecto del método de acuerdo con la invencién para preparar una masa, el método comprende las etapas de
combinar el polipéptido de acuerdo con la invencion y al menos un componente seleccionado entre harina, huevos,
agua, sal, azucar, aromas, grasa (incluyendo mantequilla, margarina, aceite y manteca), levadura de reposteria,
sistemas de fermentacion quimicos, leche, oxidantes (incluyendo acido ascorbico, bromato y Azodicarbonamido
(ADA)), agentes reductores (incluyendo L-cisteina), emulgentes (incluyendo mono/diglicéridos tales como
monoestearato de glicerol (GMS), estearoil lactilato sédico (SSL), estearoil lactilato de calcio (CSL), ésteres de
poliglicerol de acidos grasos (PGE) y DATEM), gomas (incluyendo goma de guar y goma de xantano), aromas,
acidos (incluyendo acido citrico, acido propionico), almidén, almidon modificado, gluten, humectantes (incluyendo
glicerol) y conservantes.

En un aspecto del método de acuerdo con la invencién para preparar una masa, el método comprende las etapas de
combinar la composicion de enzima de acuerdo con la invencién y al menos un componente seleccionado entre
harina, huevos, agua, sal, azdcar, aromas, grasa (incluyendo mantequilla, margarina, aceite y manteca), levadura de
reposteria, sistemas de fermentacion quimicos, leche, oxidantes (incluyendo acido ascorbico, bromato y
Azodicarbonamido (ADA)), agentes reductores (incluyendo L-cisteina), emulgentes (incluyendo mono/diglicéridos
tales como monoestearato de glicerol (GMS), estearoil lactilato sédico (SSL), estearoil lactilato de calcio (CSL),
ésteres de poliglicerol de acidos grasos (PGE) y DATEM), gomas (incluyendo goma de guar y goma de xantano),
aromas, acidos (incluyendo acido citrico, acido propidnico), almidén, almidon modificado, gluten, humectantes
(incluyendo glicerol) y conservantes.

"Combinar" en los dos aspectos anteriores incluye, sin limitacion, afiadir el polipéptido o la composicion de enzima
de acuerdo con la invencién al menos al un componente indicado anteriormente, afiadir el al menos un componente
indicado anteriormente al polipéptido o la composicién de enzima de acuerdo con la invencién, mezclar el polipéptido
de acuerdo con la invencion y el al menos un componente indicado anteriormente.

La masa de acuerdo con la invencion comprende el polipéptido de acuerdo con la invencion o la composicién de
enzima de acuerdo con la invencion.

la invencion y el al menos un componente indicado anteriormente.

La masa de acuerdo con la invencion comprende el polipéptido de acuerdo con la invencion o la composicién de
enzima de acuerdo con la invencion.

El método de acuerdo con la invencién para preparar un producto horneado comprende la etapa de hornear la masa
de acuerdo con la invencién.

En una realizacién del método para preparar un producto horneado, el método comprende hornear una masa que
comprende el polipéptido de acuerdo con la invencion.

En una realizacién del método para preparar un producto horneado, el método comprende hornear una masa que
comprende la composicién de enzima de acuerdo con la invencion.
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En una realizacién del método para preparar un producto horneado, el producto horneado es pan o pasteles.

Se puede obtener un producto horneado mediante el método de acuerdo con la invencion para preparar el producto
horneado.

La alfa-amilasa de acuerdo con la invencion es una enzima de degradacion de almidén. La actividad de alfa-amilasa
se puede determinar adecuadamente usando el procedimiento Ceralpha®, que esta recomendado por la Asociacion
Americana de Quimicos de Cereales (AACC).

Una lipasa es una enzima que hidroliza triacilglicerol y/o galactolipidos y/o fosfolipidos.

La actividad de lipasa se puede determinar espectrofotométricamente usando el sustrato cromogénico palmitato de
p-nitrofenilo (pNPP, Sigma N-2752). En este ensayo el pNPP se disuelve en 2-propanol (40 mg de pNPP por 10 ml
de 2-propanol (Merck 1.09634)) y se suspende en tampon acetato 100 mM de pH = 5,0 que contiene Triton X-100 al
1,0 % (Merck 1.12298) (5 ml de sustrato en 45 ml de tampodn). La concentracion final de sustrato es 1,1 mM. La
lipasa se incuba con esta solucién de sustrato a 37 °C durante 10 minutos. La reaccién se detiene por adicion de
tampon de parada TRIS al 2 % (Merck 1.08387) + Triton X-100 al 1 % en una proporcion 1:1 con respecto a la
mezcla de reaccion y posteriormente se mide el p-nitrofenol (pNP) formado a 405 nm. Este ensayo también se
puede aplicar a diferentes valores de pH con el fin de determinar la dependencia de pH de una lipasa. Se deberia
entender que se podrian requerir diferentes tampones para diferentes valores de pH o que podrian ser necesarios
diferentes detergentes para formar la emulsion del sustrato. Una unidad de lipasa se define como la cantidad de
enzima que libera 1 micromol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones de reaccion indicadas. Se deberia
entender que no es infrecuente practicar en el andlisis de rutina el uso de soluciones patréon enzimaticas de
calibracion con una actividad determinada conocida en un ensayo diferente para correlacionar la actividad de un
ensayo dado con las unidades que se determinarian en el ensayo de calibracion.

Alternativamente, la actividad de lipasa se puede determinar usando 2,3-mercapto-1-propanol-tributirato (TBDMP)
como sustrato. La lipasa hidroliza el enlace o enlaces tioéster del TBDMP liberando de ese modo acido butanoico y
2,3-mercapto-1-propanol-dibutirato, 2,3-mercapto-1-propanol-monobutirato o 2,3-mercapto-1-propanol. Los grupos
tiol liberados se valoran en una reaccion posterior con 4,4,-ditiodipiridina (DTDP) para formar 4-tiopiridona. La ultima
esta en un equilibrio tautomérico con 4-mercaptopiridina que absorbe a 334 nm. La reaccién se lleva a cabo en
tampon acetato 0,1 M de pH 5,0 que contiene Triton-X100 al 0,2 %, TBDMP 0,65 mM y DTDP 0,2 mM a 37 °C. Una
unidad de lipasa se define como la cantidad de enzima que libera 1 micromol de 4-tiopiridona por minuto en las
condiciones de reaccion indicadas.

Ademas de la medida espectrofotométrica, la actividad de lipasa también se puede determinar usando medidas
valorimétricas. Por ejemplo, la actividad de esterasa de una enzima lipolitica se puede medir con tributirina como
sustrato de acuerdo con Food Chemical Codex, cuarta edicion, National Academy Press, 1996, p803.

Una fosfolipasa es una enzima que cataliza la liberaciéon de grupos acilo grasos a partir de un fosfolipido. Puede ser
una fosfolipasa A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) o una fosfolipasa A1 (EC 3.1.1.32). Puede tener o no tener otras actividades
tales como actividad de triacilglicerol lipasa (EC 3.1.1.3) y/o galactolipasa (EC 3.1.1.26).

La fosfolipasa puede ser una enzima nativa de fuentes microbianas o de mamifero.

Un ejemplo de una fosfolipasa de mamifero es PLA2 pancreatica, por ejemplo PLA2 bovina o porcina tal como el
producto comercial Lecitase 10L (PLA2 porcina, producto de Novozymes A/S).

Las fosfolipasas microbianas pueden provenir de Fusarium, por ejemplo, fosfolipasa A1 de F. oxysporum
(documento de Patente WO 1998/026057), fosfolipasa A1 de F. venenatum (descrita en el documento de Patente
WO 2004/097012 como una fosfolipasa A2 denominada FvPLA2), de Tuber, por ejemplo fosfolipasa A2 de T. borchii
(denominada TbPLA2, documento de Patente WO 2004/097012).

La fosfolipasa también puede ser una variante de enzima lipolitica con actividad de fosfolipasa, por ejemplo como se
describe en los documentos de Patente WO 2000/032758 o WO 2003/060112.

La fosfolipasa también puede catalizar la liberacion de grupos acilo grasos de otros lipidos presentes en la masa,
particularmente lipidos de trigo. De ese modo, la fosfolipasa puede tener actividad de triacilglicerol lipasa (EC
3,1.1.3) y/o actividad de galactolipasa (EC 3,1.1.26). La fosfolipasa puede ser una enzima lipolitica como se describe
en el documento de Patente W0O2009/106575, tal como el producto comercial Panamore®, producto de DSM.

La expresion "producto horneado” se refiere a un producto alimentario horneado preparado a partir de una masa.
Algunos ejemplos de productos horneados, ya sean de tipo blanco, marrén o integral, que se pueden producir

ventajosamente mediante la presente invencion incluyen pan (en particular pan blanco, integral o de centeno), por lo
general en forma de barras o panecillos, pan de tipo baguette francesa, reposteria, croissants, brioche, panettone,

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 546 630 T3

pasta, fideos (cocidos, fritos o salteados), pan de pita y otros panes planos, tortillas, tacos, pasteles, tortillas, galletas
en particular magdalenas, roscas, pan acimo, pasta de hojaldre, pan al vapor, pan crujiente, brownies, pasteles en
laminas, tentempiés (por ejemplo, galletas saladas, pedacitos de tortilla, aperitivos fabricados, patatas fritas
fabricadas).

Algunos productos horneados incluyen sin limitacion pan enlatado, barras de pan, ondas, panecillos, pan acimo,
focaccia, tostada Melba, zwieback, croutons, galletas saladas blandas, pan duro y blando, palitos de pan, pan
fermentado con levadura y fermentado quimicamente, productos de masa laminada tales como pasteles daneses,
croissants o productos de hojaldre, magdalenas, danesas, bagels, revestimientos de reposteria, crackers, obleas,
masa de pizza, tortillas, productos de pasta, crepes, gofres, productos parcialmente horneados y productos de masa
refrigerada y congelada.

Un ejemplo de un producto parcialmente horneado incluye, sin limitacién, pan parcialmente horneado que se
completa el punto de venta o consumo con un segundo proceso de horneado corto.

El término "masa" se define en el presente documento con una mezcla de harina y otros ingredientes. En un
aspecto, la masa es lo suficientemente firme para amasar o pasar el rodillo. La masa puede ser fresca, congelada,
preparada o parcialmente horneada. La preparacion de masa congelada se describe por Kulp y Lorenz en Frozen
and Refrigerated Doughs and Batters.

La masa se prepara usando ingredientes de masa, que incluyen sin limitacion harina (de cereales), una fuente de
lecitina incluyendo huevos, agua, sal, azdcar, aromas, una fuente de grasa incluyendo mantequilla, margarina, aceite
y manteca, levadura de reposteria, sistemas de fermentacion quimica tales como una combinacién de un acido
(compuesto generador) y bicarbonato, una fuente de proteina incluyendo leche, harina de soja, oxidantes
(incluyendo acido ascorbico, bromato y Azodicarbonamido (ADA)), agentes reductores (incluyendo L-cisteina),
emulgentes (incluyendo mono/diglicéridos tales como monoestearato de glicerol (GMS), estearoil lactilato sédico
(SSL), estearoil lactilato de calcio (CSL), ésteres de poliglicerol de acidos grasos (PGE) y DATEM), gomas
(incluyendo goma de guar y goma de xantano), aromas, acidos (incluyendo acido citrico, acido propioénico), almidén,
almidon modificado, gluten, humectantes (incluyendo glicerol) y conservantes.

Algunos cereales incluyen maiz, arroz, trigo, cebada, sorgo, mijo, avena, centeno, triticale, trigo sarraceno, quinoa,
espelta, einkorn, emmer, durumy kamut.

La masa se prepara habitualmente a partir de ingredientes de masa basicos incluyendo harina (cereal), tal como
harina de trigo o harina de arroz, agua y opcionalmente sal. Para productos fermentados, se usa principalmente
levadura de reposteria junto con sistemas de fermentacion quimica tales como una combinaciéon de un &acido
(compuesto generador) y bicarbonato.

El término masa incluye en el presente documento mezcla para rebozar. Una mezcla para rebozar es una mezcla
semiliquida, suficientemente poco espesa para poder caer o verterse desde una cuchara, de una o mas harinas
combinadas con liquidos tales como agua, leche o huevos usada para preparar diversos alimentos, incluyendo
pasteles.

Una masa se puede preparar usando una mezcla incluyendo una mezcla de pasteles, una mezcla de galletas, una
mezcla de brownie, una mezcla de pan, una mezcla de cortitas y una mezcla de crepe.

El término masa incluye masa congelada, que también se puede denominar masa refrigerada. Existen diferentes
tipos de masa congelada; la que se congela antes de la prueba y la que se congela después de una etapa de prueba
parcial o completa. La masa congelada se usa por lo general para fabricar productos de pan que incluyen sin
limitacion galletas, pan, palitos de pan y croissants.

La invencion también se refiere al uso de la alfa-amilasa de acuerdo con la invenciéon en diversos procesos
industriales. A pesar de la experiencia a largo plazo obtenida con estos procesos, la alfa-amilasa de acuerdo con la
invencion pueden presentar ventajas con respecto a las enzimas usadas en la actualidad. Dependiendo de la
aplicacion especifica, estas ventajas pueden incluir aspectos tales como costes de produccioén inferiores, mayor
especificidad hacia el sustrato, menor capacidad antigénica, menos actividades secundarias indeseables, mayores
rendimientos cuando se produce en un microorganismo adecuado, pH e intervalos de temperatura mas adecuados,
mejor sabor en el producto final asi como buena calidad y aspectos kosher.

Preferentemente, la alfa amilasa de acuerdo con la invencién se puede usar en la industria alimentaria, mas
preferentemente en la fabricaciéon de alimentos.

Un ejemplo de una aplicacion industrial de la enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion en alimentos es su
uso en aplicaciones de reposteria. La alfa-amilasa de acuerdo con la invenciéon se puede usar, por ejemplo, en
productos horneados tales como pan o pasteles. Por ejemplo, para mejorar la calidad de la masa y/o del producto
horneado.
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Por lo tanto, en una realizacion de la invencién se proporciona el uso de la alfa-amilasa de acuerdo con la invencion
en la preparacion de una masa y se proporciona una masa que comprende la alfa-amilasa de acuerdo con la
invencion. La invencion también proporciona la preparacion de una masa que comprende las etapas de afiadir la
alfa-amilasa de acuerdo con la invencién al menos a un ingrediente de masa.

Generalmente, se afiaden por separado a la masa levadura, enzimas y opcionalmente aditivos.

Las enzimas se pueden afhadir en forma seca, por ejemplo, granulada o en forma liquida. Los aditivos se encuentran
en la mayoria de los casos en forma de polvo. Los aditivos incluyen oxidantes (incluyendo acido ascérbico, bromato
y Azodicarbonamido (ADA)), agentes reductores (incluyendo L-cisteina), emulgentes (incluyendo mono/diglicéridos
tales como monoestearato de glicerol (GMS), estearoil lactilato sédico (SSL), estearoil lactilato de calcio (CSL),
ésteres de poliglicerol de acidos grasos (PGE) y DATEM), gomas (incluyendo goma de guar y goma de xantano),
aromas, acidos (incluyendo acido citrico, acido propidnico), almidén, almidon modificado, gluten, humectantes
(incluyendo glicerol) y conservantes.

La preparacion de una masa a partir de los ingredientes de masa se conoce bien la técnica e incluye la mezcla de
dichos ingredientes y opcionalmente una o mas etapas de moldeado y fermentacion.

La preparacion de productos horneados a partir de tales masas también se conoce en la técnica y puede
comprender moldeado y conformado y posterior fermentacion de la masa seguido de horneado a las temperaturas y
tiempos de horneado requeridos. En una realizacién, la invencién proporciona un método para preparar un producto
horneado que comprende la etapa de hornear la masa de acuerdo con la invencion. El horneado de la masa para
producir un producto horneado se puede llevar a cabo usando métodos bien conocidos en la técnica. De acuerdo
con este método, se puede obtener un producto horneado. Preferentemente, el producto horneado es pan o
pasteles. En un aspecto de la invencion, la alfa-amilasa de acuerdo con la invenciéon se puede usar para preparar
masas laminadas para productos horneados mas crujientes.

La presente invencion también se refiere a métodos para preparar una masa o un producto horneado que
comprenden incorporar a la masa una cantidad eficaz de la alfa-amilasa de acuerdo con la invencion, que mejora
una o mas propiedades de la masa o del producto horneado obtenido a partir de la masa con respecto a una masa o
un producto horneado en el que no se incorpora el polipéptido.

La expresion "incorporar a la masa" se define en el presente documento como anadir la enzima alfa-amilasa de
acuerdo con la invencion a la masa, cualquier ingrediente a partir del cual se va a preparar la masa, y/o cualquier
mezcla de ingredientes de masa a partir de la cual se va a preparar la masa. En otras palabras, la enzima alfa-
amilasa de acuerdo con la invencion se puede afiadir en cualquier etapa de la preparacion de la masa y se puede
afiadir en una, dos o mas etapas. La enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion se afade a los ingredientes
de una masa que se amasa y hornea para preparar el producto horneado usando métodos bien conocidos en la
técnica. Véanse, por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos N° 4.567.046, y los documentos de
Patente EP-A-426.211, JP-A-60-78529, JP-A-62-111629, y JP-A-63-258528.

La expresion "cantidad eficaz" se define en el presente documento como una cantidad de la alfa-amilasa de acuerdo
con la invencion que es suficiente para proporcionar un efecto medible en al menos una propiedad de interés de la
masa y/o el producto horneado. Una cantidad adecuada esta en un intervalo de 10-20000 unidades de MU/kg de
harina, preferentemente 100-2000 unidades de MU/kg de harina, 200-1000 unidades de MU/kg de harina. Una
cantidad adecuada incluye 1 ppm-2000 ppm, preferentemente 10-200 ppm, preferentemente 20-80 ppm de una
enzima que tiene una actividad en un intervalo de aproximadamente 10.000 a 12.000, preferentemente de
aproximadamente 10.000 MU/g. En el presente documento y en lo sucesivo MU significa Unidad de Maltotriosa
como se define en los ejemplos bajo el titulo Ensayo de Maltotriosa (Ensayo de MU).

La expresion "propiedad mejorada” se define en el presente documento como cualquier propiedad de una masa y/o
un producto obtenido a partir de la masa, particularmente un producto horneado, que mejora por la accién de la
enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencién con respecto a una masa o producto en el que no se incorpora la
enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion. La propiedad mejorada puede incluir, pero no se limita a, aumento
de la resistencia de la masa, aumento de la elasticidad de la masa, aumento de la estabilidad de la masa, reduccion
de la adherencia de la masa, mejora de la extensibilidad de la masa, mejora de la mecanizacién de la masa, mejora
el volumen del producto horneado, mejora del aroma del producto horneado, mejora de la estructura de la corteza
del producto horneado, mejora de la blandura de la corteza del producto horneado, mejora de la formacion de
burbujas del productor horneado, mejora del caracter crujiente, mejora de la resilencia tanto inicial como en
particular después de almacenamiento, reduccién de la dureza después de almacenamiento y/o mejora de
antirancidez del producto horneado.

La propiedad mejorada se puede terminar por comparacion de una masa y/o un producto horneado preparado con y
sin la adicién del polipéptido (aislado) de la presente invencion de acuerdo con los métodos de la presente invencion
que se describen posteriormente en los Ejemplos. Las cualidades organolépticas se pueden evaluar usando
procedimientos bien establecidos en la industria de la panaderia, y pueden incluir, por ejemplo, el uso de un jurado
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de degustadores entrenados.

La expresion "mejora de la resistencia de la masa" se define en el presente documento como la propiedad de una
masa que tiene generalmente mas propiedades elasticas y/o requiere mas trabajo para moldear y dar forma.

La expresion "mejora de la elasticidad de la masa" se define en el presente documento como la propiedad de una
masa que tiene una mayor tendencia a recobrar a su forma original después de someterse a cierta tension fisica.

La expresion "mejora de la estabilidad de la masa" se define en el presente documento como la propiedad de una
masa que es menos susceptible a formar defectos como consecuencia del abuso mecanico manteniendo mejor de
ese modo su forma y volumen y se evalla como la proporcién peso:ancho de una seccion transversal de una barra
después de una prueba normal y/o prolongada.

La expresion "reduccion de la adherencia de la masa" se define en el presente documento como la propiedad de una
masa que tiene menos tendencia a adherirse a superficies, por ejemplo, a la maquinaria de produccién de masa, y
se evalua empiricamente mediante un panadero ensayador cualificado o se mide mediante el uso de un analizador
de textura (por ejemplo, un TAXT Plus) como se conoce en la técnica.

La expresion "mejora de la extensibilidad de la masa" se define en el presente documento como la propiedad de una
masa que se puede someter a un aumento de tensién o estiramiento sin ruptura.

La expresion "mejora de la mecanizacion de la masa" se define en el presente documento como la propiedad de una
masa que es generalmente menos pegajosa y/o mas firme y/o mas elastica. En consecuencia, se producen menos
fallos en el equipo de la planta y se reduce la necesidad de limpieza.

La expresién "aumento del volumen del producto horneado" se mide preferentemente como el volumen de una barra
de pan dada determinado mediante un analizador automatizado de volumen de pan (por ejemplo, BVM-3, TexVol
Instruments AB, Viken, Suecia), usando deteccion por ultrasonidos o laser como se conoce en la técnica. En el caso
de que aumente el volumen, la propiedad mejora. Alternativamente, el peso del producto horneado después del
horneado en un recipiente del mismo tamafio es un indicativo del volumen del producto horneado. En el caso de que
el peso del producto horneado aumente, el volumen del producto horneado aumenta.

La expresion "reduccion de la formacion de burbujas del producto horneado” se define en el presente documento
como una reduccion determinada visualmente de la formacion de burbujas en la corteza del producto horneado

La expresion "mejora de la estructura de la corteza del producto horneado" se define en el presente documento
como la propiedad de un producto horneado con paredes de celdas mas finas y/o celdas mas delgadas en la corteza
y/o distribucion mas uniforme/homogénea de las celdas en la corteza y se evalda habitualmente de forma visual por
el panadero o mediante analisis de imagenes digital como se conoce en la técnica (por ejemplo, C-cell, Calibre
Control International Ltd, Appleton, Warrington, UK).

La expresion "mejora de la blandura del producto horneado" es lo contrario de "dureza" y se define en el presente
documento como la propiedad de un producto horneado que se comprime con mayor facilidad y se evalia
empiricamente mediante un panadero ensayador cualificado o se mide mediante el uso de un analizador de textura
(por ejemplo, TAXT Plus) como se conoce en la técnica.

La expresion "mejora del aroma del producto horneado” se evalia mediante un jurado de ensayadores entrenados.

La expresion "mejora de antirancidez del producto horneado" se define en el presente documento como las
propiedades de un producto horneado que tienen una velocidad reducida de degradacién de los parametros de
calidad, por ejemplo reduccion de la dureza después de almacenamiento y/o disminucion de la pérdida de resilencia
después de almacenamiento.

Las propiedades de antirancidez se pueden demostrar por una reduccion de la dureza después de almacenamiento
del producto horneado. La alfa-amilasa de acuerdo con la invencién puede dar como resultado una reduccién de
dureza, por ejemplo en un producto horneado que se comprime con mayor facilidad. La dureza del producto
horneado se puede evaluar empiricamente mediante el panadero ensayador cualificado o medir mediante el uso de
un analizador de textura (por ejemplo, TAXT Plus) como se conoce en la técnica. La dureza medida dentro de 24
horas después del horneado se denomina dureza inicial. La dureza medida 24 horas o mas después del horneado
se denomina dureza después de almacenamiento, y también es una medida para determinar la vida en anaquel. En
el caso de que se reduzca la dureza inicial, mejora. En el caso de que se reduzca la dureza después de
almacenamiento, mejora. Preferentemente, la dureza se mide como se describe en el ejemplo 9 en el presente
documento.

La resilencia del producto horneado se mide preferentemente mediante el uso de un analizador de textura (por
ejemplo, TAXT Plus) como se conoce en la técnica.
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La resilencia medida dentro de 24 horas después del horneado se denomina resilencia inicial. La resilencia medida
24 horas o mas después del horneado se denomina resilencia después de almacenamiento, y también es una
medida para determinar la vida en anaquel. Un producto horneado fresco proporciona por lo general una corteza de
una elevada resilencia inicial pero la resilencia se pierde durante la vida en anaquel. La mejora de las propiedades
de antirancidez se puede demostrar mediante una reduccion de la pérdida de resilencia durante el almacenamiento.
Preferentemente, la resilencia se mide como se describe en el ejemplo 9 en el presente documento.

La expresion "mejora del caracter crujiente” se define el presente documento como la propiedad de un producto
horneado para proporcionar una sensacion mas crujiente que un producto de referencia que se conoce en la técnica,
asi como para mantener esta percepcion mas crujiente durante un periodo de tiempo mayor que un producto de
referencia. Esta propiedad se puede cuantificar midiendo una curva de fuerza frente a distancia a una velocidad fija
en un experimento de compresion usando, por ejemplo, un analizador de textura TA-XT Plus (Stable Micro Systems
Ltd, Surrey, UK), y obteniendo los parametros fisicos a partir de esta curva de compresion, respectivamente (i)
fuerza del primer pico, (ii) distancia del primer pico, (iii) pendiente inicial, (iv) fuerza del mayor pico, (v) area bajo la
grafica y (vi) cantidad de sucesos de fractura (la fuerza cae mas que un cierto valor preestablecido). Los indicativos
de la mejora del caracter crujiente son una mayor fuerza del primer pico, una menor distancia del primer pico, una
mayor pendiente inicial, una mayor fuerza del mayor pico, mayor area bajo la grafica y un mayor nimero de sucesos
de fractura. Un producto mas crujiente puntuaria estadisticamente considerablemente mejor en al menos dos de
estos parametros en comparacion con un producto de referencia. En la técnica, "caracter crujiente" también se
denomina caracteristica crujiente, capacidad crocante o capacidad crepitante, que significa un material con un
comportamiento de fractura crujiente, crocante o crepitante.

La presente invencién puede proporcionar una masa que tiene al menos una de las propiedades mejoradas
seleccionadas entre el grupo que consiste en aumento de resistencia, aumento de elasticidad, aumento de
estabilidad, reduccion de adherencia y/o mejora de la extensibilidad de la masa.

La invencion también puede proporcionar un producto horneado que tiene un aumento de volumen de la barra. La
invencion puede proporcionar también un producto horneado que tiene al menos una propiedad mejorada
seleccionada entre el grupo que consiste en aumento de volumen, mejora del aroma, mejora de la estructura de la
corteza, mejora de la blandura de la corteza, mejora del caracter crujiente, reduccion de la formacién de burbujas y/o
mejora de la antirancidez.

La alfa-amilasa de acuerdo con la invencién se puede usar para retrasar la rancidez de un producto horneado tal
como pan y pasteles. El retraso de la rancidez se puede indicar mediante una reduccion de la dureza, en particular
una reduccion de la dureza después de almacenamiento en comparacion con un producto horneado, incluyendo pan
y pasteles, que se produce sin la alfa-amilasa de acuerdo con la invencion.

La alfa-amilasa de acuerdo con la invencion tiene una termoestabilidad intermedia en comparacién con otras alfa-
amilasas usadas en la industria. La alfa-amilasa de la invencién tiene mayor estabilidad frente a la temperatura que
una alfa-amilasa fungica o una alfa amilasa de harina de cereal. Por otra parte, tiene una menor termoestabilidad a
alta temperatura, en particular una menor termoestabilidad en la temperatura de inactivaciéon de la alfa-amilasa
durante el horneado, que otras amilasas usadas en la industria, tales como alfa-amilasa bacteriana.

La alfa amilasa de acuerdo con la invencion tiene una menor termoestabilidad a alta temperatura, preferentemente a
una temperatura superior a 70°C, preferentemente superior a 75°C, preferentemente superior a 78 °C,
preferentemente superior a 80 °C, preferentemente superior a 82 °C, preferentemente superior a 85°C, en
comparacion con alfa-amilasas conocidas segun se mide usando un método que se describe en el ejemplo 8 del
presente documento. Preferentemente, la termoestabilidad se evalia como sigue a continuacion: se preincuban 25
MU/ml de solucion de enzima purificada en un tampoén que contiene acetato sédico 50 mM de pH 5,0, CaCl, 1 mMy
1 g/l de BSA en un tubo Eppendorf durante 30 minutos a diversas temperaturas (40 °C a 86 °C). La actividad
enzimatica residual se determina usando el ensayo de MU que se describe en el presente documento en los
ejemplos con el titulo "Determinacion de la actividad enzimatica", "2) Ensayo de Maltotriosa (ensayo de MU)".

La enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion se activa preferentemente durante el horneado y se inactiva
preferentemente antes del final del horneado.

Los beneficios de la alfa-amilasa de acuerdo con invencion que tiene una termoestabilidad intermedia y/o una menor
termoestabilidad a alta temperatura, pueden incluir, sin limitacién, uno o mas de los siguientes.

Un enzima que tiene menor termoestabilidad a alta temperatura puede dar como resultado un aumento del nivel de
desnaturalizacién de la enzima durante el proceso de horneado. Esto puede dar como resultado una inactivacion
mas completa de la actividad enzimatica y de ese modo impartir mayor control de la funcidon enzimatica en el
proceso de horneado.

Se ha observado que los productos horneados pequefios y grandes tienen diferentes tasas de transferencia de
calor, diferentes tiempos de horneado y en consecuencia diferentes tratamientos térmicos. La alfa-amilasa de

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 546 630 T3

acuerdo con invencion puede ser beneficiosa para productos horneados que experimentan menos tratamiento
térmico como consecuencia de una reduccion del tiempo y/o la temperatura de horneado.

Se ha observado que el pan horneado a mayores altitudes tales como altitudes superiores a 2000 m (por ejemplo,
Ciudad de México a 2240 m de altitud) puede experimentar dificultades en conseguir temperaturas de corteza
eficaces para inactivar enzimas termoestables. Sin el deseo de quedar unidos a teoria alguna, se piensa que esto es
debido a que el agua hierve a una temperatura inferior debido a la presion atmosférica inferior, y esto dicta la
maxima temperatura alcanzada en el centro de un producto horneado. Una temperatura maxima inferior en el centro
del producto horneado puede hacer mas dificil inactivar (completamente) la enzima. Una alfa-amilasa que tiene
menor termoestabilidad a alta temperatura podria suponer una ventaja en tales ubicaciones, tales como Ciudad de
México, por ejemplo.

Las panaderias industriales se encuentran bajo una presion en aumento para reducir los tiempos de horneado y las
temperaturas de horno - a menudo por debajo de 20 minutos, tanto por un beneficio de coste como por razones de
sostenibilidad. Una enzima mas labil térmicamente puede ser mas adecuada para un tiempo de horneado mas corto
en el que la enzima se desnaturaliza con mayor eficacia al final del proceso de horneado. El pan parcialmente
horneado recibe un tiempo de horneado mas corto - por ejemplo, habitualmente un proceso de horneado un 20 %
mas corto y/o una temperatura de horno 10 °C inferior que los equivalentes completamente horneados, y por lo tanto
también se puede esperar que se beneficie de una enzima que tenga una menor termoestabilidad a altas
temperaturas.

La enzima alfa-amilasa de la presente invencion y/o las enzimas adicionales que se usan en los métodos de la
presente invencion pueden estar en cualquier forma adecuada para el uso en cuestion, por ejemplo en forma de un
polvo seco, polvo aglomerado o granulado, en particular un granulado no pulverulento, liquido, en particular un
liquido estabilizado, o enzima protegida tal como se describe en los documentos de Patente WO01/11974 y
WO02/26044. Una forma liquida incluye sin limitacion una emulsién, una suspensién y una solucién. Los granulados
y los polvos aglomerados se pueden preparar mediante métodos convencionales, por ejemplo por pulverizacion de
la enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion sobre un vehiculo en un granulador de lecho fluido. El vehiculo
puede consistir en nucleos de particulas que tienen un tamafo de particula adecuado. El vehiculo puede ser soluble
o insoluble, y algunos vehiculos adecuados incluyen una sal (tal como NaCl o sulfato sédico), alcohol azucar (tal
como sorbitol), almidén, harina de arroz, harina de trigo, sémola de maiz, maltodextrinas o soja.

Tal granulado o polvo aglomerado, que comprende el polipéptido de la presente invenciéon se puede denominar
aditivo de horneado. El aditivo de horneado tiene preferentemente una distribucién de tamafio de particula estrecha
con mas de un 95 % (en peso) de las particulas en el intervalo de 25 a 500 ym.

La enzima amilolitica de acuerdo con la invencidon y las enzimas adicionales pueden estar contenidas en
formulaciones de liberacion lenta. Los métodos para preparar formulaciones de liberacién lenta se conocen bien en
la técnica. La adicidn de estabilizantes nutricionalmente aceptables tales como azucar, alcohol azucar, u otro poliol,
y/o acido lactico u otro acido organico de acuerdo con métodos establecidos puede, por ejemplo, estabilizar las
preparaciones liquidas de enzima.

Preferentemente, la enzima de acuerdo con la invencién se proporciona en una forma seca, para permitir una facil
manipulacién del producto. Independientemente de la formulacion de la enzima, la formulacién puede comprender
uno o mas aditivos. Algunos ejemplos de aditivos adecuados incluyen oxidantes (incluyendo acido ascorbico,
bromato y Azodicarbonamida (ADA)), agentes reductores (incluyendo L-cisteina), emulgentes (incluyendo
mono/diglicéridos tales como monoestearato de glicerol (GMS), estearoil lactilato sédico (SSL), estearoil lactilato de
calcio (CSL), ésteres de poliglicerol de acidos grasos (PGE) y DATEM), gomas (incluyendo goma de guar y goma de
xantano), aromas, acidos (incluyendo acido citrico, acido propidnico), almidén, almidéon modificado, gluten,
humectantes (incluyendo glicerol) y conservantes.

La enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invenciéon también se puede incorporar en composiciones que
comprenden levadura tales como las que se desvelan en los documentos de Patente EP-A-0619947, EP-A-0659344
y WO02/49441.

Para inclusiéon en una premezcla de harina es ventajoso que el polipéptido (aislado) de acuerdo con la invencion
esté en la forma de un producto seco, por ejemplo, un granulo no pulverulento, mientras que para la inclusion junto
con un liquido esta ventajosamente en una forma liquida.

También se pueden incorporar una o mas enzimas adicionales a la masa. Por lo tanto, la invencién proporciona una
composicion de enzima que comprende la enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencién y una o mas enzimas
adicionales. La composiciéon de enzima puede ser una composicion de enzima para horneado. Esta composicion de
enzima se puede usar en productos de masa y productos horneados obtenidos a partir de tal masa. Por ejemplo, se
puede usar en productos de masa que contienen ademas huevos y en productos horneados, tal como brioche y
panettone, tanto normales como con una cantidad reducida de huevos. La enzima adicional puede ser de cualquier
origen, incluyendo mamiferos y plantas, y preferentemente de origen microbiano (bacteriano, de levadura o flngico)
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y se puede obtener mediante técnicas convencionales usadas en la técnica.

En una realizacion, la enzima adicional puede ser una amilasa, incluyendo una alfa-amilasa adicional, tal como una
alfa-amilasa fungica (que puede ser util para proporcionar azucares fermentables por levadura y retrasar la
rancidez), beta-amilasa, una ciclodextrina glucanotransferasa, una proteasa, una peptidasa, en particular, una
exopeptidasa (que puede ser util en la potenciacion de la harina), transglutaminasa, triacilglicerol lipasa (que puede
ser util para la modificacion de los lipidos presentes en la masa o en los constituyentes de la masa de modo que
ablande la masa), galactolipasa, fosfolipasa, celulasa, hemicelulasa, en particular una pentosanasa tal como
xilanasa (que puede ser Uutil para la hidrélisis parcial de pentosanos, mas especificamente arabinoxilano, que
aumenta la extensibilidad de la masa), proteasa (que puede ser util para la debilitacién del gluten en particular
cuando se usa la harina de trigo dura), proteina disulfuro isomerasa, por ejemplo, una proteina disulfuro isomerasa
que se desvela el documento de Patente WO 95/00636, glicosiltransferasa, peroxidasa (que puede ser util para
mejorar la consistencia de la masa), lacasa, u oxidasa, hexosa oxidasa, por ejemplo, una glucosa oxidasa, aldosa
oxidasa, piranosa oxidasa, lipoxigenasa o L-aminoacido oxidasa (que puede ser util para mejorar la consistencia de
la masa) o una proteasa.

La triacilglicerol lipasa puede ser una lipasa fungica, preferentemente de Rhizopus, Aspergillus, Candida, Penicillum,
Thermomyces, o Rhizomucor. Se usa mas preferentemente una triacilglicerol lipasa de Rhyzopus, mas
preferentemente de Rhyzopus oryzae. Opcionalmente se puede usar una combinacién de dos o mas triacilglicerol
lipasas.

La celulosa puede provenir de A. niger o de Trichoderma reesei.

La amiloglucosidasa, puede ser una amiloglucosidasa de Aspergillus tal como de A. oryzae o A. niger, mas
preferentemente de A. niger.

En una realizacién la enzima adicional es una enzima lipolitica, preferentemente una fosfolipasa o una enzima que
tiene actividad tanto de galactolipasa como de fosfolipasa.

Tales lipasas se conocen por ser activas sobre los lipidos endégenos de trigo y sobre fuentes de lipidos externas,
por ejemplo como se proporciona mediante grasa de reduccion afiadida o de lecitinas. Preferentemente, la lipasa
escinde lipidos polares y tiene actividad de fosfolipasa, actividad de galactolipasa o, lo mas preferentemente, una
combinacioén de actividad de fosfolipasa y galactolipasa para crear lisofosfolipidos, tales como lisofosfatidil colina, y
lisogalactolipidos tales como digalactosilmonoglicérido. La especificidad de la lipasa se puede mostrar mediante un
ensayo in vitro que haga uso de un sustrato apropiado, por ejemplo triacilglicerol lipido, fosfatidilcolina y
digalactosildiglicérido, o mas preferentemente mediante un analisis de los productos de reacciéon que se generan en
la masa durante la mezcla y la fermentacion.

Panamore®, Lipopan® F, Lipopan® 50y Lipopan® S se comercializan para estandarizar la actividad lipolitica, que
usan una medida de DLU para Panamore® a partir de DSM y una medida de LU para la familia Lipopan® a partir de
Novozimas. DLU se define como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 micromol/min de p-nitrofenol a
partir de palmitato de p-nitrofenilo a pH 8,5 a 37 °C, mientras que LU se define como la cantidad de enzima
necesaria para producir 1 micromol/min de acido butirico a partir de tributirina a pH 7 a 30 °C. Las lipasas se usan de
forma éptima con la alfa-amilasa de la invencion a 2-850 DLU/kg de harina o a 50-23500 LU/kg de harina.

En una realizacion de la composicion de enzima de acuerdo con la invencién la enzima adicional es Panamore®
como se describe en el documento de Patente WO2009/106575.

En una realizaciéon de la composicidon de enzima de la invenciéon la enzima adicional es una enzima como se
describe en el documento de Patente W09826057.

En un aspecto de la composicion de enzima de acuerdo con la invencién la enzima adicional es una enzima como se
describe en el documento de Patente US RE38.507.

En un aspecto de la composicion de enzima de acuerdo con la invencién la enzima adicional es una enzima como se
describe en el documento de Patente WO 9943794, en particular en el documento de Patente EP1058724B1.

Si se van a anadir una o0 mas actividades enzimaticas adicionales de acuerdo con los métodos de la presente
invencion, estas actividades se pueden afiadir por separado o junto con el polipéptido de acuerdo con la invencion,
por ejemplo como la composiciéon de enzima de acuerdo con la invencion, que incluye una composicion de mejora
del pan y/o una composicion de mejora de la masa. Las demas actividades enzimaticas pueden ser cualquiera de
las enzimas descritas anteriormente y se pueden clasificar de acuerdo con las practicas de panaderias establecidas.

Preferentemente, la composicién de enzima de acuerdo con la invencién se proporciona en forma seca, para permitir

una facil adicién a la masa, los ingredientes de la masa, pero también son posibles formas liquidas. Una forma
liquida incluye sin limitacién una emulsién, una suspension y una solucion. Independientemente de la formulacion de
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la composicién de enzima, se puede aplicar cualquier aditivo o aditivos conocidos por ser Utiles en la técnica para
mejorar y/o mantener la actividad de la enzima, la calidad de la masa y/o el producto horneado. Algunos ejemplos de
aditivos adecuados incluyen oxidantes (incluyendo acido ascoérbico, bromato y Azodicarbonamida (ADA)), agentes
reductores (incluyendo L-cisteina), emulgentes (incluyendo mono/diglicéridos tales como monoestearato de glicerol
(GMS), estearoil lactilato sodico (SSL), estearoil lactilato de calcio (CSL), ésteres de poliglicerol de acidos grasos
(PGE) y DATEM), gomas (incluyendo goma de guar y goma de xantano), aromas, acidos (incluyendo acido citrico,
acido propidnico), almidén, almidon modificado, gluten, humectantes (incluyendo glicerol) y conservantes.

La alfa-amilasa de acuerdo con la invencion se puede incorporar en una premezcla, por ejemplo en forma de una
composicion de harina, para masa y/o productos horneados preparados a partir de masa, en la que la premezcla
comprende un polipéptido de la presente invencién. El término "premezcla" se define en el presente documento para
que se entienda en su significado convencional, es decir, como una mezcla de agentes de horneado, que incluye
generalmente harina, que se puede usar no solo en plantas/instalaciones de horneado de pan industriales, sino
también en panaderias de minoristas. La premezcla se puede preparar por mezcla de la alfa-amilasa de acuerdo con
la invencion o la composicién de enzima de acuerdo con la invencién con un vehiculo adecuado tal como harina,
almiddn o una sal. La premezcla puede contener aditivos como se ha mencionado anteriormente.

En otro aspecto, la enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion se puede usar en la produccion de pasteles y
en la produccién de una mezcla para rebozar a partir de la cual se puede preparar un pastel.

La enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencién se puede usar en la preparacion de una amplia diversidad de
pasteles, incluyendo pasteles reducidos, tales como, por ejemplo, bizcocho de libra y galletas de mantequilla, e
incluyendo pasteles espumosos, tales como, por ejemplo, merengue, bizcocho, galletas, roulade, genovesa, y pastel
chifén. El bizcocho es un tipo de pastel blando basado en harina de trigo, azucar, polvo de horneado y huevos (y
opcionalmente polvo de horneado). La Unica grasa presente proviene de la yema de huevo, que a veces se afade
por separado de la clara. A menudo se usan como base para otros tipos de pasteles y postres. Un bizcocho de libra
se prepara tradicionalmente a partir de una libra de cada uno de harina, mantequilla, huevos, y azicar,
opcionalmente complementado con polvo de horneado. En el pastel chifén se reemplaza la mantequilla/margarina
por aceite. El contenido de azicar y yema de huevo disminuye en comparacion con el pastel de libra y el bizcocho y
el contenido de clara de huevo aumenta.

Un método para preparar una mezcla para rebozar comprende preferentemente las etapas de:
a. preparar la masa para rebozar del pastel por adicién de al menos:
i. azlcar;
ii. harina;
iii. la enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion;
iv. al menos un huevo; y
v. opcionalmente una fosfolipasa.

Un método para preparar un pastel de acuerdo con la invencién comprende ademas la etapa de
b. hornear la mezcla para rebozar para producir un pastel.

Los expertos en la materia conocen la forma de preparar una mezcla para rebozar o un pastel partiendo de
ingredientes de masa. Opcionalmente pueden estar presentes uno o mas ingredientes distintos en la composicion,
por ejemplo, para permitir la reduccion de huevos y/o grasa en el pastel, tales como hidrocoloides, extracto de
levadura, calcio.

Las aplicaciones industriales mencionadas anteriormente de la enzima alfa-amilasa de acuerdo con la invencion
comprenden solo unos pocos ejemplos y este listado no pretende ser restrictivo.

Otros usos de la alfa-amilasa de acuerdo con la invencién pueden incluir:
- la produccion de jarabes de glucosa, fructosa y maltosa;
- la produccién de hidrolizados de almidén tales como maltodextrinas;
- la produccién de almidones modificados;
- la modificacion de componentes de almidén en alimentacion animal; y/o
- el reemplazo de la malta en la elaboracién de cerveza.
Ejemplos

Determinacion de la actividad enzimatica

1) Método AACC 22-02.01

Medida de alfa-amilasa en planta y materiales microbianos que usan el método Ceralpha®
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La actividad de alfa-amilasa se cuantificd por medida de la actividad usando el kit de ensayo de alfa-amilasa
CERALPHA de Megazyme (Megazyme International Ireland Ltd., Co. Wicklow, Irlanda) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

2) Ensayo de Maltotriosa (ensayo de MU)

Una Unidad de Maltotriosa (MU) se define como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de glucosa por minuto
usando sustrato de maltotriosa en las siguientes condiciones de ensayo. La actividad enzimatica se determin6 a
37 °C y pH 5,0 usando maltotriosa como sustrato. La hidrdlisis enzimatica de la maltotriosa da como resultado la
liberacion cuantitativa de glucosa, que es una medida de la actividad enzimatica. Las concentraciones de ensayos
finales son: 8 mg/ml de maltotriosa, de 0,007 a 0,02 MU/ml de DSM-AM madura, tampén citrato 20 mM, 0,2 mg/ml
de BSA, NaCl 2 mM. La reaccion se detuvo después de 30 minutos (adicion de NaOH 0,33 M en una proporcion
1:10) y la glucosa liberada se convirtié en gluconato-6-P en dos etapas durante las cuales se forma NADH, usando
un kit de Glucosa Hexoquinasa FS (Diagn. Syst). Los aumentos de absorbancia resultantes a una longitud de onda
de 340 nm fueron una medida para la cantidad de glucosa liberada durante la incubacién de 30 minutos. La actividad
se calcul6 usando una linea de calibracion de glucosa.

Ejemplo 1

Produccién de la alfa-amilasa de la invencion

Clonacion y preparacion de la enzima

Como se describe con mayor detalle posteriormente, se corond el gen de alfa-amilasa y se expreso en B. subtilis de
la siguiente forma.

Cepas y plasmidos

La cepa BS154 de Bacillus subtilis (CBS 363,94) (AaprE, AnprE, amyE-, spo-) se describe en Quax y Broekhuizen
1994 Appl Microbiol Biotechnol. 41: 425-431.

El vector transportador pBHA12 de E. coli/B. subtilis se describe en el documento de Patente WO2008/000632. Se
describe NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae por Imperio et al. (Int. J. Syst. Evol. Microbiol 58:221-225, 2008).

Se describe Bacillus stearothermophilus C599 (NCIMB11873) en el documento de Patente W091/04669.
Técnicas de biologia molecular

Se llevaron a cabo técnicas de biologia molecular conocidas por los expertos en la materia (véase: Sambrook &
Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed., CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001). Se llevo a
cabo la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) en una termocicladora con ADN polimerasa Phusion High-Fidelity
(Finnzymes OY, Aspoo, Finlandia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Actividad de amilasa

Se cuantificé la actividad de alfa-amilasa en el caldo de los cultivos de B. subtilis como se ha descrito anteriormente
de acuerdo con el método AACC 22-02.01.

Secuenciacion del genoma de Alicyclobacillus pohliae

El genoma de NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae se secuencia mediante BaseClear (Leiden, Paises Bajos). El
ADN se fragmento (rompio) y se ligaron adaptadores de ADN a ambos extremos de los fragmentos de ADN. Se
obtuvieron dos conjuntos de lecturas de secuencia Illlumina GAllx. Un conjunto consistié en lecturas de extremos
emparejados, que abarcaron una distancia de aproximadamente 250 (+- 125) nucleédtidos. El segundo conjunto
consistié en lecturas de parejas de compafieros, que abarcaron una distancia de aproximadamente 4200 nucleétidos
(+- 2100). En todas las lecturas de secuencia de lllumina GAllx se aplicé un filtrado de calidad basandose en las
puntuaciones de calidad Phred. Ademas, se recortaron los nucleétidos ambiguos y de baja calidad de las lecturas
restantes. Se usaron las lecturas de extremos emparejados y parejas de compaferos para el montaje desde el inicio
en CLC Genomics Workbench version 4.6.1 o 4.7 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca). De ese modo, se obtuvo un
conjunto de contigs (secuencias contiguas) preensambladas. Los contigs se dispusieron ademas (andamiaje)
usando SSPACE descrito por Boetzer et al. (Bioinformatics 27:578-579, 2011). El analisis de la secuencia revel6 que
el genoma de NCIMB14276 de Alicyclobacillus pohliae contiene un gen que codifica una enzima alfa-amilasa
denominada DSM-AM en el presente documento con la secuencia de nucledtidos que se expone en SEC ID N°: 1,
véase también la Figura 3.
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La correspondiente proteina DSM-AM codificada por SEC ID N°: 1 tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en SEC ID N°: 2, véase también la Figura 4.

La secuencia de nucleétidos del gen de DSM-AM optimizado por coddn se expone en SEC ID N°: 3, véase también
la Figura 5.

Ejemplo 2

Expresién del gen de DSM-AM de A. pohliae en Bacillus subtilis

Se introdujeron un terminador amyQ y un sitio de restriccién Pmel en el vector pBHA12 por digestion de pBHA12
con Sphly Hindlll y clonacion de la siguiente secuencia de ADN

5-GCATGCGTTTAAACAAAAACACCTCCAAGCTGAGTGCGGGTATCAGCTTGGAGGTGC
GTTTATTTTTTCAGCCGTATGACAAGGTCGGCATCAGAAGCTT-3' (los sitios de restriccion 5'Sphl 'y 3'Hindlll estan
subrayados).

El fragmento se clon6 en pBHA12 lo que dio como resultado el vector pGBBO09 (Figura 1).

El gen de DSM-AM se sintetizé en GeneArt (Alemania) y se afiadid en el extremo 5' el sitio de restriccion Pacl y se
afnadi6 en el extremo 3' el sitio de restriccion Pmel. El gen de DSM-AM se cloné en el vector pGBBO09 digerido con
Pacl y Pmel lo que dio como resultado el vector pGBBO9DSM-AM1 (Fig. 2). Este vector se transformé en la cepa

BS154 de B. subtilis. La secuencia del plasmido se confirmé por secuenciacién de ADN. La cepa BS154 de B.
subtilis que contenia pGBB09DSM-AM1 se denominé DSM-AMB154-1.

Ejemplo 3

Expresién de DSM-AM con B. subtilis en frascos de agitaciéon

Las cepas DSM-AMB154-1 y BS154 de B. subtilis se cultivaron en un frasco de agitacion. Estos frascos de agitacion
contenian 20 ml de medio 2xTY compuesto por triptona Bacto al 1,6 % (p/v), extracto de levadura al 1 % (p/v) y NaCl
al 0,5 % (p/v). Los cultivos se agitaron vigorosamente a 37 °C y 250 rpm durante 16 horas y se usaron 0,2 ml de
medio de cultivo para inocular 20 ml de medio SMM. El premedio SMM contiene extracto de levadura al 1,25 %
(p/p), CaClz 0,05 % (p/p), MgCl>-6 H,O al 0,075 % (p/p),15 pg/l de MnSO4-4H,0, 10 pg/l de CoClz-6H20, acido
citrico al 0,05 % (p/p), y antiespumante 86/013 al 0,025 % (p/p) (Basildon Chemicals, Abingdon, UK). Para completar
el medio SMM, se afiadieron 20 ml de maltosa al 5 % (p/v) y 20 ml de una solucién de reserva de tampon fosfato
sodico 200 mM (pH 6,8), ambas preparadas y esterilizadas por separado, a 60 ml del premedio SMM. Estos cultivos
se incubaron durante 48 horas a 37 °C y 250 rpm. Los sobrenadantes se recogieron y se analizaron para la
productividad enzimatica. La actividad de alfa-amilasa de la cepa DSM-AMB154-1 se midié de acuerdo con el
Método AACC 22-02.01 como se ha descrito anteriormente. El sobrenadante de DSM-AMB154-1 contenia actividad
de alfa-amilasa mientras que la cepa progenitora BS154 no.

Ejemplo 4

Preparacion de enzima

Se cultivé la cepa DSM-AMB154-1 de Bacillus en condiciones aerobias en un medio de fermentacién adecuado.
La enzima secreto al medio. El caldo de cultivo resultante se filtré para retirar las células bacterianas, los residuos de

estas células y otros solidos. El filtrado contenia la enzima obtenida de ese modo, que a continuacion se concentrd
por ultrafiltracién para proporcionar un concentrado que contenia DSM-AM madura.

Ejemplo 5

Purificaciéon de la enzima

La purificacion se llevé a cabo usando las siguientes etapas. El caldo de fermentacion concentrado obtenido en el
ejemplo 4 que contenia DSM-AM madura se mezclé con tampon HEPES 50 mM de pH 7,5 que contenia 400 mg/ml
de (NH.)2S04 (proporcion 1:1). La solucion se agité durante una noche a 4 °C, y a continuacion se centrifugé a 3220
rcf, a 4 °C durante 10 minutos. El sedimento se resuspendié en tampén Tris 25 mM de pH 7,5, y se filtré a través de
un filtro de 0,45 pm. La conductividad de la solucién se ajustd a 2 ms/cm por adicion de agua MilliQ, y a continuacion
por ajuste de pH a pH = 7,5. La soluciéon se concentré mediante un Concentrador de 20 ml Vivaspin (Sartorius
Stedim) hasta 10.000 MWCO, a 3220 rcf, a 4 °C durante 15 min. La solucion se aplicé a una columna de Q-Sefarosa
equilibrada con tampén HEPES 25 mM de pH 7,5. La proteina se recogié por flujo continuo. El flujo continuo se
aplicé nuevamente a una columna de Q-Sefarosa equilibrada con HEPES 25 mM de pH 9,5. La proteina se eluyd
con un gradiente de NaCl 0-1 M. La enzima DSM-AM madura purificada se desalé6 mediante una columna de
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desalacion PD-10 (GE Healthcare) usando tampon Tris 25 mM de pH 7,5.

Determinacion de proteina

La concentracion de proteina de la enzima DSM-AM madura purificada que se obtuvo en el ejemplo 5 se determiné
mediante el kit de ensayo de proteina BCA™ (Pierce) de acuerdo con las instrucciones del fabricante con la
siguiente condicion: la proporcion de la muestra con respecto al reactivo WR fue 1:12, y la absorbancia de la mezcla
se determind a una longitud de onda de 540 nm.

Ejemplo 6

Propiedades de la enzima

Se sometio a ensayo la dependencia de la actividad enzimatica de la DSM-AM madura que se obtuvo en el ejemplo
5 con el pH mediante el ensayo de MU descrito anteriormente usando una mezcla de reaccion en la cual el pH se
ajusté a diferentes valores (pH 4,0, 4,3, 5,0, 55, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5). Se tomaron dos medidas con dos
concentraciones enzimaticas finales, 0,01 y 0,018 MU/ml. Los resultados se describieron como actividad relativa. Se
descubrié que el pH 6ptimo para la DSM-AM madura era un pH de 5,0. Las actividades medidas en los demas
valores de pH indicados se muestran en la siguiente tabla. Los valores corresponden a un valor medio de ambas
medidas a diferentes concentraciones de enzima.

Tabla 6.1
pH 4,0 4,3 5,0 55 6,0 6,5 7,0 75

Actividad relativa | 68% | 76 % | 100% | 87 % | 71% | 40% | 21% | 8%

La dependencia de la actividad enzimatica de la DSM-AM madura con la temperatura se terminé usando el ensayo
de MU descrito anteriormente con temperaturas de reaccion ajustadas a 40 °C, 50 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C,
80 °C y 90 °C. La DSM-AM madura fue mas activa a 60-75 °C y la enzima perdié aproximadamente un 90 % de su
actividad cuando la temperatura fue superior a 90 °C.

Ejemplo 7

Actividad de alfa-amilasa

La actividad de alfa-amilasa de la DSM-AM madura que se obtuvo en el ejemplo 5 se cuantificd por medicion de la
actividad usando un kit de ensayo de alfa-amilasa CERALPHA de Megazyme (Megazyme International Ireland Ltd.,
Co. Wicklow, Irlanda) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Tabla 7.1
Muestra Actividad | Actividad en ensayo Ceralpha @ 40 °C | Actividad en ensayo Ceralpha @ 60 °C
DSM-AM madura| 1095 MU/ml 124 U/ml 191 U/ml
Estimado 1,9 2.8 Uiml
Control de harina U/ml
de malta i
Estimado 36 43 U/ml
U/ml

Ejemplo 8
Termoestabilidad de DSM-AM madura

Para evaluar la termoestabilidad de la DSM-AM madura, que se obtuvo en el ejemplo 5, se preincubaron 25 MU/ml
de solucion de enzima purificada en un tampén que contenia acetato sédico 50 mM de pH 5,0, CaCl; 1 mMy 1 g/l de
BSA en un tubo Eppendorf durante 30 minutos a diversas temperaturas (40 °C a 86 °C). La actividad enzimatica
residual se terminé usando el ensayo de MU descrito anteriormente. Con fines comparativos, se incluyo Novamyl®.
Los resultados se expresaron como porcentaje de la actividad de una muestra que se preincubé durante 30 minutos
a4°C.

En el intervalo de temperatura de 40 °C a 75 °C se observaron actividades de alto nivel comparables (superiores al
90 %) para la DSM-AM madura y Novamyl® (no se muestran los datos). Las actividades enzimaticas residuales del
intervalo de temperatura de 76 a 86 °C se indican posteriormente en la Tabla 8.1. Estos datos demuestran
claramente que la DSM-AM madura vy Novamyl® son comparativamente termoestables a temperaturas hasta
aproximadamente 80 °C. Sin embargo, a temperaturas de aproximadamente 80 °C y superiores la actividad
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enzimatica residual de la DSM-AM madura es inferior que la de Novamy!®.

Tabla 8.1
Actividad enzimatica
Temperatura [°C ] 4 76 78 80 82 84 86
DSM-AM madura 100 % 91 % 85 % 69 % 38 % 14 % 1%
Novamy!® 100 % 87 % 82 % 72 % 54 % 31% | 10%

Novamyl® se obtuvo en Novozymes, Dinamarca.

Para evaluar ademas la termoestabilidad de la DSM-AM madura, que se obtuvo en el ejemplo 5, se sometié a
ensayo la actividad residual de 7,5 MU/ml de la DSM-AM madura en un tubo de vidrio en un tampén de acetato
sédico 50 mM de pH 4,3, CaCl, 1 mM. Después de incubacién a 80 °C durante 15 minutos, la actividad residual se
determind como se ha descrito anteriormente. La DSM-AM madura mostré una actividad residual de un 3 %
mientras que Novamyl® mostré una actividad residual de un 13 % en las mismas condiciones. Los resultados se
indican en la Tabla 8.2.

Tabla 8.2
Actividad residual
Temperatura [°C ] 4 80
DSM-AM madura 100 % 3%
Novamy!® 100 % 13 %

Novamyl® se obtuvo en Novozymes, Dinamarca.
Listado de secuencias
<110> DSM IP Assets B.V.
<120> ALFA-AMILASA

<130> 27892-EP-EPA

<160> 3

<170> Patentln version 3,5
<210> 1

<211> 2160

<212> ADN

< 213> Alicyclobacillus pohliae

<400> 1
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445

Asn

Sex

Tyx

Ser

Tyr

525

Met

Thr

Ser

Gly

Tyr

605

val

Gly

Val

35

Ala

Gly

430

Arg

Asp

Ile

Leu

Val

510

Ser

Gly

Thr

Trp

Leu

590

Sar

Lys

Asn

Asn

Phe
415

Leu

Val

Ser

Sar

495

Ala

Thx

Ile

Gln

Thr

575

Thr

Tyr

Ser

Ile

Asn
655

400

Asp

Arg

Ile

val

Gly

480

Gly

Ser

Ser

Pro

Gly

560

Ser

Asp

Asn

Ala

Pro

€40

Ala
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Gln Gly Pro Leu Leu Ala

Ser Val Pro

660

675

Ala Asp Gly

690

Thr Pro Thr

705

<210>3
<211> 2160
<212> ADN

Ala Gly Lys
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665

Thr Ile Gln Phe Lys Phe

680

695

710

<213> Artificial

<220>

<223> Expone la secuencia de polinucledtido optimizada por pareja de codones artificial de NCIMB14276 de

Thr Ile Gln Trp Glu Asn Gly Ser Asn

Gly Ala Thr Gly Asn Ile Thr Val Thr

Pro Asn Tyr Pro Asp Trp Phe Tyr Val Phe

€70

Phe Ile Lys Arg

685

700

715

His Val Ala Thr

Txp Gln Asn

Alicyclobacillus pohliae que codifica la alfa-amilasa de acuerdo con la invencion.

<400> 3
atgaagaaga

tetggttcac
ggagatgtga
aateceggeaa
ggeggagate
acgattitgge
ggttatcacqg
acgacatttg
ttegttecga
getttgtacg
ttecateata
ttcacagatc
caatatttaa
gatgcagtga
aagaaggata
cttgaaaaaq
acggttatece

gtgaaccaaa

aaacacttta
ttcocttacaa
tttaccaaat
aatcatacgg
ttgaaggcgt
tttegectygt
gctactggac
acacacttgt
atcacagcac
ataacggtac
acggagatat
ctgctggett
ctgacgctge
ageacttceaa
ttttecttgt
tgcgttatge
gcaatghtatt

caggaaatga

tetattigte
cecgaatgea
catcategac
cctgtatgat
tecgecaaaag
tettgacaat
aagagattte
gaatgatget
gccattcaaa
ttacatggga
cagcaactgg
cagccttget
tgttoagett
cageggette
eggtgaatqgg
aaacaactct
cggaacattt

atacaaatat

gagtttgatge
getgaggett
cgtttetatyg
ccgacaaaaa
ctygecatatt
cttgatacge
aaacaaatcg
caccaaaacg
gcaaacgaca
aattattttg
gatgaccgtt
gatttatcac
gttgetcacg
agcaaaagee
tatggacatg
ggtgtaaatg
acacaaacga

aaagaazacoc

tgebgettgy
cttcaagkge
acggtgacac
gcaaatggaa
tgaagecaget
tggecaggtac
aagagcattt
geatcaaagt
gcacgtttge
atgatgcaac
atgaagcaca
aagaaaacgg
gtgetgacgy
ttgetgacaa
acccaggtgce
tgcttgattt
tgtacgattt

tgattacatt

36

tttgectgtte
aagtatgaag
aacaaacaac
aatgtactgg
tggtgtaacyg
tgacaataca
cggaaactgg
gategttgat
agaaggcggt
aaaaggctat
atggaaaaac
aacgatcget
ccttegeatt
getgtateaa
tgctaatcac
tgatttgaat
aaacaacatg

tattgacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
‘720
780
840
200
960

10290

1080~



catgatatga
gcttttattt
geaggcggaa
gcattcaaag
ggcacaacaa
aatgatgttg
ctteaaacqqg
aacggaattt
tetgtttgge
atgggtatecc
actgtaacat
gtgtatgtge
tcttcaaace
gtaaaatcaqg
gagettggaa
cttgcaccga
caattcaaat

catgqtggcaa

gcogettect
taactteaag
atgatceata
aagtatcaac
cteagegety
tgecttgttge
cactgccaaa
ctgtcagcaa
aatattecaac
cggg&aacgt
toggeggegt
cgaatatgge
tatactetta
cacegecgac
actggageace
attatcecgga
tctttatcaa

caactececaac

gactgtaaac
aggaacaccg
caaccgegge
gettgeaggg
gatcaacaat
aatcaaccga
cggaaactac
cggttetgtt
ttcagettct
tgtgacgatt
tactgcaact
tgctggectyg
caacatttta
aaacctaggt
tgatacaage
ctggttttat
acgegetgac

tggtgcaaca
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agcaacaaag
tecaatttact
atgatgcctg
ctgegtegta
gatgtataca
aatacacaat
getgattace
geatcattta
getecteaaa
gacggaaaag
gtaaaaaget
actgatgtaa
tcaggcacae¢
gacaagattt
ggagetgtta
gtattctckg
ggaacgattc

ggaaatatca

caaaccttca
acggaacaga
cttttgatac
ataatgeage
tatatgaaag
cttettattc
tttceégcct
cgettgetee
teggttetgt
gettcggaac
ggacatcaaa
aagtgacagec
aaacatctgt
acttaacagg
acaatgcaca
ttectgetgg
aatgggaaaa

ctgttacttg

37

tcaggeactt
acaatatatg
aacaacaact
aattcaatac
aaaattcttt
catcagcgge
gettggegga
tggtgetgtt
tgcaccgaat
gacacaaggt
ccgtattgaa
tggcggtgtt
tgtattcact
aaacatecet
aggecegett
aaaaacgatt
eqggttcaaac

geagaattaa

1140
1200
1260
1320
13280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2140

2160
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa que comprende:
(a) una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos como se
expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o
(b) una secuencia de polinucleétido como se expone en los nucleotidos 100 a 2157 de SEC ID N°: 1 o SEC ID
N°: 3; 0
(c) una secuencia de polinucleétido como se expone en SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3.

2. El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido se produce mediante NCIMB14276
de Alicyclobacillus pohliae.

3. Un vector que comprende la secuencia de polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2.

4. El vector de acuerdo con la reivindicacion 3 que es un vector de expresion, en el que la secuencia de
polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 esta unida operativamente al menos a una secuencia
reguladora que permite la expresion de la secuencia de polinucleétido en una célula hospedadora adecuada.

5. El vector de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la célula hospedadora adecuada es una especie de
Aspergillus, Bacillus, Chrysosporium, Escherichia, Kluyveromyces, Penicilium, Pseudomonas, Saccharomyces,
Streptomyces o Talaromyces, preferentemente una especie de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
licheniformis, Escherichia coli, Aspergillus Niger o Aspergillus oryzae.

6. Una célula hospedadora recombinante que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2 o
que comprende el vector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5.

7. La célula hospedadora recombinante de acuerdo con la reivindicacion 6 capaz de expresar o sobreexpresar dicho
polinucleétido o dicho vector.

8. Un método para fabricar el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 o el vector de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 que comprende las etapas de cultivar una célula hospedadora transformada
con dicho polinucleétido o dicho vector y aislar dicho polinucleétido o dicho vector de dicha célula hospedadora.

9. Un polipéptido alfa-amilasa que comprende:
(a) una secuencia de aminoacidos como se expone en los aminoacidos 34 a 719 de SEC ID N°: 2; o
(b) una secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido como se expone en los nucledtidos 100 a
2157 de SEC ID N°: 1 0 SEC ID Ne: 3.

10. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 9 obtenible por expresién del polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 1 o 2 o el vector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en una célula
hospedadora apropiada.

11. Un método para fabricar el polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 9 o 10 que comprende cultivar una célula
hospedadora recombinante de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7 en condiciones que permitan la expresion del
polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 o el vector de acuerdo con la reivindicacion 3 a 5 vy,
opcionalmente, recuperar el polipéptido codificado de la célula o el medio de cultivo.

12. Uso del polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10 en la fabricacion de alimentos.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 12 en la fabricacion de un producto horneado, preferentemente pan o
pasteles.

14. Composicion de enzima que comprende el polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10 y uno o mas
componentes seleccionados entre el grupo que consiste en polvo de leche, gluten, grasa granulada, una enzima
adicional, un aminoacido, una sal, un oxidante tal como acido ascérbico, bromato y azodicarbonamida, un agente
reductor tal como L-cisteina, un emulgente tal como monoglicéridos, diglicéridos, monoestearato de glicerol,
estearoil lactilato sédico, estearoil lactilato de calcio, ésteres de poliglicerol de acidos grasos y DATEM, gomas tales
como goma de guar y goma de xantano, aromas, acidos tales como acido citrico y acido propionico, almidén,
almidon modificado, gluten, humectantes tales como glicerol, y conservantes.

15. Composicion de enzima de acuerdo con la reivindicacién 14, en la que la enzima adicional es una enzima
lipolitica, preferentemente una fosfolipasa.

16. Método para preparar una masa que comprende la etapa de combinar el polipéptido de acuerdo con la
reivindicacion 9 o 10 o la composicion de acuerdo con la reivindicacion 14 o 15 y al menos un ingrediente de masa.

38
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17. Una masa que comprende el polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10 o la composicién de acuerdo
con la reivindicacion 14 o 15.

18. Método para preparar un producto horneado que comprende la etapa de hornear la masa de acuerdo con la
reivindicacion 17.
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Fig. 1
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pGBB09DSM-AM1

Fig. 2
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5'-
ATGAAAAAGAAAACGCTTTCATTATTTGTGGGACTGATGCTGCTCCTCGGTCTTCTG
TTCAGCGGTTCTCTTCCGTACAATCCAAACGCCGCTGAAGCCAGCAGTTCCGCAAG
CGTCAAAGGGGACGTGATTTACCAGATTATCATTGACCGGTTTTACGATGGGGACA
CGACGAACAACAATCCTGCCAAAAGTTATGGACTTTACGATCCCACCAAATCGAAG
TGGAAAATGTATTGGGGCGGGGATCTGGAGGGGGTTCGTCAAAAACTTCCTTATCT
TAAACAGCTGGGCGTAACGACGATCTGGTTGTCCCCGGTTTTGGACAATCTGGATA
CACTTGCAGGTACCGATAACACTGGCTATCACGGATACTGGACGCGCGATTTTAAA
CAGATTGAGGAACATTTCGGGAATTGGACCACATTTGACACGTTGGTCAATGATGC
TCACCAAAACGGAATCAAGGTGATTGTCGACTTTGTGCCCAATCATTCAACTCCTTT
TAAGGCAAACGATTCCACCTTTGCGGAAGGCGGCGCCCTCTACGACAACGGAACC
TATATGGGCAATTATTTTGATGACGCAACAAAAGGGTACTTTCACCATAATGGGGAC
ATCAGCAACTGGGACGACCGGTACGAGGCGCAATGGAAAAACTTCACGGATCCAG
CCGGTTTCTCGCTTGCCGATTTGTCGCAGGAAAATGGCACGATTGCTCAATACCTG
ACCGATGCGGCGGTTCAATTAGTAGCACATGGAGCGGATGGTTTGCGGATTGATG
CGGTGAAGCATTTTAATTCTGGGTTCTCCAAATCGTTGGCTGATAAACTGTACCAAA
AGAAAGACATTTTCCTAGTGGGGGAATGGTACGGAGATGACCCCGGAGCAGCCAA
TCATTTGGAAAAGGTCCGGTACGCCAACAACAGCGGTGTCAATGTGCTGGATTTTG
ATCTCAACACGGTGATTCGAAATGTGTTCGGTACATTTACGCAAACGATGTACGATC
TTAACAATATGGTGAACCAAACGGGGAACGAGTACAAATACAAAGAAAATCTAATCA
CATTTATCGATAACCATGATATGTCGAGATTTCTTACGGTAAATTCGAACAAGGCGA
ATTTGCACCAGGCGCTTGCTTTCATTCTCACTTCGCGGGGAACGCCCTCCATCTAT
TACGGAACCGAACAATACATGGCAGGCGGCAATGACCCGTACAACAGGGGGATGA
TGCCGGCGTTTGATACGACAACCACCGCCTTTAAAGAGGTGTCAACTCTGGCGGG
GTTGCGCAGGAACAATGCAGCGATCCAGTACGGCACCACCACCCAACGTTGGATC
AACAATGATGTTTACATTTATGAGCGGAAATTTTTCAACGATGTCGTATTGGTGGCC
ATCAATCGAAACACGCAATCCTCCTACTCGATTTCCGGTTTGCAGACTGCCTTGCCA
AATGGCAACTATGCGGATTATCTGTCAGGGCTGTTGGGGGGGAACGGGATTTCCG
TTTCCAATGGAAGTGTCGCTTCGTTCACGCTTGCGCCTGGAGCCGTGTCTGTTTGG
CAGTACAGCACATCCGCTTCAGCGCCGCAAATCGGATCGGTTGCTCCGAATATGG
GAATTCCGGGTAATGTGGTCACGATCGACGGGAAAGGTTTTGGAACGACGCAGGG
AACCGTGACATTTGGCGGAGTGACAGCGACTGTAAAATCCTGGACATCAAACCGGA
TTGAAGTGTACGTGCCCAACATGGCCGCCGGTCTGACCGATGTAAAAGTCACCGC
GGGTGGAGTTTCCAGCAATCTGTATTCTTACAATATTTTGAGTGGAACGCAGACATC
GGTTGTGTTTACTGTGAAAAGTGCTCCTCCGACCAACCTGGGGGATAAGATTTACC
TGACGGGCAACATACCGGAATTGGGAAATTGGAGCACGGATACGAGCGGAGCCGT
TAACAATGCGCAAGGGCCCCTGCTCGCGCCCAATTATCCGGATTGGTTTTATGTAT
TCAGCGTTCCGGCAGGAAAGACGATTCAATTCAAGTTTTTCATCAAGCGTGCGGAT
GGAACGATTCAATGGGAGAATGGTTCGAACCACGTGGCCACAACTCCCACGGGTG
CAACCGGTAACATCACTGTCACGTGGCAAAACTAG

-3

Fig. 3
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MKKKTLSLFVGLMLLLGLLFSGSLPYNPNAAEASSSASVKGDVIYQIIDRFYDGDTTNN
NPAKSYGLYDPTKSKWKMYWGGDLEGVRQKLPYLKQLGVTTIWLSPVLDNLDTLAGT
DNTGYHGYWTRDFKQIEEHFGNWTTFDTLVNDAHQNGIKVIVDFVPNHSTPFKANDST
FAEGGALYDNGTYMGNYFDDATKGYFHHNGDISNWDDRYEAQWKNFTDPAGFSLAD
LSQENGTIAQYLTDAAVQLVAHGADGLRIDAVKHFNSGFSKSLADKLYQKKDIFLVGEW
YGDDPGAANHLEKVRYANNSGVNVLDFDLNTVIRNVFGTFTQTMYDLNNMVNQTGNE
YKYKENLITFIDNHDMSRFLTVNSNKANLHQALAFILTSRGTPSIYYGTEQYMAGGNDPY
NRGMMPAFDTTTTAFKEVSTLAGLRRNNAAIQYGTTTQRWINNDVYIYERKFFNDVVLV
AINRNTQSSYSISGLQTALPNGNYADYLSGLLGGNGISVSNGSVASFTLAPGAVSVWQY
STSASAPQIGSVAPNMGIPGNVVTIDGKGFGTTQGTVTFGGVTATVKSWTSNRIEVYVP
NMAAGLTDVKVTAGGVSSNLYSYNILSGTQTSVVFTVKSAPPTNLGDKIYLTGNIPELGN
WSTDTSGAVNNAQGPLLAPNYPDWFYVFSVPAGKTIQFKFFIKRADGTIQWENGSNHV
ATTPTGATGNITVTWQN

Fig. 4
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5.
ATGAAGAAGAAAACACTTTCTCTATTTGTCGGTTTGATGCTGCTGCTTGGTTTGCTG
TTCTCTGGTTCACTTCCTTACAACCCGAATGCAGCTGAGGCTTCTTCAAGTGCAAGT
GTGAAGGGAGATGTGATTTACCAAATCATCATCGACCGTTTCTATGACGGTGACAC
AACAAACAACAATCCGGCAAAATCATACGGCCTGTATGATCCGACAAAAAGCAAAT
GGAAAATGTACTGGGGCGGAGATCTTGAAGGCGTTCGCCAAAAGCTGCCATATTTG
AAGCAGCTTGGTGTAACGACGATTTGGCTTTCGCCTGTTCTTGACAATCTTGATACG
CTGGCAGGTACTGACAATACAGGTTATCACGGCTACTGGACAAGAGATTTCAAACA
AATCGAAGAGCATTTCGGAAACTGGACGACATTTGACACACTTGTGAATGATGCTC
ACCAAAACGGCATCAAAGTGATCGTTGATTTCGTTCCGAATCACAGCACGCCATTC
AAAGCAAACGACAGCACGTTTGCAGAAGGCGGTGCTTTGTACGATAACGGTACTTA
CATGGGAAATTATTTTGATGATGCAACAAAAGGCTATTTCCATCATAACGGAGATAT
CAGCAACTGGGATGACCGTTATGAAGCACAATGGAAAAACTTCACAGATCCTGCTG
GCTTCAGCCTTGCTGATTTATCACAAGAAAACGGAACGATCGCTCAATATTTAACTG
ACGCTGCTGTTCAGCTTGTTGCTCACGGTGCTGACGGCCTTCGCATTGATGCAGTG
AAGCACTTCAACAGCGGCTTCAGCAAAAGCCTTGCTGACAAGCTGTATCAAAAGAA
GGATATTTTCCTTGTCGGTGAATGGTATGGAGATGACCCAGGTGCTGCTAATCACC
TTGAAAAAGTGCGTTATGCAAACAACTCTGGTGTAAATGTGCTTGATTTTGATTTGA
ATACGGTTATCCGCAATGTATTCGGAACATTTACACAAACGATGTACGATTTAAACA
ACATGGTGAACCAAACAGGAAATGAATACAAATATAAAGAAAACCTGATTACATTTA
TTGACAACCATGATATGAGCCGCTTCCTGACTGTAAACAGCAACAAAGCAAACCTTC
ATCAGGCACTTGCTTTTATTTTAACTTCAAGAGGAACACCGTCAATTTACTACGGAA
CAGAACAATATATGGCAGGCGGAAATGATCCATACAACCGCGGCATGATGCCTGCT
TTTGATACAACAACAACTGCATTCAAAGAAGTATCAACGCTTGCAGGGCTGCGTCG
TAATAATGCAGCAATTCAATACGGCACAACAACTCAGCGCTGGATCAACAATGATGT
ATACATATATGAAAGAAAATTCTTTAATGATGTTGTGCTTGTTGCAATCAACCGAAAT
ACACAATCTTCTTATTCCATCAGCGGCCTTCAAACGGCACTGCCAAACGGAAACTA
CGCTGATTACCTTTCCGGCCTGCTTGGCGGAAACGGAATTTCTGTCAGCAACGGTT
CTGTTGCATCATTTACGCTTGCTCCTGGTGCTGTTTCTGTTTGGCAATATTCAACTT
CAGCTTCTGCTCCTCAAATCGGTTCTGTTGCACCGAATATGGGTATCCCGGGAAAC
GTTGTGACGATTGACGGAAAAGGCTTCGGAACGACACAAGGTACTGTAACATTCGG
CGGCGTTACTGCAACTGTAAAAAGCTGGACATCAAACCGTATTGAAGTGTATGTGC
CGAATATGGCTGCTGGCCTGACTGATGTAAAAGTGACAGCTGGCGGTGTTTCTTCA
AACCTATACTCTTACAACATTTTATCAGGCACACAAACATCTGTTGTATTCACTGTAA
AATCAGCACCGCCGACAAACCTAGGTGACAAGATTTACTTAACAGGAAACATCCCT
GAGCTTGGAAACTGGAGCACTGATACAAGCGGAGCTGTTAACAATGCACAAGGCC
CGCTTCTTGCACCGAATTATCCGGACTGGTTTTATGTATTCTCTGTTCCTGCTGGAA
AAACGATTCAATTCAAATTCTTTATCAAACGCGCTGACGGAACGATTCAATGGGAAA
ACGGTTCAAACCATGTGGCAACAACTCCAACTGGTGCAACAGGAAATATCACTGTT
ACTTGGCAGAATTAA
-3

Fig. 5
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