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DESCRIPCION
Proceso de maceracion
Referencia a un listado de secuencias

[0001] Esta solicitud contiene un listado de secuencias en la fooma legible informatica. La forma legible informatica
es incorporada aqui por referencia.

Campo de la invencion

[0002] La presente invencién se refiere a un proceso de maceracion mejorado para la produccién de un mosto de
cerveza y para la produccion de una cerveza.

Antecedentes de la invencién

[0003] En los procesos de maceracion modemos, frecuentemente se afladen enzimas como suplemento cuando la
malta de maceracion es baja en enzimas o para pemitir el uso de todas las moliendas de adjuntos. También se
pueden aplicar enzimas en la maceracion de maltas bien modificadas con alto contenido enzimatico para aumentar
la recuperacién de extracto al igual que la cantidad de azicares fementables. Por consiguiente es bien conocido
aplicar enzimas desramificantes, por ejemplo, isoamilasa o pululanasa para aumentar el rendimiento de azicares
fermentables. Las enzimas desramificantes se pueden aplicar en procesos para la produccién de cerveza baja en
calorias. Tales procesos son el objeto de Wilox et al. (MBAA Technical Quarterdy, 1977, 14: 105), patentes
estadounidenses numeros 4,528,198, 4,666,718,y4,318,927,y GB 2056484 y GB 2069527, y US 4,355,047.

Resumen de la invencién

[0004] Los presentes inventores han descubierto ahora sorprendentemente que usando una deteminada
pululanasa, la maceracion se puede conseguir utilizando una cantidad menor de proteina enzimatica.

[0005] Por consiguiente, en un primer aspecto la invencidn proporciona un proceso para producir un mosto de
cerveza que comprende formar un macerado a partir de una molienda, y poner en contacto dicho macerado con una
pululanasa (E.C. 3.2.1.41), donde dicha pululanasa tiene una secuencia de aminoacidos que a) es almenos un 98%
idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID n°4.

[0006] En otro aspecto, la invencidn proporciona una composiciéon adecuada para su uso en el proceso del primer
aspecto, dicha composicidon comprende pululanasa (E.C. 3.2.1.41), glucoamilasa y opcionalmente alfa-amilasa,
donde la pululanasa tiene una secuencia de aminoacidos que a) es al menos un 98% idéntica a la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEC ID n°4.

Descripcién detallada de la invencion

[0007] Los procesos de elaboracién de cerveza son bien conocidos en la técnica, y generalmente comprenden los
pasos de malteado, maceracion, y fermentacion. La maceracion es el proceso de conversion del amidén a partir de
la malta de cebada molida y adjuntos sdlidos en azicares fermentables y no fermentables para producirmosto de la
composicién deseada. La maceracion tradicional implica la mezcla de malta de cebada molida y adjuntos con agua a
una temperatura y volumen establecidos para continuar los cambios bioquimicos iniciados durante el proceso de
malteado. El proceso de maceracion se lleva a cabo durante un periodo de tiempo a varias temperaturas para
activar las enzimas enddégenas responsables de la degradacion de proteinas y carbohidratos. Por mucho, el cambio
mas importante causado en lamaceracién es la conversion de moléculas de almidén en azicares fementables. Las
enzimas principales responsables de la conversion de almidén en un proceso de maceracion tradicional son las alfa
y beta-amilasas. La alfa-amilasa reduce muy rapidamente el almidén insoluble y soluble escindiendo moléculas de
almidén en cadenas mucho mas cortas que pueden ser atacadas por la beta-amilasa. El disacarido producido es
maltosa. Ademas de la maltosa formada durante la maceracion se producen oligémeros de glucosa ramificada corta.
Los oligmeros de glucosa ramificada corta son azdcares no fementables y contribuyen tanto al sabor como a la
cantidad de calorias de la cerveza final.

[0008] Después de la maceracion, cuando todo el almidén ha sido descompuesto, es necesario separar el extracto
liquido (el mosto) de los sélidos (granos consumidos). La separacion del mosto, la filtracion, es importante debido a
que los solidos contienen grandes cantidades de proteina, almidéon pobremente modificado, material graso, silicatos,
y polifenoles (taninos). Tras la separacion del mosto de los granos consumidos el mosto se puede fermentar con
levadura de cerveza para producir una cerveza.

[0009] Se puede encontrar mas informacion sobre los procesos de elaboracién de cerveza convencionales en
"Technology Brewing and Malting" por Wolfgang Kunze del Research and Teaching Institute of Brewing, Berlin
(VLB), 22 edicion corregida 1999, ISBN 3-921690-39-0.
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[0010] Los oligbmeros de glucosa ramificada corta formados durante la maceracién pueden ser ademas hidrolizados
mediante la adicion de enzimas exdégenas (enzimas afadidas ademas de la malta). Las enzimas desramificantes
tales como pululanasa e isoamilasa hidrolizan la ramificacion de enlaces alfa-1,6-glucosidicos en estos oligdmeros,
liberando asi glucosa o maltosa y oligbmeros de cadena lineal que estédn sujetos a la accion de enzimas endégenas
(derivadas de la malta) y/o exégenas, por ejemplo, alfa-amilasas, beta-amilasas y glucoamilasas.

[0011] La presente invencion proporciona un proceso nuevo adecuado para producir un mosto que sea bajo en
azlcares no fermentables. El proceso aplica una actividad de pululanasa expresamente seleccionada.

Definiciones

[0012] En toda esta divulgacion, se usan varios términos que son generalmente entendidos por aquellos de habilidad
ordinaria en la técnica. Se usan varios téminos con significado especifico, tal ycomo se define posteriomente.

[0013] Como se utiliza en este caso el ttmino "molienda™ se entiende como el almidén o azicar que contiene
material que es la base para la produccidon de cerveza, por ejemplo, la malta de cebada y el adjunto. Generamente,
la molienda no contiene agua afiadida.

[0014] El término "malta" se entiende como cualquier grano de cereal malteado, en particular cebada.

[0015] El t¢mino "adjunto™ se entiende como la parte de la molienda que no es de malta cebada. El adjunto puede
comprender cualquier material vegetal rico en almidén, por ejemplo, grano no malteado, tal como cebada, arroz,
maiz, trigo, centeno, sorgo y azdcar y/o jarabe facimente fermentable.

[0016] El t¢tmino "macerado” se entiende como un almidén que contiene lodo que comprende molienda mojada en
agua.

[0017] EI término "mosto™ se entiende como la solucion extraida no fermentada siguiente a la extracciéon de la
molienda durante la maceracion.

[0018] El término "granos consumidos" se entiende como los sélidos drenados restantes cuando la molienda ha
sido extraida y el mosto separado.

[0019] EI término "cerveza" se entiende como mosto fermentado, es decir, una bebida alcohdlica fementada a
partir de malta de cebada, opcionalmente adjunto y lupulo.

[0020] ElI término "secuencia homéloga" se utiliza para caracterizar una secuencia con una secuencia de
aminoacidos que es almenos un 70%, preferiblemente al menos un 75%, o al menos un 80%, o al menos un 85%, o
un 90%, o al menos un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, almenos un 98%, al menos un 99% o induso al
menos un 100% idéntica a una secuencia conocida. La parte relevante de la secuencia de aminoacidos para la
determinacion de homologia es el polipéptido maduro, es decir, sin el péptido sefal. El ttmino "secuencia
homodloga"” también se usa para caracterizar secuencias de ADN que hibridan a astringencia baja, astringencia
media, astringencia media/alta, astringencia alta, o incluso a astringencia muy alta con una secuencia conocida. Las
condiciones experimentales adecuadas para deteminar la hibridacion a astringencia baja, media o alta entre una
sonda de nucledtido y una secuencia de ADN o ARN homdloga implican el prerremojo del filtro que contiene los
fragmentos de ADN o el ARN por hibridar en 5 x SSC (cloruro de sodio/citrato de sodio, Sambrook et al., 1989)
durante 10 min, y la prehibridacién del filtro en una solucion de 5 x SSC, 5 x solucién de Denhardt (Sambrook et al.,
1989), 0,5% SDS y 100 microgramos/m| de ADN de espema del salmén desnaturalizado y sometido a un bafio de
ultrasonido (Sambrook et al., 1989), seguido de la hibridacién en la misma solucion con una concentracion de
10ng/ml de una sonda de preparado aleatorio (Feinberg y Vogelstein, 1983, Anal. Biochem. 132:6-13), marcada con
32P-dCTP (actividad especifica > 1 x 109 cpm/microgramo) durante 12 horas a alrededor de 45°C. El filtro es luego
lavado dos veces durante 30 minutos en 2 x SSC, 0,5% SDS a alrededor de 55°C (astringencia baja), de forma més
preferible a alrededor de 60°C (astringencia media), todavia de forma mas preferible a alrededor de 65°C
(astringencia media/alta), incluso de forma mas preferible a alrededor de 70°C (astringencia alta), e incluso de forma
mas preferible a alrededor de 75°C (astringencia muy alta). Las moléculas a las que la sonda de oligonucledtidos
hibridiza bajo estas condiciones son detectadas utilizando una pelicula radiografica.

[0021] EI término “identidad™ cuando se usa acerca de secuencias de polipéptido o de ADN vy al cual se hace
referencia en esta diwlgacion se entiende como el grado de identidad entre dos secuencias que indican una
derivacion de la primera secuencia respecto de la segunda. La identidad puede ser deteminada adecuadamente
mediante programas informaticos conocidos en la técnica tales como gap proporcionado en el paquete de programa
GCG (Program Manual for the Wisconsin Package, version 8, agosto 1994, Genetics Computer Group, 575 Science
Drive, Madison, Wisconsin, EE.UU 53711) (Needleman y Wunsch, 1970, Journal of Molecular Biology 48: 443-453).
Se usan los siguientes ajustes para la comparacion de secuencia polipeptidica: penalizacidon de creacién de gap de
3,0 y penalizacién por extension de gap de 0,1. El grado de identidad entre una secuencia de aminoacidos de la
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presente invencion y una secuencia de aminoacidos diferente ("secuencia foranea") se calcula como el nimero de
coincidencias exactas en un alineamiento de las dos secuencias, dividido por la longitud de la "secuencia de
invencion" o la longitud de la "secuencia foranea", la que sea mas corta. El resultado se expresa en porcentaje de
identidad.

Producciéon de mosto

[0022] Conforme al primer aspecto, la invencion proporciona un proceso para producir un mosto de cerveza que
comprende formar un macerado a partir de una molienda, y poner en contacto dicho macerado con una pululanasa
(E.C. 3.2.1.41), donde dicha pululanasa tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 98% o incluso al
menos un 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID n°4.

[0023] La molienda del primer aspecto comprende almidon que contiene grano y/o adjunto malteado. La molienda
puede comprender preferiblemente de 0% a 100%, preferiblemente de 20% a 100%, preferiblemente de 30% a
100%, de forma mas preferible de 40% a 100%, incluso de forma mas preferible de 50% a 100%, aun de formamas
preferible de 60% a 100%, tal como de 80% a 100% o incluso de la forma mas preferible de 90% a 100% de adjunto,
grano no malteado y/o cebada no malteada. En una forma de realizacion particular el adjunto esta compuesto al
100% de cebada no malteada. Ademas, la molienda preferiblemente comprende de 0% a 100%, preferiblemente de
20% a 100%, preferiblemente de 30% a 100%, de forma mas preferible de 40% a 100%, incluso de forma mas
preferible de 50% a 100%, aun de forma mas preferible de 60% a 100%, o de la foma mas preferible de 70% a
100%, o incluso de la forma mas preferible de 90% a 100% de grano malteado y/o cebada malteada. En una foma
de realizacién particular la molienda comprende aproximadamente el 50% de grano malteado, por ejemplo, cebada
malteada, y aproximadamente el 50% de adjunto, por ejemplo, grano no malteado, tal como cebada no malteada.

[0024] EI grano malteado usado en el proceso del primer aspecto puede comprender cualquier grano malteado, y
preferiblemente el grano malteado seleccionado a partir de cebada, trigo, centeno, sorgo, milla, maiz, y arroz
malteados, y de la forma mas preferible cebada malteada.

[0025] EI adjunto usado en el proceso del primer aspecto puede obtenerse a partir de tubérculos, raices, tallos,
hojas, legumbres, cereales y/o grano entero. El adjunto puede comprender almidon crudo y/o refinado y/o azicar
que contiene material derivado de plantas como trigo, centeno, avena, maiz, arroz, sorgo, milla, sorgo, patata,
batata, mandioca, tapioca, sagu, platano, remolacha azucarera y/o azicar de cafia. Preferiblemente, el complemento
comprende grano no malteado, por ejemplo, grano no malteado seleccionado a partir de la lista consistente en
cebada, trigo, centeno, sorgo, milla, maiz, y arroz, y de la forma mas preferible cebada no malteada. El adjunto que
comprende carbohidratos facilmente fermentables tales como azicares o jarabes se puede afadir al macerado de
malta de cebada antes, durante o después del proceso de maceracion de la invencidén pero se afade
preferiblemente después del proceso de maceracion.

[0026] Segun la invencion, una enzima pululanasa (E.C. 3.2.1.41) con al menos el 98% de identidad a la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID n°4, es suministrada exdgenamente y esta presente en el macerado. La pululanasa se
puede afiadir a los ingredientes del macerado, por ejemplo, el agua y/o la molienda antes, durante o después de la
formacién del macerado. En una forma de realizacién particulammente preferida se afiade una alfa-amilasa (E.C.
3.2.1.1) y/lo una glucoamilasa (E.C. 3.2.1.3), y esta presente en el macerado con la pululanasa.

[0027] En otra forma de realizacion preferida, se afiade otra enzima al macerado, dicha enzima es seleccionada a
partir del grupo consistente en celulosa, isoamilasa, proteasa, xilanasa.

[0028] Durante el proceso de maceracion, el alimidon extraido de la molienda es hidrolizado gradualmente en
azucares fermentables y dextrinas mas pequefias. Preferiblemente, el macerado es negativo en almidén en la
prueba de yodo, antes de extraer el mosto.

[0029] El proceso de maceracidn aplica generalmente un aumento gradual controlado de la temperatura, donde cada
paso favorece una accion enzimatica sobre las demas proteinas, paredes celulares y almidén finalmente
degradados. Los perfiles de temperatura de maceracion son generalmente conocidos en la técnica. En la presente
invencion el paso de sacarificacion (degradacion de almidén) en el proceso de maceracién se lleva a cabo
preferiblemente entre 60°C y66°C, de forma mas preferible entre 61°C y65°C, incluso de forma mas preferible entre
62°C y 64°C, y de la forma mas preferible entre 63°C y 64°C. En una foma de realizacion particular de la presente
invencion la temperatura de sacarificacion es 64°C.

[0030] Obtener el mosto a partir del macerado incluye tipicamente extraer mediante presién el mosto a partir de los
granos consumidos, es decir, el grano insoluble y material de cascara que forman parte de la molienda. El agua
caliente puede hacerse correr a través de los granos consumidos para enjuagar, o asperjar, cualquier extracto
restante de la molienda. La soalicitud de una celulasa tetmoestable en el proceso de la presente invencion produce
una reduccion eficaz del nivel de beta-glucano facilitando la extraccién por presion del mosto asegurando asi una
duracién del ciclo reducida y una alta recuperacion de extracto. Preferiblemente la recuperacién del extracto es al
menos del 80%, preferiblemente al menos del 81%, de forma mas preferible al menos del 82%, incluso de forma
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mas preferible al menos del 83%, tal como al menos del 84%, al menos del 85%, al menos del 86%, al menos del
87%, almenos del 88%), al menos del 89%, al menos del 90%, y de la forma mas preferible al menos del 91%.

[0031] Después de la separacidon del mosto de los granos consumidos de la molienda de cualquiera de las formas de
realizacién anteriormente mencionadas del primer aspecto, el mosto se puede utilizar como es o se puede
deshidratar para proporcionar un mosto concentrado y/o seco. El mosto concentrado y/o seco se puede utilizar como
extracto de elaboracién de cerveza, como aromatizante de extracto de malta, para bebidas de malta sin alcohol,
vinagre de malta, cereales de desayuno, para confitado, etc.

[0032] En una forma de realizacion preferida, el mosto se fementa para producir una bebida alcohdlica,
preferiblemente una cerveza, por ejemplo, ale, strong ale, amarga, stout, porter, lager, cerveza de exportacién, licor
de malta, vino de cebada, cerveza happoushu, cerveza de alta graduacion alcohdlica, cerveza de baja graduacién
alcohodlica, cerveza baja en calorias o cerveza light. La fermentacion del mosto puede incluir ajustar el mosto con un
lodo de levadura que comprende levadura fresca, es decir, levadura no previamente usada para la invencion o la
levadura puede ser levadura recidada. La levadura aplicada puede ser cualquier levadura adecuada para la
elaboracion de cerveza, especiamente levaduras seleccionadas a partir de Saccharomyces spp. tal como S.
cerevisiae y S. uvarum, induyendo variantes producidas naturalmente o artificialmente de estos organismos. Los
métodos para fermentacion de mosto para la produccion de cerveza son conocidos por el experto en la materia.

[0033] El proceso de la invencién puede incluir la adicion de hidrogel de silice al mosto fermentado para aumentar la
estabilidad coloidal de la cerveza. Los procesos pueden incluir ademas la adicién de diatomita al mosto fermentado y
la filtracién para hacer la cerveza luminosa.

[0034] También se describe cerveza producida a partir del mosto del segundo o tercer aspecto, tal como una
cerveza producida mediante fermentacion del mosto para producir una cerveza. La cerveza puede ser cualquier tipo
de cerveza, por ejemplo, ales, strong ales, stouts, porters, lagers, bitters, cervezas de exportacion, licores de malta,
cerveza happoushu, cerveza de alta graduacion alcohdlica, cerveza de baja graduacién alcohdlica, cerveza baja en
calorias o cerveza light.

Enzimas

[0035] Las enzimas por ser aplicadas en la presente invencion deberian ser seleccionadas por su capacidad para
retener la suficiente actividad a la temperatura de proceso de los procesos de la invencion, al igual que bajo el
régimen de pH en el macerado y deberian ser afiadidas en cantidades eficaces. Las enzimas pueden ser derivadas
de cualquier fuente, preferiblemente de una planta o una alga, y de fooma mas preferible de un microorganismo, tal
como de una bacteria o un hongo.

Pululanasa (E.C.3.2.1.41)

[0036] Una enzima de pululanasa preferida para ser usada en los procesos y/o composiciones de la invencion es
una pululanasa con una secuencia de aminoacidos que es al menos un 98% o incluso un 100% idéntica a la
secuencia mostrada en la SEC ID n° 4; particular iénica cuando se alinea utilizando la matriz que usa el programa
Needle: BLOSUM62; penalizacidn de iniciacion de gap: 10,0; penalizacién por extension de gap: 0,5; matriz de
identidad sin gaps.

[0037] De la forma mas preferible la pululanasa es derivada de Bacillus acidopulluliticus. La pululanasa puede tener
la secuencia de aminoacidos descrita por Kelly etal., 1994 (FEMS Microbiol. Letters 115: 97-106) (SEC ID n° 6).

Isoamilasa (E.C. 3.2.1.68)

[0038] Otra enzima aplicada en los procesos y/o composiciones de la invencion puede ser una enzima
desramificante alternativa, tal como una isoamilasa (E.C. 3.2.1.68). La isoamilasa hidroliza enlaces alfa-1,6-D-
glucosidicos ramificados en amilopectina y beta-dextrinas limite y se pueden distinguir de las pululanasas por la
incapacidad de la isoamilasa de atacar el pulolano, y por la accién limitada en las alfa-dextrinas limite. La isoamilasa
se puede anadir en cantidades eficaces bien conocidas por el experto en la materia. La isoamilasa se puede afiadir
sola o junto con unas pululanasas.

Alfa-amilasa (EC 3.2.1.1)

[0039] Una enzima de alfa-amilasa particular para ser usada en los procesos y/o composiciones de la invencion
puede ser una alfa-amilasa de Bacillus. Las alfa-amilasas de Bacillus bien conocidas incluyen alfa-amilasas
derivadas de una cepa de B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, y B. stearothemmophilus. En el contexto de la
presente invencion, una alfa-amilasa de Bacillus contemplada es una alfa-amilasa tal y como se define en el
documento WO 99/19467 en la pagina 3, linea 18 a pagina 6, linea 27. Una alfa-amilasa preferida tiene una
secuencia de aminoacidos con al menos el 90% de identidad a la SEC ID n°4 en el documento WO 99/19467 (aqui
descrita como SEC ID n° 7), tal como al menos el 92%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al
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menos el 98%, o particulamente al menos el 99%. La alfa-amilasa maltogénica mas preferida es la SEC ID n°9 o
comprende sus variantes descritas en el documento WO 99/43794. Las variantes e hibridos contemplados son
descritos en los documentos WO 96/23874, WO 97/41213, y WO 99/19467. Especificamente contemplada es una
alfa-amilasa (E.C. 3.2.1.1) de B. stearothemmophilus con la secuencia de aminoacidos descrita como la SEC ID n° 3
en el documento WO 99/19467 (aqui descrita como SEC ID n° 10) con las mutaciones: 1181* + G182* + N193F.

[0040] Se pueden afadir alfa-amilasas de Bacillus en las cantidades de 1,0-1000 NU/kg DS, preferiblemente de 2,0-
500 NU/kg DS, preferiblemente 10-200 NU/kg DS.

[0041] Otra alfa-amilasa particular para ser usada en los procesos de la invencion puede ser cualquier alfa-amilasa
fungica, por ejemplo, una alfa-amilasa derivada de una especie dentro de Aspenjillus, y preferiblemente derivada de
una cepa de Aspergillus niger. Especialmente contempladas son las alfa-amilasas fungicas que muestran una alta
identidad, es decir, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%), al menos el 70%, al
menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85% o incluso al menos el 90% de identidad a las secuencias de
aminoacidos mostradas en la SEC ID n° 1 en el documento WO 2002/038787 (aqui descrita como SEC ID n° 11).
Las alfa-amilasas fungicas se pueden afiadir en una cantidad de 1-1000 AFAU/kg DS, preferiblemente de 2-500
AFAU/kg DS, preferiblemente 20-100 AFAU/kg DS.

Glucoamilasas (E.C.3.2.1.3)

[0042] Otra enziima particular para ser usada en los procesos y/o composiciones de la invencion puede ser una
glucoamilasa (E.C. 3.2.1.3) derivada de un microorganismo o una planta. Se prefieren las glucoamilasas de origen
fingico o bacteriano seleccionadas del grupo consistente en glucoamilasas de Aspergillus, en particular
glucoamilasa G1 o0 G2 de A. niger (Boel et al., 1984, EMBO J. 3(5): 1097-1102), o variantes de las mismas, tal como
se describe en el documento WO 92/00381 y el documento WO 00/04136; la glucoamilasa de A. awamori (WO
84/02921), A. oryzae (Agric. Biol. Chem ., 1991,55(4): 941-949), o variantes o fragmentos de las mismas.

[0043] Ofras glucoamilasas contempladas incluyen glucoamilasas de Talaromyces, en particular derivadas de
Talaromyces emersonii (WO 99/28448), Talaromyces leyceftanus (patente estadounidense n° Re. 32, 153),
Talaromyces duponti, y Talaromyces thermophilus (patente estadounidense n° 4,587,215). Glucoamilasas preferidas
incluyen las glucoamilasas derivadas de Aspergillus oryzae, tal como una glucoamilasa con al menos el 90%, al
menos el 92%, al menos el 95%, al menos el 96%, almenos el 97%, al menos el 98%, o particulatmente al menos el
99% o incluso al menos el 90% de identidad a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID n°® 2 en el
documento WO00/04136. Otras glucoamilasas preferidas incluyen las glucoamilasas derivadas de Talaromyces
emersonii tales como una glucoamilasa con al menos el 90%, al menos el 92%, al menos el 95%, al menos el 96%,
al menos el 97%, al menos el 98%, o particulamente al menos el 99% o incluso al menos el 90% de identidad a la
secuencia de aminoacidos de Talaromyces emersonii (WO 99/28448).

[0044] Glucoamilasas bacterianas contempladas incluyen glucoamilasas del género Clostridium, en particular C.
thermoamylolyticum (EP 135,138), y C. thermohydrosulfuricum (WO 86/01831).

[0045] También se contemplan los productos comerciales AMG 200L; AMG 300 L; SAN™ SUPER y AMG™ E (de
Novozymes); OPTIDEX™ 300 (de Genencor Int.); AMIGASE™ y AMIGASE™ PLUS (de DSM); G-ZYME™ G900 (de
Enzime Bio-Systems); G-ZYME™ G990 ZR (glucoamilasa de A. Niger y baja contenido de proteasa). Las
glucoamilasas se pueden afiadir en cantidades eficaces bien conocidas por el experto en la técnica.

Proteasa

[0046] Proteasas adecuadas incluyen proteasas microbianas, tales como proteasas fungicas y bacterianas. Las
proteasas preferidas son proteasas acidas, es dedir, proteasas caracterizadas por la capacidad para hidrolizar
proteinas bajo condiciones acidas inferiores a pH 7.

[0047] Las proteasas son responsables de la reduccion de la longitud total de proteinas de alto peso molecular en
proteinas de bajo peso molecular en el macerado. Las proteinas de bajo peso molecular son necesarias para la
nutricion de la levadura y las proteinas de alto peso molecular aseguran la estabilidad de la espuma. Asi es bien
conocido al experto en la materia que la proteasa deberia ser afiadida en una cantidad equilibrada que al mismo
tiempo pemita el paso de aminoacidos libres para la levadura y deje suficientes proteinas de alto peso molecular
para estabilizar la espuma. Las proteasas se pueden afiadir en las cantidades de 0,1-1000 AU/kg DS,
preferiblemente 1-100 AU/kg DS y de la forma mas preferible 5-25 AU/kg DS.

Celulasa (E.C.3.2.1.4)

[0048] La celulasa puede ser de origen microbiano, tal como derivable a partir de una cepa de un hongo filamentoso
(por ejemplo, Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Fusarium). Ejemplos especificos de celulasas incluyen la
endoglucanasa (endoglucanasa |) obtenible de H. insolens'y ademas definida por la secuencia de aminoacidos de la
figura 14 en el documento WO 91/17244 (aqui descrita como SEC ID n°® 12) ylos 43 kD de endoglucanasa de H.
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insolens descrita en el documento WO 91/17243.

[0049] Una celulasa particular para ser usada en los procesos de la invencién puede ser una endoglucanasa, tal
como un endo-1,4-beta-glucanasa. Especialmente contemplada es la beta-glucanasa mostrada en la SEQID n°2 en
el documento WO 2003/062409 (aqui descrita como SEC ID n°® 14) y secuencias homdlogas. Las preparaciones con
celulasa disponibles comercialmente que se pueden usar incluyen CELLUCLAST®, CELLUZYME®, CEREFLO® y
ULTRAFLO® (disponible de Novozymes A/S), LAMINEX™ y SPEZYME® CP (disponible de Genencor Int.) y
ROHAMENT® 7069 W (disponible de R6hm, Alemania).

[0050] Las beta-glucanasas se pueden afiadir en las cantidades de 1,0-10000 BGU/kg DS, preferiblemente de 10-
5000 BGU/kg DS, preferiblemente de 50-1000 BGU/kg DS y de la forma mas preferible de 100-500 BGU/kg DS.

Materiales y métodos
Enzimas

[0051] Pululanasa 1 derivada de Bacillus acidopullulyticus y con la secuencia mostrada en la SEC ID n° 1.
Pululanasa 1 esté disponible por Novozymes como Promozyme 400L.

[0052] Pululanasa 2 derivada de Bacillus deramificans (patente estadounidense n° 5,736,375) y con la secuencia
mostrada en la SEC ID n° 2. Pululanasa 2 esta disponible por Novozymes como Promozyme D2.

[0053] Pululanasa 3 derivada de Bacillus acidopullulyticus y con la secuencia mostrada en la SEC ID n°4.
[0054] Alfa-amilasa fungica acida derivada de Aspemillus nigery con la secuenciamostrada en la SEC ID n° 11.
[0055] Glucoamilasa G1 derivada de Aspemillus niger (Boel et al., supra).

Métodos

Actividad de alfa-amilasa (NU)

[0056] La actividad de alfa-amilasa se puede detemrminar usando almidon de patata como sustrato. Este método se
basa en la descomposicion de almidén de patata modificado por la enzima, y la reaccion es seguida de lamezcla de
muestras de la solucidén de almiddn/enzima con una soluciéon de yodo. Inicialmente, se forma un color azul negruzco,
pero durante la descomposicion del almidon, el color cielo se vuelve mas débil y cambia gradualmente a marron
rojizo, que se compara con un estandar de vidrio coloreado.

[0057] Una Unidad Kilo Novo de amilasa alfa (KNU por sus siglas en inglés) equivale a 1000 NU. Un KNU se define
como la cantidad de enzma que, bajo condiciones estandar (es decir, a 37°C +/- 0,05, 0,0003 M ca®; y pH 5,6)
degrada 5,26 g de sustancia seca de almidén (Merck Amylum soluble).

Actividad de alfa-amilasa acida (AFAU)

[0058] La actividad de alfa-amilasa acida se puede medir en AFAU (unidades de alfa-amilasa fungica acida, porsus
siglas en inglés), que se determinan con respecto a un estandar enzimatico. 1 FAU se define como la cantidad de
enzima que degrada 5,260 mg de almidén sustancia seca por hora bajo las condiciones estandar mencionadas
posteriomente.

[0059] La alfa-amilasa acida, una endo-alfa-amilasa (1,4-alfa-D-glucan-glucanohidrolasa, E.C. 3.2.1.1) hidroliza
enlaces alfa-1,4-glucosidicos en las regiones internas de la molécula de almidén para formar dextrinas y
oligosacaridos con diferentes longitudes de cadena. La intensidad de color foomada con yodo es directamente
proporcional a la concentracién de almidon. La actividad de la amilasa se detemina utilizando la colorimetria inversa
como una reduccion en la concentracion de almidon bajo condiciones analiticas especificas.

ALFA-AMILASA

ALMIDON + YODINA g aisr DEXTRINAS + OLIGOSACARIDOS
A=5900m
azulfvioleta t=23 seg. decoloraci6n

Condiciones estandar/condiciones de reaccion:
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[0060]

Sustrato: almidon soluble, aprox. 0,17 g/L
Tampdn: citrato, aprox. 0,03 M
Yodo (l2): 0,03 g/L

CaClz: 1,85 mM

pH: 2,50+0,05
Temperatura de incubacion: 40°C

Tiempo de reaccién: 23 segundos
Longitud de onda: 590 nm
Concentracién enzimatica: 0,025 AFAU/mL
Rango de trabajo de enzima: 0,01-0,04 AFAU/mL

Actividad de glucoamilasa (AGU)

[0061] La Unidad Novo de Glucoamilasa (AGU por sus siglas en inglés) se define como la cantidad de enzima, que
hidroliza 1 micromol de maltosa porminuto a 37°C y pH 4,3.

[0062] La actividad se determina como AGU/mI mediante un método modificado después (AEL-SM-0131, disponible
en la solicitud de Novozymes) utilizando el equipo Glucose GOD-Perid de Boehringer Mannheim, 124036. Estandar:
estandar AMG, lote 7-1195, se incuban 195 AGU/mI. 375 microL de sustrato (1% maltosa en 50 mM acetato sddico,
pH 4,3) durante 5 minutos a 37°C. Se afiaden 25 microL de enzima diluida en el acetato sédico. La reaccion es
detenida después de 10 minutos afiadiendo 100 microL 0,25 M NaOH. 20 microL se transfiere a una placa
microtituladora de 96 pocillos y se afiaden 200 microL de solucion GOD-Perid (124036, Boehringer Mannheim).
Después de 30 minutos a temperatura ambiente, la absorbancia se mide a 650 nm y la actividad calculada en
AGU/ml del estdndar AMG. Una descripcién detallada del método analitico (AEL-SM-0131) esta disponible tras
solicitada a Novozymes.

Actividad de pululanasa (PUN):

[0063] Una unidad de pululanasa (PUN porsus siglas en inglés)se define como la cantidad de enzima que es capaz
de formar 1 micromol de glucosa a partir de sustrato de pululano por minuto a 50°C en un tampén de citrato a pH 5.

[0064] Se incuban muestras de pululanasa con sustrato (rojo pululano). La endo-pululanasa hidroliza los enlaces
alfa-1,6-glicosidicos en el pululano rojo, liberando productos de degradacién de sustrato rojo. El sustrato no-
degradado es precipitado usando etanol. La cantidad de color liberada se mide espectrofotométricamente a 510 nm
y es proporcional a la actividad de endo-pululanasa en la muestra. La foomacién de color de las muestras es
comparada con la formacién de color producida por muestras con actividad de pululanasa conocida.

[0065] La pululanasa es una pululano 6-glucano-hidrolasa con el nimero de clasificacidon enzimatica E.C. 3.2.1.41.

Condiciones de reaccion

[0066]
Temperatura 50°C + 2°C
pH 5,0
Concentracion de sustrato 0,67% pululano rojo
Concentracion enzimatica 0,04 - 0,13 PUN/mI
Tiempo de reaccion 30 min.
Longitud de onda 510 nm

Reactivos / sustratos

[0067]

Soluciéon de cloruro de potasio 0,5 M

Sustrato de pululano rojo 2%. Proveedor Megazyme, Australia

Tampon de citrato 0,05 MpH 5,0

Tampodn de citrato 0,05 MpH 5,0 con 25 mMcisteina

Etanol 99,8%

Preparacion estandar de pululanasa de 904 PUN/g diluida en el tampén de citrato 0,05 M hasta obtener una serie de
dilucién estandar de 0,05 - 0,20 PUN/mI

Tampodn de citrato virgen 0,05 M

Las muestras enzimaticas son diluidas en el tampdn de citrato 0,05 M hasta obtener una actividad entre 0,06 - 0,20
PUN/ml y comparado con la serie de dilucion estandar.
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Ejemplo 1

[0068] En este ejemplo, se analizd la capacidad de diferentes pululanasas para reducir la cantidad de carbohidratos
no fermentables (dextrina/DP4/4+) en un mosto.

[0069] 100% malta bien modificada fue molida utilizando un perfil de temperatura de maceracion que comprende
46°C durante 26 minutos, seguido de un aumento de 1°C/minuto hasta 64°C después de lo cual la temperatura fue
mantenida constante. Se recogieron muestras en los minutos 98, 128 y 158.

[0070] Las enzimas fueron afadidas en el minuto 0. Se afiadieron glucoamilasa y alfa-amilasa a todos los
tratamientos en cantidades de 1000 AGU/kg DS y 250 AFAU/kg DS respectivamente. La pululanasa fue afiadida
segun la tabla 1.

[0071] Las muestras fueron hervidas 10 minutos yfiltradas (tamafio de los poros 0,20 micro-m). Las muestras fueron
analizadas mediante HPLC y se calcul6 el % carbohidrato no fermentable (DP4/4+).

Tabla 1: % de carbohidrato no fementable después de los tiempos de maceracion de 98, 128 y 158 minutos.

Tipo de pululanasa Cantidad enmg/kg Tiempo de maceracion
DS 98 minutos 128 minutos 158 minutos

Ninguno 0 28,87 25,16 22,94
Pululanasa 1 0,74 27,64 24,55 21,96
Pululanasa 1 3,65 23,96 21,35 18,92
Pululanasa 1 7,25 20,71 17,74 16,11
Pululanasa 1 14,39 16,36 14,47 13,22
Pululanasa 2 1,86 28,34 25,21 22,79
Pululanasa 2 9,26 26,81 23,28 21,36
Pululanasa 2 18,40 25,68 22,33 20,17
Pululanasa 2 36,59 23,56 20,58 18,35
Pululanasa 3 1,37 27,11 23,38 20,51
Pululanasa 3 2,74 24,46 20,93 18,18

[0072] Los datos en la tabla 1 fueron usados para calcular, por regresion, las dosificaciones enzimaticas de
pululanasa 1 y pululanasa 2 necesarias para obtener el mismo efecto que 2,74 mg de proteina enzimatica/kg de
pululanasa 3 (véase tabla 2).

Tabla 2. Proteina enzimatica de pululanasa mg/kg DS necesaria para conseguir el mismo efecto que con 2,74 mg
pululanasa 3 y tiempos de maceracién de 98, 128 y 158 minutos.

Tiempo de maceracion Pululanasa 1 Pululanasa 2
98 minutos 3,38 27,33
128 minutos 4,04 31,06
158 minutos 4,56 40,37

[0073] De estos resultados se puede observar que la pululanasa 3 es la enzima mas eficaz. Consecuentemente, es
necesaria menos proteina enzimatica de pululanasa 3 para reducir la cantidad de carbohidratos no fermentables
(dextrina/DP4/4+) y asi aumentar la atenuacién del mosto.

Ejemplo 2

[0074] En el presente ejemplo se analizan el perfil de pH y el perfil de temperatura de diferentes pululanasas.

[0075] Las investigaciones del perfil de pH y temperatura se basaron en el analisis de actividad enzimatica relativa
con las condiciones descritas posteriomente.

[0076] Principios del método analitico:

Los enlaces alfa-1,6-glicosidicos en el pululano fueron hidrolizados por una enzima de pululanasa y la capacidad
aumentada del aziicar reductor fue detectada por un método Somogyi-Nelson modificado.

[0077] En el presente experimento la actividad es evaluada como actividad relativa, donde la muestra mas activa se
da como 100%.
Las condiciones de ensayo son de la siguiente manera:

Tampodn: citrato 0,1 M+ 0,2 M fosfato (ajustado en el perfil de pH, a pH 5 en el perfil de temperatura)
Sustrato: 0,2% pululano Sigma (p-4516)
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Temperatura: 60°C en el perfil de pH, ajustado en el perfil de temperatura
Tiempo de reaccién: 30 minutos

[0078] Los azucares reductores liberados por pululanasas fueron detectados segun el principio descrito en Nelson,
1944, J. Biol. Chem. 153: 375-380 y Somogyi, 1945, J. Biol. Chem. 160: 61- 68. En resumen, la reaccién de hidrolisis
es detenida afiadiendo reactivo de cobre de Somogyi a un volumen correspondiente al volumen de muestra (por
ejemplo, 2 ml a una muestra de 2 ml). Las muestras son hervidas durante 20 minutos y enfriadas antes de la
reaccion de color. Esta reaccion se realiza afiadiendo reactivo de Nelson correspondiente a 2 del volumen de la
muestra (por ejemplo, 2 ml a 4 ml muestra+reactivo de cobre de Somogyi). Las muestras son mezcladas durante 2
minutos seguido de la adicidn de agua en la misma cantidad como reactivo de Nelson. Las muestras son incubadas
30 minutos a oscuras y medidas en un espectrofotometro a 540 nm.

[0079] Los reactivos se pueden preparar de la siguiente manera:

Reactivo de cobre de Somogyi.

Disolver 70,2 g Na2HPOs2H20 y 80,0 g KNAC4H406x4H20 (tartrato de sodio potasio) en 1000 ml H2O (calentar
ligeramente). Ademas anadir 60 g NaOH; 16,0 g CuSO4x5 H20 y 360,0 g Na>SO4 y llenar hasta 2000 ml. Ajustar el
pH a 10,8 con NaOH

Reactivo de Nelson:

Disolver 100,0 g (NH4)6Mo7024x7 H20 en 1200 ml H20. Anadir 84,0 ml H2SO4 cuidadosamente. Adicionaimente,
disolver 12,00 g NasHAsOsx7H-O (arsenato de hidréogeno disédico) en 100 ml H2O, y afadir esta solucién

lentamente a la primera solucion yrellenar hasta 2000 ml.

[0080] Los perfiles de pH y temperatura para las tres pululanasas se dan en la tabla 3 y4 a continuacion.

Tabla 3: pH perfil dado en actividad enzmatica relativa (%) a 60°C
pH Pululanasa 1 Pululanasa 2 Pululanasa 3
24 2,2 1 0,2
2,8 6 24 30,7
3,7 10,8 68,5 90
4,2 231 100 100
5 94 774 924
5,8 92,8 31,7 74,2
6,3 431 44 45,3
6,7 3,7 0 1,8
7,3 0 0 0
Tabla 4: perfil de temperatura dado en actividad enzimatica relativa (%) a pH 5,0
Temp.°C Pululanasa 1 Pululanasa 2 Pululanasa 3
30 22,8 36,7 19,7
45 64,4 72,5 47,3
55 100 100 76,8
60 99,6 85,2 92,6
62,5 87,1 70 101,2
65 421 54,4 100
70 9,4 12,7 75,6

[0081] Estos resultados muestran que la pululanasa 3 tiene un perfil de pH amplio y actividad a altas temperaturas
en comparacion con las otras dos pululanasas. Estas propiedades hacen de la pululanasa 3 una enzima muy
robusta en la elaboracién de cerveza (condiciones de maceracién), en particular para temperaturas de sacarificacion
entre 62°C y65°C.

Ejemplo 3

[0082] La prueba de maceracion de infusion se llevd a cabo con pululanasa 1 y 3 (SEC ID n°1 y 4). Se prepararon 6
muestras de maceracién con 100% cebada como sustrato (molienda).

[0083] Cebada (DS%: 86,73) fue molida y para cada muestra 50,0 g (total DS 43,34 g) fueron mezcladas con 200 g
de agua de grifo a 50°C y 3,0 ml 1 MH3POa.

[0084] Atodas las muestras se les afiadid una mezcla de enzima idéntica sin pululanasa.

10
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[0085] Alas muestras 1-6 se les afadio lueg pululanasa segun la siguiente tabla:

Actividad de dosis enzimatica/g

Muestra n°® Pululanasa 1TPUN/g Pululanasa 3 PUN/g
1 0,1 -
2 0,2 -
3 0,5 -
4 - 0,1
5 - 0,2
6 - 0,5

[0086] Las muestras fueron luego evaluadas en el equipamiento de maceracién automatizado ejecutando el
siguiente programa.

Tiempo en minutos Temp.°C
0-30 50

30-44 aumento a 64
44-104 64

104-120 aumento a 80
120-140 80

140-155 disminucioén a 20

[0087] Después de lamaceracion a todas las muestras se les afiadié agua del grifo hasta un total de 300 g y fueron
filtradas. Las muestras filtradas fueron luego hervidas durante 10 minutos y diluidas 1:1 con agua desionizada. Se
centrifugaron submuestras de 50 ml y se sometieron a analisis de densidad estandar para el calculo de RDF %

(grado real de fermentacion por sus siglas en inglés). Los resultados se dan como RDF % y azicar de mosto (DP2 y
DP4+)en %.

PUN/g Pululanasa 1 Pululanasa 3
0 0 0
0,1 64 64,6
0,2 65 66,1
0,5 67,3 69,5
Pululanasa 1 Pululanasa 3
PUN/g DP2 DP4+ DP2 DP4+
0 48,5 31,5 48,5 31,5
0,1 48,5 30 49 29
0,2 49,5 29 50 27,5
0,5 50,5 36,5 n.d. nd.

[0088] Los resultados muestran que la pululanasa 3 es claramente mejor que la pululanasa 1 para hacer un % RDF
alto, y la pululanasa 3 aun es capaz de producir niveles de maltosa (niveles DP2) incluso mejores que la pululanasa
1.

Ejemplo 4

[0089] La prueba de maceracién de infusion fue llevada a cabo con pululanasa 3 (SEC ID n° 4) para evaluar las
propiedades generadoras de maltosa de la pululanasa 3. Se prepararon 6 muestras con 100% cebada como
sustrato (molienda).

[0090] La cebada (DS%: 86,73) fue molida y para cada muestra se mezclaron 50,0 g (total DS 43,34 g) con 200 g
agua de grifo a 50°C y 5% NaxSO3 y1 MH3POq4

[0091] Atodas las muestras se les afiadid una mezcla de enzima idéntica sin pululanasa.

[0092] Luego a las muestras 1-6 se afiadid pululanasa 3 segun la siguiente tabla:

Muestra n°® Pululanasa 3 PUN/g
1 N
2 0,1
3 0,3
4 0,5
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5 1,0
6 2,0

[0093] Las muestras fueron luego evaluadas en el equipamiento de maceracién automatizada ejecutando el
siguiente programa.

Tiempo en minutos Temp °C
0-30 50
30-44 aumento a 64
44-104 64
104-120 aumento a 80
120-140 80
140-155 disminucion a 20

[0094] Después de la maceracion, a todas las muestras se les afiadid6 agua del grifo a un total de 300 g y fueron
filtradas. Las muestras filtradas fueron luego hervidas durante 10 minutos y diluidas 1:1 con agua desionizada. Se
centrifugaron submuestras de 50 ml y se sometieron a analisis. Los resultados fueron de la siguiente manera:

PUN/g % glucosa % maltosa % dextrina % RDF
0 3,8 47,5 34 61,2
0,1 3,8 48,2 32 63,2
0,3 3,8 49,8 28,8 65,7
0,5 3,7 51,2 26,4 68,6
1 3,7 52,6 23,9 71
2 3,6 55,6 20,1 74,3

[0095] Los resultados muestran que la concentracién de maltosa esta en aumento con la dosificacién en aumento de
la pululanasa 3, y el aumento en el % de maltosa es seguido por el aumento en la atenuacién (RDF%). La fraccion
de dextrina (andlisis HPLC DP4/4+) esta decreciendo a la vez.

[0096] Sdlo la beta-amilasa de cebada puede producirmaltosa en esta reaccion, y la pululanasa 3 esta facilitando la
accion de beta-amilasa de cebada.

[0097] La concentracion de glucosa es baja y no efectuada por la accion de pululanasa 3 lo cual es una ventaja
cuando se fetmenta el mosto producido. La pululanasa 3 contribuye a la degradacién de dextrina y facilita la
formacion de maltosa, por la beta-amilasa de cebada, y por este aumento de la atenuacion (RDF%) del mosto.

Listado de secuencias
[0098]

<110> Novozymes A/S
Novozymes NA, Inc.
Elvig, Niels
Joergensen, Per L.
Thomas, Michael

<120> Proceso de maceracion
<130> 11323.004-WO

<160> 14

<170> Version de patentin 3.4
<210>1

<211>921

<212>PRT

<213> Bacillus acidopullulyticus
<220>

<221>mat_peptide

<222> (1)..(921)

<400>1
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<211> 2589

<212>

Ile

Pro

Ser

Met

3

ADN

Ile Val val

Ser Gly Lys
885

Thr Leu Gly
900

Met Ile Leu
915

Tyr BRsn Pro Asn Lys Thr Val

B70

Trp Ala Ile Asn Ala Thr Ser

<213> Bacillus acidopullulyticus

<220>

<221>sig_peptide
<222>(1)..(99)

<220>

<221>CDS
<222>(1)..(2586)

<220>

<221>mat_peptide
<222>(100)..(2589)

<400>

atg
Met

gte
Val

gca
Ala
-1

tct
Ser

aat
Asn

gtt
Val

att
Ile

3

tcc
Ser

gcc
Ala

gat
Asp

aac
Asn

ggt
Gly

aaa
Lys

gtec
Val

cta
Lau

ata
Ile
~-15

tct
Ser

tat
Tyr

aat
Asn

gca
Ala
50

cgt
Arg

ata
Ile
=30

atg
Met

acc
Thr

geca
Ala

gga
Gly
35

gat
Asp

aca
Thr

cgt
Arg

ttt
Fhe

tog
Ser

aat
Asn
20

gca

Ala

gtt
Val

aat
Asn

tct
Ser

cta
Leu

aca
Thr

tgg
Trp

gca
aAla

caa
Gln

gat
Rsp

agg
Arg

aca
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

tac
Tyr

gtg
Val

tgg
Trp

ES 2551711 T3

875

890

905

920

tat
Tyr

gtt
Val
-10

gtc
Val

cta
Leu

gag
Glu

cct
Fro
55

agc
Ser

aat
Asn
-25

tgt
Cys

att
Ile

tgg
Trp

ttt
Fhe
40

999
Gly

caa
Gln

cat
His

tte
Phe

gtg
Val

atg
Met
25

tot

Ser

gat
Asp

aaa
Lys

Lttt
Fhe

ccc
Pro

cat
His
10

tgg
Trp

gga
Gly

gat
Asp

aat
RAsan

23

Gln Ala Glu Gly Ser Val Gln

His Gln Glu Val Ser Pro Asp

gtc
Val

gct
Ala

tat
Tyr

cca
Pro

aag
Lys

aca
Thr

aca
Thr

Lla

Gly

Val

His

Thr

Lys

Pro

Ile Asn

880

Val Gly

885

910

925

att
Ile

tat
Tyr
-5

cat
His

tat
Tyr

gat
Asp

cag
Gln
(]

tca
Ser

ctt
Leu
=20

aaa
Lys

cgt
Arg

caa
Gln

gat
Asp
45

gta
Val

gac
Asp

Gly

ttt
Phe

gct
Ala

ttt
Phe

cca
Pro
30

ttt
Phe

ggt
Gly

gat
Asp

Gly Ile

Lys Lys

act
Thr

tta
Leu

gat
RAsp
15

gtt
Val

ggc
Gly

ctyg
Leu

ctc
Leu

48

96

144

192

240

288

336



cat
His

ccc
Pro

aaqg
Lys

cta
Leu

aca
Thr

gcg
Ala
180

tta
Leu

ggt
Gly

cgt
Arg

gca
Ala

ctt
Leu
240

caa

Gln

aaa
Lys

aca
Thr

ggt
Gly

65

att
Ile

aat
BAsn

gttt
Val

act
Thr

gat
Rsp
145

aac
Rsn

gcc
Rla

tat
Tyr

tat
Tyr

acg
Thr
225

tta
Leu

aag
Lys

aat
Asn

gce
Ala

atg
Met
305

gat
hsp

att
Ile

teg
Ser

aat
Asn
130

aaa
Lys

tca
Ser

agt
Ser

gaa
Glu

tat
Tyr
210

gcc
Ala

tac
Tyr

agt
Ser

tag
Trp

gtt
Val
290

ata
Ile

ctg
Leu

tat
Tyr

aat
REsn
115

cca
Pro

aca
Thr

gecc
Ala

gca
Bla

gca
2la
195

tac
Tyr

tte
Fhe

aat
Asn

gat
Lsp

tat
Tyr
275

gac
Asp

gtc
Val

aca
Thr

tac
Tyr
100

gcg
Ala

atg
Met

aca
Thr

tce
Ser

ceg
Fro
180

gtec
Val

age
Ser

cgt
Arg

agt
Ser

aac
Asn

260
Lat

Tyr

cct
FPro

gat
Asp

aag
Lys
85

aat
Asn

tat
Tyr

aca
Thr

ggg
Gly

teg
Ser
165

gat
Asp

aat
Asn

gga
Gly

gta

=

Val

gaa
Glu
245

ggt
Gly

cbtc
Leu

tat
Tyr

tta
Leun

70

ggg
Gly

ctg
Leu

ttg
Leu

tta
Leu

gaa
Glu
150

tect
Ser

gtt
Val

ctc
Leu

aat
Asn

tgg
Trp
230

aca
Thr

aca
Thr

tat
Tyr

gtg
Val

gaa
Glu
310

cat
His

agt
Ser

gat
Asp

teca
Ser
135

caa
Gln

gag
Glu

tce
Ser

ata
Ile

gat
Asp
215

gct
Ala

gga
Gly

tgg
Trp

cag
Gln

cgt
Arg
295

gat
Asp

ES 2551711 T3

gaa
Glu

gat
Asp

aat
Asn
120

gat
Asp

att
Ile

cag
Gln

cat
His

cca
Pro
200

tta
Leu

cca
Pro

cct
Pro

aaa
Lys

gta
Val
280

gct
Ala

acg
Thr

ata
Ile

gcyg
Ala
105

gaa
Glu

dgga
Gly

cca
Pro

aca
Thr

aca
Thr
185

cga
Arg

agt
Gly

act
Thr

gta
Val

ctg
Leu
265
acy

Thr

att
Ile

aat
Asn

tgg
Trp

cag
Gln

aaa
Lys

tca
Ser

gtt
Val

gac
Asp
170

ata

Ile

aat
Asn

aac
Asn

gct
Bla

acc
Thr
250

aag
Lys

gty
Val

tca
Ser

cct
Pro

24

75

att
Ile

gct
Ala

aca
Thr

age
Ser

acc
Thr
155

ttg
Leu

caa
Gin

gta
Val

gtt
Val

tecg
Ser
235

aada
Lys

gtc
Val

aat
Asn

gtc
Val

cct
Pro
315

gtt
Val

gca
Ala

gta
Val

ggc
Gly
140

gct
Ala

gtt
Val

gta
Val

tta
Leu

tat
Tyr
220

gat
Asp

cag
Gln

cct
Pro

999
Gly

aat
Asn
300

gga
Gly

cag
Gln

gcg
Ala

ttg
Leu
125

ttt
Phe

gca
Rla

caa
Gln

gga
Gly

aat
Asn
205

tca
Ser

gtec
Val

ctt
Leu

ggt
Gly

aag
Lys
285

gca

Ala

tgg
Trp

agg
Gly

act
Thr
110

gca
Ala

acqg
Thr

aca
Thr

ttg
Leu

gca
Ala
190

ttg
Leu

aat
Asn

cada
Gln

gaa
Glu

aat
Asn
270

aca
Thr

aca
Thr

aaa
Lys

gat
Asp

cca
Prao

aag
Lys

gtt
Val

aat
Asn

acg
Thr
175

gcc
Ala

cct
Pro

aag
Lys

tta
Leu

atg
Met
255

ctyg

Leu

caa
Gln

cgt
Arg

gaa
Glu

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

960

1008

1056



gat
Asp
320

gtg
Val

aaa
Lys

aac
Asn

gtt
Val

cca
Pro
400

gaa
Glu

tta
Leu

atg
Met

gat
Asp

tat
Tyr
480

atg
Met

tac
Tyr

gac
Asp

att
Ile

cat
His

cat
His

999
Gly

gtg
Val

caa
Gln
385

aat
hsn

gga
Gly

aag
Lys

gat
Asp

aag
Lys
465

acg
Thr

gtc
Val

cat
His

acc
Thr

gtc
Val
245

caa
Gln

gtg
Val

aaa
Lys

aaa
Lys
370

tta
Leu

atg
Met

gcg
Ala

caa
Gln

gtg
Val
450

att
Ile

aac
Asn

caa
Gln

atc
Ile

atg
Met
530

ctg
Leu

cag
Gln

cgt
Arg

tat
Tyr
355

acg
Thr

cag
Gln

tat
TYr

tat
Tyr

ctg
Leu
435

gtc
Val

gtt
Val

ggc
Gly

aag
Lys

gac
Asp
515

gcc

Ala

tat
Tyr

aca
Thr

gat
Asp
340

ctt
Leu

ggt
Gly

ccg
Pro

aac
Asn

gca
ala
420

att
Ile

tat
Tyr

ccg
Pro

tca
Ser

tte
Phe
500

ggc
Gly

adad
Lys

gga
Gly

cct
Pro
325

Lttt
Phe

gcc
Ala

att
Ile

att
Ile

tgg
Trp
405

act
Thr

caa
Gln

aac
Asn

caa
Gln

ggt
Gly
485

gtt
Val

ttc
Phe

ata
Ile

gaa
Glu

gcg
Ala

teg
Ser

Lttt
Phe

gat
Asp

gaa
Glu
380

ggc
Gly

aca
Thr

agc
Ser

cat
His

tac
Tyr
470

gta
Val

ctg
Leu

cgt
Arg

tca
Ser

cca
Fro
550

aac
Asn

att
Ile

aca
Thr

agt
Ser
375

gaa
Glu

tat
Tyr

cca
Pro

att
Ile

acc
Thr
455

tat
Tyr

ggt
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

da4ad
Lys
535

tgg
Trp

ES 2551711 T3

cca
Pro

gat
Asp

gaa
Glu
360

ttg
Leu

ttt
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

cat
His
440

Lttt
Phe

tat
Tyr

aat
Asn

tct
Ser

gat
Asp
520

gag
Glu

act
Thr

gtg
Val

gct
Ala
345

cat
His

aaqg
Lys

aac
Asn

cca
Pro

gga
Gly
425

aaa
Lys

aac
Asn

cgg
Arg

gaa
Glu

gtt
Val
505

ctt

Leu

ctt
Leu

ggc
Gly

gat
Asp
330

aat
Asn

ggc
Gly

gaa
Glu

agc
Ser

aga
Arg
410

acqg

Thr

gat
Asp

gta
Val

aca
Thr

att
Ile
490

aaa
Lys

atg
Met

cat
His

ggt
Gly

25

gaa
Glu

tca
Ser

aca
Thr

tta
Leu

att
Ile
395

aac
Asn

gct
Ala

cgg
Arg

gga
Gly

gac
Asp
475

gcg
Ala

tat
Tyr

get
ala

gct
Ala

acc
Thr
555

gta
Val

ggc
Gly

aaa
Lys

gga
Gly
380

gat
Asp

tac
Tyr

cgc
Arg

att
Ile

gtg
Val
460

agc
Ser

acc
Thr

tgg
Trp

ctt
Leu

att
Ile
540

tct
Ser

atc
Ile

atg
Met

ggc
Gly
365

atc
Ile

gaa
Glu

aac
Asn

att
Ile

gct
Ala
445

tct
Ser

gca
Ala

gag
Glu

gta
Val

tta
Leu
525

aat

Asn

gga
Gly

tac
Tyr

aaa
Lys
350

cet
Pro

aat
Asn

acc
Thr

gtc
Val

acc
Thr
430

atc
Ile

gat
Asp

ggt
Gly

cgt
Arg

aag
Lys
510

gga
Gly

cct
Pro

tta
Leu

gaa
Glu
335

aat
Asn

gat
Asp

gct
Ala

caa
Gln

cct
Pro
415

cag
Gln

aat
Asn

ttt
Phe

aat
Asn

ccqg
Pro
495

gaa

Glu

adaa
Lys

ggc
Gly

tca
Ser

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776



agc
Ser
560

gta
Val

ddd
Lys

att
Ile

agc
Ser

gat
Asp
640

aag

Lys

cca
Pro

gat
Asp

aga
Arg

cat
His
720

atc
Ile

ttt
Phe

gtt
Val

gga
Gly

cta

Leu
800

att
Ile

gac
Asp

tte
Fhe

teg
Ser

add

Lys

gaa
Glu
625

aaa

Lys

atg
Met

Lttt
Phe

aat
Asn

aaa
Lys
705

cta

Leu

aaa
Lys

gaa
Glu

atg
Met

aat
RAsn
785
ggc
Gly

ctt
Leu

caa
Gln

aac
Asn

gca
Ala

aat
Asn
610

acc

Thr

att
Ile

gat
Asp

atg
Met

agt
Ser
630

gca
Ala

cgt
Arg

caa

Gln

tta
Leu

tat
Tyr
770

tgg
Trp

cat

His

cat
His

cte
Leu

gat
Lsp

caa
Gln
595

gga
Gly

att
Ile

age
Ser

gaa
Glu

cad
Gln
675

tac

Tyr

casa
Gln

gat
Asp

aat
Zsn

aaa
Lys
755
aat
Asn

aca
Thr

gta

Val

cag
Gln

aat
Asn
580

gga
Gly

gtt
Val

aac
Asn

gca
Ala

ttg
Leu
660

ggt
Gly

aat
Asn

ttt
Phe

aat
Asn

ctc
Leu
740

aat
Asn

cca
Pro

ath
Ile

aat
Asn
ggt

Gly
820

acg
Thr
565

att
Ile

[
Phe

atg
Met

tat
Tyr

agt
Ser
645

gct
Ala

gga
Gly

gcc
Ala

gaa
Glu

cac
His
725

act
Thr

cat
His

aat
asn

gta
Val
ggc

Gly
BOS

aca
Thr

aaa
Lys

cg9
Arg

gca
Ala

gga
Gly

gta
Val
6830

aat

Asn

caa
Gln

gaa
Glu

999
Gly

aat
Asn
710

cca
Pro

ttc
Phe

gcc
Ala

aaa
Lys

gga
Gly
D)
acyg
Thr

tct
Ser

ggt
Gly

aac
Asn

aca
Thr

agt
Ser
615

aca

Thr

ceg
Pro

gct
Ala

gaa
Glu

gat
Asp
695

gta
Val

gca
Ala

ttg
Leu

aat
Asn

act
Thr
775
tta
Leu
gtt
Val

gaa
Glu

ES 2551711 T3

cag
Gln

gga
Gly

gga
Gly
600

att
Ile

age
Ser

aac
Asn

gtg
Val

atg
Met
680

agc

Ser

tte
Fhe

ttc
Fhe

gat
Asp

cat
His
760
gca
Ala

ygc
Gly

gag

Glu

gat
Asp

caa
Gln

cte
Leu
585

gat
AsSp

tca
Ser

cat
His

gat
Asp

gta
Val
665

ctg

Leu

gtg
Val

gac
Asp

cgt
Arg

agc
Ser
745

gat
Asp

caa
Gln

aat
Asn
gtg
Val
gte

Val
825

aag
Lys
570

gat
Asp

cca
Pro

gat
Asp

gat
Asp

aca
Thr
650

Lttt
Phe

cgg
Arg

aat
Asn

tac
Tyr

atg
Met
730

cca
Pro

aaa
Lys

act
Thr

caa
Gln
cca

Pro
810

att
Ile

ggc
Gly

ggt
Gly

adac
Asn

ttc
Phe

aat
Asn
635

caa

Gln

act
Thr

aca
Thr

cag
Gln

tat
Tyr
715

acqg

Thr

acg
Thr

tgg
Trp

ctc
Leu

gta
Val
795
gct
Ala

gat
Asp

26

ttg
Leu

aac
Zsn

caa
Gln

act
Thr
620

atg
Met

gca
Ala

teca
Ser

aaa
Lys

ttec
Phe
700

tet
Ser

aca
Thr

aac
Asn

aaa
Lys

Leu

caa
Gln

gga
Gly

gtt
Val

gtt
Val
605

tecyg
Sexr

aca
Thr

gat
Rsp

caa
Gln

ggc
Gly
685

gat
Asp

tgg
Trp

gcg
Ala

act
Thr

aac
Asn
765

cta
Leu

gag
Glu

agt

Ser

aat
Asn

att
Ile

ttt
Phe
5%0

aat

Asn

gca
Ala

ttg
Leu

cga
Arg

agg
Gly
670
ggt
Gly

tgg
Trp

ttg
Leu

gat
Asp

gta
Val
750
att
Ile

cca
Pro

aaa
Lys

acg

Thr

taa

ggc
Gly
575

gat
Asp

gtc
Val

cct
Pro

tgg
Trp

att
Ile
655
gta
Val

aat
Asn

tca
Ser

att
Ile

caa
Gln
735

gca

Ala

ata
Ile

agt
Ser

tca
Ser
atc

Ile
815

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2589



<210>4

<211> 862
<212> PRT
<213> Bacillus acidopullulyticus

<400> 4

Met

Val

Ala

Ser

Asn

Val

Ile

His

80

Fro

Lys

Leu

Thr

Ser

Ala

Asp

Asn

Gly

Val

65

Ile

Asn

Val

Thr

Asp
145

Leu

Ile

-15

Ser

Tyr

Asn

Ala

50

Arg

Asp

Ile

Ser

Asn

130

Lys

Ile

=30

Met

Thr

Ala

Gly

Asp

Thr

Leu

Tyr

Azn

115

Fro

Thr

Arg

Phe

Ser

Asn

20

Ala

Val

Asn

Thr

Tyr

100

Ala

Met

Thr

Ser

Trp

Ala

Gln

Asp

Lys

83

Asn

Tyr

Thr

Gly

ES 2551711 T3

Arg

Thr

Glu

Asp

Tyr

Val

Trp

70

Gly

Leu

Glu
150

Tyr

Val

-10

Val

Leu

Glu

Fro

55

Ser

His

Ser

Asp

Ser

135

Gln

Asn

-25

Cys

Ile

Trp

Fhe

40

Gly

Gln

Glu

Asp

Asn

120

Asp

Ile

27

His

Phe

Val

Met

25

Ser

Asp

Lys

Ile

Ala

105

Glu

Gly

Fro

Phe

Pro

His

10

Trp

Gly

Asp

Asn

Trp

90

Gln

Lys

Ser

Val

Val

Bla

Tyx

Pro

Lys

Thr

Thr

75

Ile

Ala

Thr

Ser

Thr
155

Ile

Tyr

-5

His

Tyr

Asp

Gln

60

Ser

Val

Ala

Val

Gly

140

Ala

Leu

-20

Lys

Arg

Gln

Asp

45

Val

Asp

Gln

Ala

Leu

125

Phe

Ala

Phe

Ala

Phe

Pro

30

FPhe

Gly

Asp

Gly

Thr

110

Ala

Thr

Thr

Thr

Leu

Asp

15

Val

Gly

Leu

Leu

Asp

95

Pro

Lys

Val

Asn



Ala
160

Leu

Gly

Ala

Leu

240

Gln

Lys

Thr

Gly

Asp

320

Val

Lys

Asn

Val

Asn

Ala

Tyr

Tyr

Thr

225

Leu

Lys

Asn

Ala

Met

305

His

Gly

Val

Gln
385

Ser

Ser

Glu

Tyr

Ala

Tyr

Ser

Trp

Val

290

Ile

Gln

Val

Lys

Lys

370

Leu

Ala

Ala

Ala

185

Tyr

Phe

Asn

Asp

Tyr

275

Asp

Val

Gln

Arg

Tyr

355

Thr

Gln

Ser

Pro

180

Val

Ser

Arg

Ser

Asn

260

Tyr

Pro

Asp

Thr

Asp

340

Leu

Gly

Ero

Ser

165

Asp

Asn

Gly

Val

Glu

245

Gly

Leu

Tyr

Leu

Pra

325

Phe

Rla

Ile

Ile

Ser

Val

Leu

Asn

Txrp

230

Thr

Thr

Tyr

‘Jal-

Glu

Ala

Ser

Phe

Asp

Glu
390

ES 2551711 T3

Glu

Ser

Ile

Asp

215

Ala

Gly

Trp

Gln

Arg

295

Asp

Asn

Ile

Thr

Ser

375

Glu

Gln

His

Pro

200

Leu

Pro

Pro

Lys

Val

280

Ala

Thr

Pro

Asp

Glu

360

Leu

Phe

Thr

185

Arg

Gly

Thr

WVal

Leu

265

Thr

Ile

Asn

Val

Ala

345

His

Lys

Asn

Asp

170

Ile

Asn

Asn

Ala

Thr

250

Lys

Val

Ser

Pro

Asp

330

Asn

Gly

Glu

Ser

28

Leu

Gln

Val

Val

Ser

235

Lys

Val

Asn

Val

Pro

315

Glu

Ser

Thr

Leu

Ile
395

Val

Val

Leu

Tyr

220

Asp

Gln

Pro

Gly

Asn

300

Gly

Val

Gly

Lys

Gly

380

Asp

Gln

Gly

Asn

205

Ser

Val

Leu

Gly

Lys

285

Ala

Trp

Ile

Met

Gly

365

IJ:e

Glu

Leu
Ala
190
Leu
Asn
Gln
Glu
Asn
270
Thr
Thr
Lys
Tyr
Lys
350
Pro

Asn

Thr

Thr

175

Ala

Pro

Lys

Leu

Met

255

Leu

Gln

Arg

Glu

Glu

335

Asn

Asp

Ala

Gln



Pro

400

Glu

Leu

Met

Asp

Tyr

480

Met

Tyr

Asp

Ile

Ser

360

Val

Lys

Ile

Ser

Asn

Lys

Asp

Lys

465

Thr

Val

His

Thr

Val

545

Asp

Phe

Ser

Lys

Glu
625

Met

Ala

Gln

Val

450

Ile

Asn

Gln

Ile

Met

530

Leu

Gln

Asn

Ala

Asn

610

Thr

Tyr

Tyr

Leu

435

Val

Val

Gly

Lys

Asp

515

Ala

Tyr

Leu

Asp

Gln

595

Gly

Ile

Asn

Ala

420

Ile

Tyr

Pro

Ser

FPhe

500

Gly

Lys

Gly

Val

Asn

580

Gly

Val

Asn

Trp

405

Thr

Gln

Asn

Gln

Gly

485

Val

Fhe

Ile

Glu

Thr

265

Ile

Phe

Met

Tyr

Gly
Thr
Ser
His
Tyr
470
Val
Leu
Arg
Ser
Pro
550
Lys
Arg
Ala

Gly

Val
630

ES 2551711 T3

Tyr
Pro
Ile
Thr

455

Tyr

Asp
Phe
Lys
535
Trp
Gly
Asn
Thr
Ser

615

Thr

Asp

Glu

His

440

Phe

Tyr

Asn

Ser

Asp

520

Glu

Thr

Gln

Gly

Gly

600

Ile

Ser

Pro

Gly

425

Lys

Asn

Arg

Glu

Val

505

Leu

Leu

Gly

Gln

Leu

585

Asp

Ser

His

Arg

410

Thr

Asp

Val

Thr

Ile

490

Lys

Met

His

Gly

Lys

570

Asp

Pro

Asp

Asp

29

Asn

Ala

Arg

Gly

Asp

475

Ala

Tyr

Ala

Ala

Thr

555

Gly

Fhe

Asn
635

Tyr

Arg

Ile

Val

460

Ser

Thr

Trp

Leu

Ile

540

Ser

Leu

Asn

Gln

Thr

620

Met

Asn

Ile

Ala

445

Ser

Ala

Glu

Val

Leu

525

Asn

Gly

Gly

Val

Val

605

Ser

Thr

Val

Thr

430

Ile

Asp

Gly

Arg

Lys

510

Gly

Pro

Leu

Ile

Phe

5390

Asn

Ala

Leu

Pro

415

Gln

Asn

Phe

Asn

Pro

495

Glu

Lys

Gly

Ser

Gly

375

Asp

Val

Pro



10

Asp
640

Lys

a
[
Q

Asp

Arg

His

720

Ile

Fhe

Val

Gly

Leu

800

Ile

<210>5

Lys

Met

Fhe

Asn

Lys

705

Leu

Lys

Glu

Met

Asn

785

Gly

Leu

<211> 2589
<212> ADN
<213> Bacillus acidopullulyticus

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(2586)

Ile

ASp

Met

Ser

690

Ala

Arg

Gln

Leu

Tyr

770

Trp

His

His

Ser

Glu

Gln

675

Tyr

Gln

Asp

Asn

Lys

755

Asn

Thr

Val

Gln

Ala

Leu
ael

Gly

Lsn

Phe

Asn

Leu

740

Asn

Pro

Ile

Asn

Gly
820

Ser
645

Ala

Ala

Glu

His

T25

Thr

His

Asn

Val

Gly

BOS

Thr

ES 2551711 T3

Asn

Gln

Glu

Gly

Asn

710

Fro

Fhe

Ala

Lys

Gly

790

Thr

Ser

Pro

Ala

Glu

Asp

695

Val

Ala

Leu

Asn

Thr

775

Leu

Val

Glu

Asn

Val

Met

680

Ser

Fhe

Fhe

Asp

His

760

Ala

Gly

Glu

Asp

30

Asp

Val

665

Leu

Val

Azp

Arg

Ser

745

Asp

Gln

Asn

Val

Val
825

Thr
650

Phe

Asn

Tyr

Met

730

Pro

Lys

Thr

Gln

Pro

810

Ile

Gln

Thr

Thr

Gln

Tyr

715

Thr

Thr

Trp

Leu

Val

7585

Ala

Asp

Ala

Ser

Lys

Phe

700

Ser

Thr

Asn

Lys

Thr

780

Gly

Leu

Gln

Asp

Gln

Gly

685

Asp

Trp

Ela

Thr

Asn

765

Leu

Glu

Ser

Lsn

Arg

Gly

670

Gly

Trp

Leu

Asp

Val

150

Ile

Fro

Lys

Thr

Ile

655

Val

Asn

Ser

Ile

Gln

735

Ala

Ile

Ser

Ser

Ile
815
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<220>
<221>sig_peptide
<222> (1)..(99)

<220>
<221>mat peptide
<222> (100)..(2586)

<400>5

ES 2551711 T3

31



gtg
Val

gtc
Val

gca
Ala

tct
Ser

aat
Asn

gtt
Val

att
Tle

cat
His
80

ccc
Pro

aag
Lys

cta
Leu

aca
Thr

gcg
Ala
160

tta
Leu

tece
Ser

gec
Ala

gat
Asp

aac
Asn

ggt
Gly

ddd
Lys

gtec
Val
65

att
Ile

aat
Asn

gtt
Val

act
Thr

gat
Asp
145

dac

Asn

gcoc
Ala

cta
Leu

ata
Ile
-15

tct
Ser

tat
Tyx

aat
Asn

gca
Ala
50

cgt
Arg

gat
Asp

att
Ile

teg
Ser

aat
Asn
130

adaa

Lys

tca
Ser

agt
Ser

ata
Ile
-30

atg
Met

acc
Thr

gca
Ala

gga
Gly

gat
Asp

aca
Thr

ctg
Leu

tat
Tyr

aat
Asn
115

cca

Pro

aca
Thr

gcc
Ala

gca
Ala

cgt
Arg

Lttt
Fhe

teg
Ser

aat
Asn
20

gca
Ala

gtt
Val

aat
Asn

aca
Thr

tac
Tyr
100

gcg
Ala

atg
Met

aca
Thr

tce
Ser

ccyg
Pro
180

tet
Ser

cta
Leu

aca
Thr

tgg
Trp

gca
Ala

caa
Gln

gat
Asp

aag
Lys
85

aat
Asn

tat
Tyr

aca
Thr

gg99
Gly

tcyg
Ser
165

gat
Asp

agg
Arg

aca
Thr

gaa
Glu

gat
Asp

tac
Tyr

gtg
Val

tgg
Trp
70

ggdg
Gly

ctg
Leu

ttg
Leu

tta
Leu

gaa
Glu
150

tct

Ser

gtt
Val

ES 2551711 T3

tat
Tyr

gtt
Val
-10

gtc
Val

cta
Leu

gag
Glu

cct
Pro
55

agc
Ser

cat
His

agt
Ser

gat
Asp

tca
Ser
135

caa

Gln

gag
Glu

tecc
Ser

aat
Asn

tgt
Cys

att
Ile

tgg
Trp

ttt
Phe
40

ggg
Gly

caa
Gln

gaa
Glu

gat
Asp

aat
Asn
120

gat
Asp

att
Ile

cag
Gln

cat
His

cat
His

tte
Fhe

gtg
Val

atg
Met
25

tct
Ser

gat
Asp

aaa
Lys

ata
Ile

gcg
Ala
105

gaa

Glu

gda
Gly

cca
Pro

aca
Thr

aca
Thr
185

32

ttt
Phe

cece
Pro

cat
His
10

tgg
Trp

gga
Gly

gat
Asp

aat
Asn

tgg
Trp
20

cag
Gln

aaa
Lys

tca
Ser

gtt
Val

gac
Asp
170

ata
Ile

gtc
Val

gct
Ala

tat
Tyr

cca
Pro

aag
Lys

aca
Thzr

aca
Thr
75

att
Ile

gct
Ala

aca
Thr

agc
Ser

acc
Thr

155
ttg

Leu

caa
Gln

att
Ile

tat
Tyr
-5

cat
His

tat
Tyr

gat
Asp

cag
Gln
60

tca
Ser

gtt

=

Val

gca
Ala

gta
Val

ggc
Gly
140

gct
Ala

gtt
Val

gta
Val

ctt
Leu
-20

aaa
Lys

cgt
Arg

caa
Gln

gat
Asp
45

gta
Val

gac
Asp

cag
Gln

gcg
Ala

ttg
Leu
125

ttt
Phe

gca
Ala

caa
Gln

gga
Gly

ttt
Phe

get
Ala

ttt
Phe

cca
Pro
30

Lttt
Phe

ggt
Gly

gat
Asp

999
Gly

act
Thr
110

gca
Ala

acyg
Thr

aca
Thr

ttg
Leu

gca
Ala
190

act
Thr

tta
Leu

gat
Asp
15

gtt
Val

ggc
Gly

ctyg
Leu

ctec
Leu

gat
Asp
95

cca
Fro

aag
Lys

gtt
Val

aat
Asn

acg
Thr
175

gecc
Ala

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



ggt
Gly

cgt
Arg

gca
Ala

ctt
Leu
240

caa
Gln

ddd
Lys

aca
Thr

ggt
Gly

gat
Asp
320

gtg
val

aaa
Lys

aac
Asn

gtt
Val

cca
Pro
400

gaa
Glu

tat
Tyr

tat
Tyr

acyg
Thr
225

tta
Leu

aaq
Lys

aat
Asn

gcc
Ala

atg
Met
305

cat
His

cat
His

g9g9
Gly

gtg
Val

caa
Gln
385

aat

Asn

gga
Gly

gaa
Glu

tat
Tyr
210

gcec
Ala

tac
Tyr

agt
Ser

tgg
Trp

gtt
Val
290

ata
Ile

caa
Gln

gtg
Val

add
Lys

aaa
Lys
370

tta

Leu

atg
Met

gcg
Ala

gca
Ala
195

tac
Tyr

ttec
Phe

aat
Asn

gat
Asp

tat
Tyr
275

gac
Asp

gtc
Val

cag
Gln

cgt
Arg

tat
Tyr
355

acg

Thr

cag
Gln

tat
Tyr

tat
Tyr

gtc
Val

age
Ser

cgt
Arg

agt
Ser

aac
Asn
260

tat
Tyr

cct
Pro

gat
Asp

aca
Thr

gat
Asp
340

ctt
Leu

ggt
Gly

ccg
Fro

adc
Asn

gca
Ala
420

aat
Asn

gga
Gly

gta
Val

gaa
Glu
245

ggt
Gly

ctc
Leu

tat
Tyr

tta
Leu

cct
Pro
325

Lttt
Phe

gce
Ala

att
Ile

att
Ile

tgg
Trp
405

act
Thr

ctc
Leu

aat
Asn

tgg
Trp
230

aca
Thr

aca
Thr

tat
Tyr

gtg
Val

gaa
Glu
310

gcg
Bla

teg
Ser

ttt
Phe

gat
Asp

gaa
Glu
390

ggc
Gly

aca
Thr

ata
Ile

gat
Asp
215

gct
Ala

gga
Gly

tgg
Trp

cag

[t

cgt
Arg
295

gat
Asp

aac
Asn

att
Ile

aca
Thr

agt
Ser
375

gaa

Glu

tat
Tyr

CcCa
Pro

ES 2551711 T3

cca
Pro
200

tta
Leu

cca
Pro

cct
Pro

aaa
Lys

gta

1 Val

280

get
Ala

acg
Thr

cca
Pro

gat
Asp

gaa
Glu
360

ttyg

Leu

ttt
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

cga
Arg

ggt
Gly

act
Thr

gta
Val

ctyg
Leu
265

acqg
Thr

att
Ile

aat
Asn

gtg
Val

gct
Ala
345

cat
His

aag
Lys

aac
Asn

cca
Pro

gga
Gly
425

aat
Asn

aac
Asn

gct
Ala

acc
Thr
250

aag
Lys

gtg
Val

tca
Ser

cct
Pro

gat
Asp
330

aat

Asn

ggc
Gly

gaa
Glu

agc
Ser

aga
Arg
410

acg
Thr

33

gta
Val

gtt
Val

tcg
Ser
238

aaa
Lys

gtc
Val

aat
Asn

gte
Val

cct
Pro
315

gaa
Glu

teca
Ser

aca
Thr

tta
Leu

att
Ile
395

aac

Asn

gct
Ala

tta
Leu

tat
Tyrxr
220

gat
Asp

cag
Gln

cct
Pro

999
Gly

aat
Asn
300

gga
Gly

gta
Val

ggc
Gly

aaa
Lys

gga
Gly
380

gat
Asp

tac
Tyr

cgc
Arg

aat
Asn
205

tca
Ser

gte
Val

ctt
Leu

ggt
Gly

aag
Lys
285

gca
Ala

tgg
Trp

ate
Ile

atg
Met

ggc
Gly
365

atc

Ile

gaa
Glu

aac
Asn

att
Ile

ttyg
Leu

aat
Asn

caa
Gln

gaa
Glu

aat
Asn
270

aca
Thr

aca
Thr

aaa
Lys

tac
Tyr

aaa
Lys
350

cct
Pro

aat
RAsn

acc
Thr

gtc
Val

acc
Thr
430

cct
Fro

aag
Lys

tta
Leu

atg
Met
255

ctg
Leu

caa
Gln

cgt
Arg

gaa
Glu

gaa
Glu
335

aat
Asn

gat
Asp

gct
Ala

Caa
Gln

cct
Pro
415

cag
Gln

720

768

g8lé

B64

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392



tta
Leu

atg
Met

gat
Asp

tat
Tyr
480

atyg
Met

tac
Tyr

gac
Asp

att
Ile

agc
Ser
560

gta
Val

aaa
Lys

att
Ile

agc
Ser

gat
Asp
640

aag
Lys

cCca

aag
Lys

gat
Asp

aag
Lys
465

acg
Thr

gtec
Val

cat
His

acc
Thr

gtec
Val
545

gac

Asp

tte
FPhe

tcg
Ser

daaa
Lys

gaa
Glu
625

aaa
Lys

atg
Met

ttt

caa
Gln

gtg
Val
450

att
Ile

aac
Bsn

caa
Gln

atc
Ile

atg
Met
530

ctyg

Leu

caa
Gln

aac
Asn

gca
RAla

aat
Asn
610

acc
Thr

att
Ile

gal
Asp

atg

ctg
Leu
435

gtc
Val

gtt
Val

ggc
Gly

aag
Lys

gac
Asp
515

gcc

Ala

tat
Tyr

cte
Leu

gat
Esp

caa
Gln
595

aga
Arg

att
Ile

agc
Ser

gaa
Glu

caa

att
Ile

tat
Tyr

ccg
Pro

tca
Ser

tte
Phe
500

ggc
Gly

aaa
Lys

gga
Gly

gtt
Val

aat
Asn
580

gga
Gly

gtk
Val

aac
Asn

gca
Ala

Ltg
Len
660

ggt

caa
Gln

aac
Asn

caa
Gln

ggt
Gly
485

gtt
Val

tte
Phe

ata
Ile

gaa
Glu

acg
Thr
565

att
Ile

ttt
FPhe

atg
Met

tat
Tyr

agt
Ser
645

gct
Ala

gga

agc
Ser

cat
His

tac
Tyr
470

gta
Val

ctg
Leu

cgt
Arg

tca
Ser

cca
Pro
550

aqad

Lys

cgg
Arg

gca
Ala

gga
Gly

gta
Val
630

aat
Asn

caa
Gln

gaa

att
Ile

acc
Thr
455

tat
Tyr

ggt
Gly

gat
Asp

tte
Phe

aaa
Lys
535

tgg
Trp

ggt
Gly

aac
Asn

aca
Thr

agt
Ser

615

aca
Thr

ccg
Pro

gct
Ala

gaa

ES 2551711 T3

cat
His

440

ttt
Phe

tat
Tyr

aat
Asn

tet
Ser

gat
Asp
520

gag
Glu

act
Thr

cag
Gln

gga
Gly

gga
Gly
600

att
Ile

agc
Ser

aac
Asn

gtg
Val

atg

aaa
Lys

aac
Asn

cgg
Arg

gaa
Glu

gtt
Val
505

ctt
Leu

ctt
Leu

ggc
Gly

caa
Gln

ctoc
Leu
585

gat
Asp

tca
Ser

cat
His

gat
Asp

gta
Val
665

ctg

gat
Asp

gta
Val

aca
Thr

atc
Ile
490

aaa
Lys

atg
Met

cat
His

ggt
Gly

aag
Lys
570

gat
Asp

cca
Pro

gat
Asp

gat
Asp

aca
Thr
650

Lttt
Phe

cagg

cyg
Arg

gga
Gly

gac
Asp
475

gcag
Ala

tat
Tyr

gct
Ala

gct
Ala

acc
Thr
555

ggc
Gly

ggt
Gly

aac
Asn

tte
Fhe

aat
Asn
e3h

cCaa
Gln

act
Thr

aca

34

att
Ile

gtg
Val
460

age

Ser

acc
Thr

tgg

Trp

ctt
Len

att
Ile
540

tct

Ser

ttg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

act
Thr
620

atg
Met

gca
Ala

tca
Ser

aaa

gct
Ala
445

tect
Ser

gca
Ala

gag
Glu

gta
Val

tta
Leu
525

aat
Asn

gga

Gly

gga
Gly

gtt
Val

gtt
Val
605

tcg
Ser

aca
Thr

gat
Asp

caa
Gln

ggc

atc
Ile

gat
Asp

ggt
Gly

cgt
Arg

aag
Lys
510

gga
Gly

cct
Pro

tta
Leu

att
Ile

ttt
Fhe
590

aat

Asn

gca
Ala

ttg
Leu

cga
Arg

999
Gly
670

ggt

aat
Asn

ttt
Phe

aat
Asn

ccyg
Pro
495

gaa
Glu

gtc
Val

cct
Pro

tgg
Trp

att
Ile
655

gta
Val

aat

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2018

2064

2112

2160



Pro Phe

gat aat
Asp Asn

aga aaa
Arg Lys
705

cat cta
His Leu
720

atc aaa
Ile Lys

ttt gaa
Phe Glu

gtt atg
Val Met

gga aat
Gly Asn
785

cta ggc
Leu Gly
800

att ctt
Ile Leu

<210>6
<211> 862
<212>PRT

Met

agt
Ser
690

gca
Ala

cgt
Arg

caa
Gln

tta
Leu

tat
Tyr
770

tgg
Trp

cat
His

cat
His

Gln
875

tac
Tyr

caa
Gln

gat
Asp

aat
Asn

aaa
Lys
755

aat
Asn

aca
Thr

gta
Val

cag
Gln

Gly

aat
Asn

ttt
Fhe

aat
RAsn

ctc
Leu
740

aat
Asn

cca
Pro

att
Ile

aat
Asn

ggt
Gly
820

Gly

gcc
Ala

gaa
Glu

cac
His
725

act
Thr

cat
His

aat
Asn

gta
Val

ggc
Gly
805

aca
Thr

<213> Bacillus acidopullulyticus

<400>6

Glu

999
Gly

aat
Asn
710

cCca
Pro

ttc
Phe

gec
Ala

aaa
Lys

gga
Gly
790

acg

Thx

tct
Ser

ES 2551711 T3

Glu

gat
Asp
695

gta
Val

gca
Ala

ttg
Leu

aat
Asn

act
Thr
775

tta

Leu

gtt
Val

gaa
Glu

Met
680

agc
Ser

ttec
Phe

ttc
Fhe

gat
Asp

cat
His
760
gca

Ala

ggc
Gly

gag
Glu

gat
Asp

Leu

gtg
Val

gac
Asp

cgt
Arg

agc
Ser
745

gat
Asp

caa
Gln

aat
Asn

gtg
Val

gtc
Val
825

35

Arqg

aat
Asn

tac
Tyr

atg
Met
730

cca
Pro

ada
Lys

act
Thr

caa
Gln

cca
Fro
810

att
Ile

Thr

cag
Gln

tat
Tyr
715

acg
Thr

acg
Thr

tgg
Trp

ctc
Leu

gta
Val
795

gct
Ala

gat
Asp

Lys

tte
Phe
700

tct
Ser

aca
Thr

aac
Asn

aaa
Lys

act
Thr
780

ggt
Gly

ctt
Leu

caa
Gln

Gly
685

gat
Asp

tag
Trp

gcg
Bla

act
Thr

aac
Asn
765

cta

Leu

gag
Glu

agt
Ser

aat
Asn

Gly

tgg
Trp

ttg
Leu

gat
Aszp

gta
Val
750

att
Ile

cca
Pro

dda
Lys

acyg
Thr

taa

Asn

tca
Ser

att
Ile

caa
Gln
735

gca
Ala

ata
Ile

agt
Ser

tca
Ser

atc
Ile
815

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2589



Val Ser

Val Ala

Ala Asp

-1 1

Ser Asn

Leu

Ile

-15

Ser

Tyr

Ile

-30

Met

Thr

Ala

Arg

Phe

Ser

Asn
20

Ser Arg
Leu Thr
Thr Glu
5

Trp Asp

ES 2551711 T3

Tyr

Val

-10

Val

Leu

Asn His Phe
-25

Cys Phe Pro

Ile Val His
10

Trp Met Trp
25

36

Val

Ala

Tyr

Pro

Tyr
=5

His

Leu Phe Thr
-20

Lys Ala Leu

Arg Phe Asp
15

Gln Pro Val
30



Asn

Val

Ile

His

80

Pro

Lys

Leu

Thr

Ala

160

Leu

Gly

Arg

Ala

Leu

240

Gln

Gly

Lys

Val

65

Ile

Asn

Val

Thr

Asp

145

Asn

Ala

Tyr

Tyr

Thr

225

Leu

Lys

Asn

Ala

50

Arg

Asp

Ile

Ser

Asn

130

Lys

Ser

Ser

Glu

Tyr

210

Ala

Tyr

Ser

Gly

Asp

Thr

Leu

Tyr

Asn

115

Pro

Thzr

Ala

Ala

Ala

195

Tyr

Phe

Asn

Asp

Ala

Val

Asn

Thr

Tyr

100

Ala

Met

Thr

Ser

Pro

180

Val

Ser

Arg

Ser

Asn
260

Ala

Gln

Asp

Lys

85

Asn

Tyr

Thr

Gly

Ser

165

Asp

Asn

Gly

Glu
245

Gly

Tyr

Val

Trp

70

Gly

Leu

Leu

Glu

150

Ser

Val

Leu

Asn

Trp

230

Thr

Thr

ES 2551711 T3

Glu

Fro

55

Ser

His

Ser

Asp

Ser

135

Gln

Glu

Ser

Ile

Asp

215

Ala

Gly

Trp

Phe

40

Gly

Gln

Glu

Asp

Asn

120

Asp

Ile

Gln

His

Pro

200

Leu

Pro

Pro

Lys

Ser

Asp

Lys

Ile

Ala

105

Glu

Gly

Pro

Thr

Thr

185

Arg

Gly

Thr

Val

Leu
265

Gly

Asp

Asn

Trp

80

Gln

Lys

Ser

Val

Asp

170

Ile

Asn

Asn

Ala

Thr

250

Lys

37

Lys

Thr

Thr

75

Ile

Ala

Thr

Ser

Thr

155

Leu

Gln

Val

Val

Ser

235

Lys

Val

Asp

Gln

60

Ser

Val

Ala

Val

Gly

140

Ala

Val

Val

Leu

Tyr

220

Asp

Pro

Asp

45

Val

Asp

Gln

Ala

Leu

125

Phe

Ala

Gln

Gly

Asn

205

Ser

Val

Leu

Gly

Phe

Gly

Asp

Gly

Thr

110

Ala

Thr

Thr

Leu

Ala

190

Leu

Asn

Gln

Glu

Asn
270

Gly

Leu

Leu

Asp

95

Pro

Lys

Val

Asn

Thr

175

Ala

Pro

Lys

Leu

Met

255

Leu



Lys

Thr

Gly

Asp

320

Val

Lys

Asn

Val

Pro

400

Glu

Leu I

Met

Asp

Tyxr

480

Met

Asn
Ala
Met
305
His
His
Gly
Val
Gln
385

Asn

Gly

Asp
Lys
465

Thr

Val

Trp

Val

230

Ile

Gln

Val

Lys

Lys

370

Leu

Met

Ala

Gln

Val

450

Ile

Asn

Gln

Tyr

275

Asp

Val

Gln

Arg

Tyr

355

Thr

Gln

Tyr

Tyr

Leu

435

Val

Val

Gly

Lys

Tyr

Pro

Asp

Thr

Asp

340

Leu

Gly

Pro

Asn

Ala

420

Ile

Tyr

Pro

Ser

Phe
500

Leu

Tyr

Leu

Pro

325

Phe

Ala

Ile

Ile

Trp

405

Thr

Gln

Asn

Gln

Gly

485

Val

Tyr

Val

Glu

310

Ala

Ser

FPhe

Asp

Glu

390

Gly

Thr

Ser

His

Tyr

470

Val

Leu

Gln

Arg

295

Asp

Asn

Ile

Thr

Ser

375

Glu

Tyx

Pro

Ile

Thr

455

Tyr

Gly

Asp

ES 2551711 T3

Val

280

Ala

Thr

Pro

Asp

Glu

360

Leu

Phe

Asp

Glu

His

440

Phe

Tyr

Asn

Ser

Thr

Ile

Asn

Val

Ala

345

His

Lys

Asn

Fro

Gly

425

Lys

Asn

Arg

Glu

Val
505

Val

Ser

Pro

Asp

330

Asn

Gly

Glu

Ser

Arg

410

Thr

Asp

Val

Thr

Ile

430

Lys

38

Asn

Val

Pro

315

Glu

Ser

Thr

Leu

Ile

325

Asn

Ala

Arg

Gly

Asp

475

Ala

Tyr

Gly

Asn

300

Gly

Val

Gly

Lys

Gly

380

Asp

Tyxr

Arg

Ile

Val

460

Ser

Thr

Trp

Lys

285

Ala

Trp

Ile

Met

Gly

365

Ile

Asn

Ile

Ala

445

Ser

Ala

Glu

Val

Thr

Thr

Lys

Tyr

Lys

350

Pro

Asn

Thr

Val

Thr

430

Ile

Asp

Gly

Arg

Lys
510

Gln

Arg

Glu

Glu

335

Asn

Asp

Ala

Gln

Pro

415

Gln

Asn

Phe

Asn

Pro

435

Glu



Tyr

Asp

Ile

Ser

560

Val

Lys

Iie

Ser

Asp

640

Lys

Pro

Asp

Arg

His

720

Ile

Phe

His

Thr

Val

545

Asp

Phe

Ser

Lys

Glu

625

Lys

Met

Phe

Asn

Lys

705

Leu

Lys

Glu

Ile

Met

530

Leu

Gln

Asn

Ala

Asn

610

Thr

Ile

Asp

Met

Ser

690

Ala

Arg

Gln

Leu

Asp

515

Ala

Tyr

Leu

Asp

Gln

595

Arg

Ile

Ser

Glu

Tyr

Gln

Asp

Asn

Lys

Gly

Lys

Gly

Val

Asn

580

Val

Asn

Ala

Leu

660

Asn

Phe

Asn

Leu

T40

Asn

Phe
Ile
Glu
Thr
565
Ile
Phe
Meat
Tyr
Ser
645
Ala
Gly
Ala
Glu
His
725

Thr

His

Arg

Ser

Pro

550

Lys

Arg

Rla

Gly

Val

630

Asn

Gln

Glu

Gly

Asn

710

Pro

Ehe

Ala

Phe

Lys

535

Trp

Gly

Asn

Thr

Ser

Thr

Pro

Ala

Glu

Asp

695

Val

Ala

Leu

Asn

ES 2551711 T3

Asp

520

Glu

Thr

Gln

Ser

Asn

Val

Met

&80

Ser

Phe

Phe

Asp

His

Leu

Leu

Gly

Gln

Leu
585

Asp F

Ser

His

Asp

Val

665

Leu

Val

Asp

Arg

Ser

745

Asp

Met

His

Lys
570

Asp

Asp

Asp

Thr

650

Arg

Asn

Tyr

Met

730

Pro

Lys

39

Ala

2la

Thr

555

Gly

Gly

Asn

FPhe

Asn

635

Gln

Thr

Gln

Tyr

715

Thr

Trp

Leu

Ile

540

Ser

Leu

Asn

Gln

Thr

620

Met

Ala

r Ser

Lys

Phe

700

Ser

Thr

Asn

Lys

Leu

525

Asn

Gly

Gly

Val

Val

605

Ser

Thr

Asp

Gln

Gly

685

Asp

Trp

Ala

Thr

Asn

Gly

Pro

Leu

Ile

Phe

590

Asn

Ala

Leu

Gly

&70

Gly

Trp

Leu

Asp

Val

750

Ile

Lys

Gly

Ser

Gly

575

Asp

Val

Fro

Trp

Ile

655

Val

Asn

Ser

Ile

Gln
735



10

Val

Gly

Leu

800

Ile

<210>7
<211>4

Met

Asn

785

Gly

Leu

83

<212>PRT
<213> Bacillus licheniformis

<220>

<221>mat_peptide

Tyr Asn

770

Trp Thr

His

His Gln

<222> (1)..(483)

<400>7

Ala

1

Asn

Rla

Thr

Gly

Gly

Val

Glu

Asn

Asp

Glu

Ser

50

Glu

Glu

Tyr

Asp

Leu

Gly

His

35

G1ln

Phe

Leu

Gly

Val
115

755

Val

Asn

Gln

20

Gly

Ala

His

Gln

Asp

100

Thr

Pro

Ile

Asn

Gly
820

Gly

His

Ile

Asp

Gln

Ser

85

Val

Ala

Asn

Val

Gly
B80S

Thr 8

Thzr

Trp

Thr

Val

Lys

70

Ala

Val

Val

Lys

Gly

790

Thr

Leu

Arg

Ala

Gly

Gly

Ile

Ile

Glu

ES 2551711 T3

Thr

775

Leu

Val

Glu

Met

Arg

Val

40

TYr

Thr

Lys

Asn

Val
120

760

Ala

Gly

Glu

Asp

Gln

Leu

25

Trp

Gly

Val

Ser

His

105

Asp

Gln

Asn

Val

Val
825

Tyr

10

Gln

Ile

Ala

Arg

Leu

90

Lys

Fro

Thr

Gln

Pro

810

Ile

Phe

Asn

Fro

Tyr

Thr

15

His

Gly

Ala

40

Leu

Val

795

Ala

Asp

Glu

Asp

Pro

Asp

Lys

Ser

Gly

Asp

Thr

780

Gly

Leu

Gln

Trp

Ser

Ala

45

Leu

Tyr

Arg

Ala

Arg
125

765

Leu

Glu

Ser

Asn

Tyr

Ala

30

Tyr

Tyr

Gly

Asp

Asp

110

Asn

Pro

Lys

Thr

Met

15

Tyr

Lys

Asp

Thr

Ile

95

Ala

Arg

Ser

Ser

Ile
815

Pro

Leu

Gly

Leu

Lys

80

Asn

Thr

Val



Ile

Gly

145

Asp

Phe

Tyr

Ala

Leu

225

Leu

Phe

Tyr

His

Arg

305

Val

Ser

Thr

Ser

130

Arg

Gly

Gln

Asp

Ala

210

Asp

Arg

Thr

Leu

Tyr

290

Lys

Thrx

Thr

Arg

Gly

Gly

Thr

Gly

Tyr

195

Glu

Gly

BAsp

Val

Asn

275

Gln

Leu

Phe

Val

Glu
355

Glu

Ser

Asp

Lys

180

Leu

Ile

Phe

Trp

Rla

260

Lys

Phe

Leu

Val

Gln

340

Ser

His

Thr

Trp

165

Ala

Mat

Lys

Arg

Val

245

Glu

Thr

His

Asn

Asp

325

Thr

Gly

Leu

Tyr

150

Asp

Trp

Tyr

Arg

Leu

230

Asn

Tyr

Asn

Ala

Gly

310

Asn

Trp

Tyr

Ile

135

Ser

Glu

Asp

Ala

Trp

215

Asp

His

Trp

Phe

hla

285

Thr

His

Phe

Pro

Lys

Asp

Ser

Trp

hsp

200

Gly

Ala

Val

Gln

Asn

280

Ser

Val

Asp

Lys

GEln
360

ES 2551711 T3

Ala

Phe

Arg

Glu

185

Ile

Thr

Val

Arg

Asn

265

His

Thr

Val

Thr

Pro

345

val

Trp

Lys

Lys

170

Val

Asp

Trp

Lys

Glu

250

Asp

Ser

Gln

Ser

Gln

330

Leau

Phe

Thr

Trp

155

Leu

Ser

Tyr

Tyr

His

235

Lys

Leu

Val

Gly

Lys

315

Pro

Ala

TYyr

His

140

His

Asn

Asn

Asp

Ala

220

Ile

Thr

Gly

Phe

Gly

300

His

Gly

Tyr

Gly

41

Phe

Trp

hrg

Glu

His

205

Asn

Lys

Gly

Ala

Asp

285

Gly

Pro

Gln

RAla

Asp
365

His

Tyr

Ile

Asn

120

Pro

Glu

Phe

Lys

Leu

270

Val

Tyr

Leu

Ser

FPhe

350

Met

Phe

His

Tyr

175

Gly

Asp

Leu

Ser

Glu

255

Glu

Pro

Asp

Lys

Leu

335

Ile

Tyr

Pro
Phe
160
Lys
Asn
Val
Gln
Fhe
240
Met
Asn
Leu
Met
Ser
320
Glu

Leu

Gly
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15

Thr

Glu

385

Rsp

Ser

Gly

Trp

Glu

Lys Gly

370

Pro Ile Leu

Tyr Phe Asp

Ser Val Ala

Gly Ala Lys

His

Asp

Ser

Lys

His

Gln

Ala

Arg

375

390

405

420

435

450

Gly

465

Val

<210>

Gln Arg

8

<211> 2160

<212> ADN

<213> Bacillus sp.

<220>

<221>CDS

<222> (1)..(2157)

<220>

<221>mat_peptide
<222> (100)..(2157)

<400>

atg
Met

ggt
Gly

gcc
hla
-1

att

8

aaa
Lys

ctt
Leu

agc
Ser

gac

aag aaa
Lys Lys
-30

ctg ttc
Leu Phe
-15

agt tcc
Ser Ser

cgg ttt

RAsp Ile

Trp Gly

acqg
Thr

agc
Ser

gca
Ala

tac

Esn

Arg

Thr

Glu

His

Ser

Met

Gly

Phe

Arg

Bsp

Gly

Tyr

Asn

455

470

ctt
Leu

ggt
Gly

age
Ser

gat

tct
Ser

tct
Ser

gte
Val

999

tta
Leu

ctt
Leu
-10

aaa
Lys

gac

ES 2551711 T3

Glu

Lys

Ile

Leu

Val
440

Arg

Val

ttt
Phe
-25

cocg
Pro

999
Gly

acg

Ile

Gln

Val

Ala
425

Gly

Ser

Asn

gtg
Val

tac
Tyr

gac
Asp

acg

Pro

Tyr

Gly
410

Ala

Arg

Glu

Gly

gga
Gly

aat
Asn

gtg
Val
10

aac

Ala

Ala
395

Trp

Leu

Gln

Pro

Gly
475

ctg
Leu

cca
Pro

att
Ile

aac

42

Leu
380

Tyr

Thr

Ile

Asn

Val
460

Ser

atg
Met

aac
Asn
-5

tac
Tyr

aat

Lys

Gly

Arg

Thr

Ala
445

val

Val

ctec
Leu
=20

gce
Ala

cag
Gln

cct

His

Ala

Glu

Asp
430

Lys

Gln

Gly
415

Gly

Gly Glu

Ile

Ser

cte
Leu

gect
Ala

att
Ile

gcc

Asn

Ile

atc
Ile

gaa
Glu

atc
Ile
15

aaa

Ile
His
400

Asp

Thr

Ser

Tyr
480

48

96

144

192



Ile

agt
Ser

ggec
Gly

ctg
Leu

aca
Thr
a0

gat
Asp

acg
Thr

Lttt
Phe

gcg
Ala

ttt
Phe
160

aac
Asn

gcc
Lla

caa
Gln

ggt
Gly

tcy
Ser
240

gaa
Glu

Asp

tat
Tyr

999
Gly

ggc
Gly
€3

ctg
Leu

ttt
FPhe

ttg
Leu

gtg
Val

gaa
Glu
145

gat
Asp

tgg
Trp

ggt
Gly

tac
Tyx

ttg
Leu
225

ttg

Leu

tgg
Trp

Arg

gga
Gly

gat
Asp
50

gta
Val

gcg
Ala

aaa
Lys

gtc
Val

[olele
Prao
130

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Asp

tte
Fhe

ctg
Leu
210

cgg
Arg

gce
Ala

tac
Tyr

Phe

ctt
Leu
35

ctg
Leu

acg
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

aat
Asn
115

aat
Asn

ggc
Gly

gca
Ala

gac
Asp

tcg
Ser
195

acc
Thr

att
Ile

gat
Asp

gga
Gly

Tyr
20

tac
Tyr

gag
Glu

aca
Thr

acc
Thr

att
Ile
100

gat
Asp

cat
His

gce
Ala

aca
Thr

cgg
Arg
180

ctt

Leu

gat
Asp

gat
Asp

aaa
Lys

gat
Asp

Asp

gat
Asp

g99
Gly

atc
Ile

gat
Asp
85

gag
Glu

gct
Ala

tcg
Ser

ctec
Leu

aaa
Lys
165

tac
Tyr

goo
Ala

gcg
Ala

gcg
Ala

ctg
Leu
245

gac
Asp

Gly

ccg
Pro

gtt
Val

tgg
Trp
70

aac
Asn

gaa
Glu

cac
His

act
Thr

tac
Tyr
150

999
Gly

gag
Glu

gat
Asp

gcg
Ala

gtg
Val
230

tac

Tyr

ccc
Pro

Asp

acc
Thr

cgt
Arg
55

ttg
Leu

acg
Thr

cat
His

caa
Gln

cct
Pro
135

aac
Asn

tac
Tyr

gcg
Ala

ttg
Leu

gtt
Val
215

aag

Lys

caa
Gln

gga
Gly

ES 2551711 T3

Thr

aaa
Lys
40

caa
Gln

tcc
Ser

ggc
Gly

tte
Phe

aac
Asn
120

tLt
Fhe

aat
Asn

tte
Phe

caa
Gln

teg
Ser

200

caa
Gln

cat
His

aag
Lys

aca
Thr

Thr
25

tcg
Ser

aaa
Lys

ccg
Pro

tat
Tyr

999
Gly
105

gga
Gly

aag
Lys

gga
Gly

cac
His

tgg
Trp
185

cag
Gln

ttyg
Leu

ttt
Fhe

aaa
Lys

gcc
Ala

Asn

aag
Lys

ctt
Leu

gtt
Val

cac
His
90

aat
Asn

atc
Ile

gca
Ala

acc
Thr

cat
His
170

aaa
Lys

gaa
Glu

gta
Val

aat
Asn

gac
Asp
250

aat
Asn

Asn

tgg
Trp

cct
Fro

ttg

Leu
75

gga
Gly

tgg
Trp

aag
Lys

aac
Asn

tat
Tyr
155

aat
Asn

aac
Asn

aat
Asn

gcaL
Ala

tcg
Ser
235

att
Ile

cat
His

43

Asn

aaa
Lys

tat
Tyr
60

gac
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

gtg
Val

gat
Asp
140

atg
Met

g99
Gly

tte
Phe

ggc
Gly

cat
His
220

999

Gly E

ttc
Phe

ctg
Leu

Pro

atg
Met
45

ctt
Leu

aat
Asn

tgg

Trp

E

aca
Thr

att
Ile
125

tcc
Ser

ggc

\le

gac
Asp

acg
Thr

acg
Thr
205

ctg
Leu

gaa
Glu

Ala
30

tat
Tyr

aaa
Lys

ctg
Leu

acg
Thr

ttt
Phe
110

gtc
Val

acc
Thr

aat
Asn

atc
Ile

gat
Asp
120

att
Ile

gcg
Ala

tceo
Ser

gtg
Val

aag
Lys

Lys

tgg
Trp

cag
Gln

gat
ASpP

cgc
Arg

gac
Asp

gac
Asp

tet

Phe .

tat
Tyxr

agc
Ser
175

cca
Pro

gc
Ala

gat
Asp

aaa
Lys

9499
Gly
255

gte
Val

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912



cgg
Arg

acq
Thr

ctt
Leu

aat
Asn
320

gta
Val

act
Thr

gca
Ala

acg
Thr

agg
Arg
400

adadc
Asn

ttg
Leu

ttg
Leu

cty
Leu

tte
Phe
480

gct
Ala

tac
Tyr

gtg
Val

aac
Aszn
305

cta
Leu

aat
Asn

teg
Ser

ggc
Gly

aca
Thr
385

aac
Asn

aat
Asn

gtg
Val

cag
Gln

tty
Leu
465

acg
Thr

tca
Ser

gece
Ala

att
Ile
290

aat
Asn

atc
Ile

teg
Ser

cgg
Arg

ggc
Gly
370

acc
Thr

aat
Asn

gat
Asp

gco
Ala

acqg
Thr
450

999
Gly

ctt
Leu

gcg
Ala

aac
Asn
275

cga
Arg

atg
Met

aca
Thr

daac
Asn

ggt
Gly
355

aat
Asn

acc
Thr

gcg
Ala

gtt
val

atec
Ile
435

gcoc

hla

gygg
Gly

gcg
Ala

ccg
Pro

260

aac
Asn

aat
Asn

gtg
Val

ttt
Phe

aag
Lys
340

acyg
Thr

gac
Asp

gcc
Ala

gcg
Ala

tac
Tyr
420

aat
Asn

ttg
Leu

adc
Asn

cct
Pro

caa
Gln
500

age
Ser

gtg
Val

aac
Asn

atc
Ile
325

gcg
Ala

cce
Pro

ccg
Pro

ttt
Phe

ate
Ile
405

att
Ile

cga
Arg

cca
Pro

9499
Gly

gga
Gly
485

atc
Ile

ggt
Gly

tte
Phe

caa
Gln
310

gat
Asp

aat
Asn

tce
Ser

tac
Tyr

add
Lys
390

cag
Gln

tat
Tyr

aac
Asn

aat
Asn

att
Ile
470
gcc

Ala

gga
Gly

gte
Val

gg9¢
Gly
295

acg
Thr

aac
Asn

ttg
Leu

ate
Ile

aac
Asn
375

ga4d
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu

acg
Thr

ggc
Gly
455

tce

Ser

gtg
Val

teg
Ser

ES 2551711 T3

aat
Asn
280

aca
Thr

999
Gly

cat
His

cac
Hisg

tat
Tyr
360

cgg
Arg

gtg
Val

ggc
Gly

cgg
Arg

caa
Gln
440

age

Ser

gtt
Val

tct
Ser

gtt
Val

265

gtg
val

Lttt
Phe

aac
Asn

gat
Asp

cag
Gln
345

tat
Tyr

999
Gly

tca
Ser

ace
Thr

aaa
Lys
425

tce
Ser

tat
Tyr

tce
Ser

gtt
Val

gct
Ala
505

ctg
Leu

acyg
Thr

gag
Glu

atg
Met
330

gcg
Ala

gga
Gly

atg
Met

act
Thr

acc
Thr
410
ttt
Phe

tcc
Ser

gcg
Ala

aat
Asn

tgg
Trp
430

cca
Pro

44

gat
Asp

caa
Gln

tac
Tyr
315

tca
Ser

ctt
Leu

ace
Thr

atg
Mat

ctyg
Leu
395

ace
Thr

tte
Phe

tat
Tyr

gat
Asp

gga
Gly
475

cag
Gln

aat
Asn

tte
Fhe

acqg
Thr
300

aaa
Lys

aga
Arg

gct
Ala

gaa
Glu

ccyg
Pro
380

gcg
Ala

cag
Gln

aac
Asn

tcg
Ser

tat
Tyr
460

agt

Ser

tac
Ty

atg
Met

gat
Asp
285

atg
Met

tac
Tyr

Tttt
Phe

ttc
Fhe

caa
Gln
363

gcg
Ala

999
Gly

cgt
Arg

gat
Asp

att
Ile
445

ctyg
Leu

gte
Val

agc
Ser

gg9g9
Gly

270

ctc
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

ctt
Leu

att
Ile
350

tac
Tyr

ttt
Fhe

ttg
Leu

tgg
Trp

gte
Val
430

tce
Ser

teca
Ser

gt
Rla

aca
Thr

att
Ile
510

aac
Asn

gat
Asp

gaa
Glu

tcg
Serx
335

cte
Leu

atg
Met

gat
Asp

cgc
Arg

atc
Ile
415

gtg
val

ggt
Gly

999
Gly

teg
Ser

tece
Ser
495

ccg
Pro

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632
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ggt
Gly

acc
Thr

aat
Asn

gtyg
Val
560

att
Ile

cct
Pro

gaa
Glu

caa
Gln

agc
Ser
640

gcg
Ala

act
Thr

aat
Asn

gtg
Val

cgg
Arg
545

aaa
Lys

ttg
Leu

ccg
Pro

ttyg
Leu

dgg
Gly
625

gtt
Val

gat
Asp

cee
Pro

<210>9
<211>719
<212>PRT

<213> Bacillus sp.

<400>9

gty
Val

aca
Thr
530

att
Ile

gtc
WVal

agt
Ser

acc
Thr

9499
Gly
610

cce
Pro

cCca
Pro

gga
Gly

acyg
Thr

Met Lys Lys

Gly Leu Leu

-15

gtc acg atc
Val Thr Ile
515

ttt ggc gga
Phe Gly Gly

gaa gtg tac
Glu Val Tyr

acc gcg ggt
Thr Ala Gly
565

gga acg cag
Gly Thr Gln
580

aac ctg ggg
Asn Leu Gly

595

aat tgg agce
Rsn Trp Ser

ctg ctc gcg
Leu Leu Ala

gca gga aag
Ala Gly Lys
645

acg att caa
Thr Ile Gln
- 660

ggt gca acc
Gly Ala Thr
675

gac
Asp

gtg
Val

gtt
Val
550

gga
Gly

aca
Thr

gat
Asp

acqg
Thr

ccc
Pro
630

acg

Thr

tgg
Trp

ggt
Gly

999
Gly

aca
Thr
535

ccoc
Fro

gtt
Val

tcg
Ser

aag
Lys

gat
AsSp
615

aat

Asn

att
Ile

Jag
Glu

aac
Asn

ES 2551711 T3

ada
Lys
520

gcg
Rla

aac
Asn

tce
Ser

gtt
Val

att
Ile
600

acqg
Thr

tat
Tyr

caa
Gln

aat
Asn

att
Ile
680

ggt
Gly

act
Thr

atg
Met

agce
Sear

gtg
Val
585

tac
Tyr

agc
Ser

ceg
Pro

tte
Phe

ggt
Gly
665

act
Thr

ttt
Phe

gtg
Val

gee
Ala

aat
Asn
570

ctg
Leu

gga
Gly

gat
Asp

aag
Lys
650

tcg
Ser

gtt
Val

999
Gly

aaa
Lys

gec
Rla
555

ctg
Leu

act
Thr

acg
Thr

gce
Ala

tgg
Trp
635

ttec
Phe

aac
Asn

acg
Thr

acyg
Thr

tce
Ser
540

999
Gly

tat
Tyr

gtg
Val

ggc
Gly

gtt
Val
620

tet

FPhe

ttc
Phe

cac
His

tgg
Trp

acg
Thr
525

tgg
Trp

ctg
Leu

tct
Ser

aaa
Lys

aac

Asn
605

aac
Asn

tat
Tyr

atc
Il=

gtg
Val

caa
Gln
685

cag
Gln

aca
Thr

acc
Thr

tac
Tyr

agt
Ser
5390

ata
Ile

aat
Lsn

gta
Val

aag
Lys

gce
Ala
670

aac
Asn

gga
Gly

tcc
Ser

gat
Asp

aat
Asn
575

gcg
Ala

ccg
Pro

gcg
Ala

tte
Fhe

cat
Arg
655

aca
Thr

tag

Lys Thr Leu Ser Leu Phe Val Gly Leu Met Leu Leu Ile

-30

-25

=20

Phe Ser Gly Ser Leu Pro Tyr Asn Pro Asn Ala Ala Glu

-10

45

-5

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

211z

2160



Ala

-1

Ile

Ser

Gly

Leu

Thr

80

Asp

Thr

Phe

Ala

Fhe

160

Asn

Ala

Gln

Gly

(4]
[11]
H

Ser

Asp

Tyr

Gly

Gly

Leu

FPhe

Leu

Val

Glu

145

Asp

Trp

Gly

Tyr

Leu

223

Leu

Ser

Arg

Gly

Asp

Val

Ala

Lys

Val

Pro

130

Gly

Asp

Asp

Phe

Leu

210

Arg

Ala

Ser

Phe

Leu

35

Leu

Thr

Gly

Gln

Asn

115

Asn

Gly

Ala

Asp

Ser

135

Thr

Ile

Asp

Ala 5

Tyr

20

Tyr

Glu

Thr

Thr

Ile

100

Asp

His

Ala

Thr

Arg

180

Leu

Asp

Asp

Lys

Asp

Asp

Gly

Ile

Asp

Glu

Ala

Ser

Leu

Lys

165

Tyr

Ala

Ala

Ala

Leu

Val

Gly

Pro

Val

Trp

70

Asn

Glu

His

Thr

Tyr

150

Gly

Glu

Asp

Ala

val

230

Tyr

Lys

Asp

Thr

Arg

55

Leu

Thr

His

Gln

Pro

135

Bsn

Tyr

Ala

Leu

Val

215

Lys

Gln

ES 2551711 T3

Gly

Thre

Lys

40

Gln

Ser

Gly

Pha

Asn

120

Phe

Asn

Fhe

Gln

Ser

200

Gln

His

Lys

Asp

Thr

Ser

Lys

Pro

Tyr

Gly

105

Gly

Lys

Gly

His

Trp

185

Gln

Leu

Fhe

Lys

Val

10

Asn

Lys

Leu

Val

His

20

Asn

Ile

Ala

Thr

Lys

Glu

Val

Bsn

Asp

Asn

Trp

Pro

Leu

15

Gly

Trp

Lys

Asn

Tyr

155

Asn

Asn

Asn

hla

Ser

235

Ile

46

Tyr

Asn

Lys

Tyr

60

Lsp

Tyr

Thr

Val

Asp

140

Mat

Gly

Phe

Gly

His

220

Gly

Phe I

Gln

Pro

Met

45

Leu

Asn

Trp

Thr

Ile

125

Ser

Gly

Asp

Thr

Thr

205

Gly

Fhe

Ile

Ala

30

Tyr

Lys

Leu

Thr

Phe

110

Val

Thr

Asn

Ile

Asp

180

Ile

Ala

Ser

Val

Ile
15

Lys

Trp

Asp

Arg

95

Asp

Asp

Phe

Tyr

Ser

175

Pro

Ala

Asp

Lys

Gly



240

Glu

Arg T

Thr

Leu

Asn

320

Val

Thr

Ala

Thr

Arg

400

Asn

Leu

Leu

Leu

Phe
480

Trp

Val

Asn

305

Leu

RA=sn

Ser

Gly

Thr

385

Asn

Asn

Val

Gln

Leu

465

Thr

Tyr

Ala

Ile

290

Bsn

Ile

Ser

Arg

Gly

370

Thr

Asn

Asp

ARla

Thr

450

Gly

Leu

Gly

Asn

275

Arg

Met

Thr

A=sn

Gly

355

Asn

Thr

Ala

Val

Ile

435

Lla

Gly

Ala

Asp
260

Asn

Val

Fhe

Lys

340

Thr

Asp

Ala

Ala

Tyr

420

Asn

Leu

Asn

Pro

245

Asp

Ser

Val

Asn

Ile

325

Ala

Pro

Pro

Phe

Ile

405

Ile

Arg

Pro

Gly

Gly
485

Pro

Gly

Fhe

Gln

31¢

AsSp

Asn

Ser

Tyr

Lys

390

Gln

Tyr

Asn

Asn

Ile

470

Ala

Gly

Val

Gly

295

Thx

Asn

Leu

Ile

Asn

378

Glu

Tyr

Glu

Thr

Gly

455

Ser

Val

ES 2551711 T3

Thr

Asn

280

Thr

His

His

Tyr

360

Al‘!g

Val

Gly

Arg

Gln

440

Ser

Val

Ser

Ala

265

Val

Phe

Asn

Asp

Gln

345

Tvyx

Gly

Ser

Thr

Lys

425

Tyr

Ser

Val

250

Asn

Leu

Thr

Glu

Met

330

Ala

Gly

Met

Thr

Thr

410

Phe

Ser

Ala

Asn

Trp
450

47

His

Asp

Gln

Tyr

315

Ser

Leu

Thr

Met

Leu

395

Thr

Phe

Tyr

Asp

Gly

4735

Gln

Leu

Phe

Thr

300

Lys

Arg

Ala

Pro

380

Ala

Gln

Asn

Ser

Tyr

460

Ser

Tyr

Asp

285

Met

Tyr

Phe

FPhe

Gln T

365

Ala

Gly

Arg

Asp

Ile

445

Leu

Val

Ser

Lys

270

Leu

Tyr

Lys

Leu

Ile

350

Phe

Leu

Trop

Val

430

Ser

Ser

Ala

Thr

255

Val

Asn

Asp

Glu

Ser

335

Leu

Met

Asp

Arg

Ile

415

Val

Gly

Gly

Ser

Ser
495
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Ala Ser

Gly Asn

Thr Val

Asn Arg
545

Val Lys
560

Ile Leu

Pro Pro

Glu Leu

Gln Gly
625

Ser Val
640

Ala Asp

Thr Pro

<210>10
<211>514
<212>PRT

<213> Bacillus stearothemmophilus

<220>

ala

Val

Thr

530

Ile

Val

sSer

Thr

Gly

610

Pro

Pro

Gly

Thr

<221>mat_peptide
<222>(1)..(514)

Pro

Val

515

Phe

Glu

Thr

Gly

Asn

595

Asn

Leu

Ala

Thr

Gly
675

Gln

500

Thr

Gly

Val

Ala

Thr

580

Leu

Trp

Leu

Gly

Ile

660

Ala

Ile

Ile

Gly

Tyr

Gly

365

Gln

Gly

Ser

Bla

Lys

645

Gln

Thr

ES 2551711 T3

Gly

Asp

Val

Val

550

Gly

Thr

Asp L

Thr

Pro

630

Thr

Trp

Gly

Ser

Gly

Thr

535

Pro

Val

Ser

Asp

613

Asn

Ile

Glu

Asn

Val

Lys

520

Ala

Asn

Ser

Val

Ile

600

Thr

Tyr

Gln

Asn

Ile
680

48

Ala

505

Gly

Thr

Met

Ser

Val

285

Tyr

Ser

Pro

Phe

Gly

665

Thr

Pro

Fhe

Val

Ala

Azn

570

Phe

Leu

Gly

Asp

Lys

650

Ser

Val

Asn

Gly

Lys

Ala

555

Leu

Thr

Thr

Ala

Trp

635

Phe

Asn

Thr

Met

Thr

Ser

540

Gly

Tyr

Val

Gly

Val

620

Fhe

Fhe

His

Trp

Gly

Thr

525

Leu

Ser

Lys

L=sn

605

Asn

Tyr

Ile

Val

Gln
685

Ile

510

Gln

Thr

Thr

Tyr

Ser

5890

Ile

Asn

Val

Lys

Ala

670

Asn

Pro

Gly

Ser

Asp

Asn

575

Bla

Fro

Ala

Fhe

Arg

655

Thr



<400>

Ala

Pro

Leu

Gly

Leu

65

Lys

Gln

Thr

Glu

Pro

145

Phe

Lys

Asn

Pro

Thr
225

Ala

AsSp

Ser

Thr

50

Gly

Ala

Val

Glu

Ile

130

Gly

Asp

Fhe

Gly

Glu

210

Thr

Pro

Asp

Ser

35

Ser

Glu

Gln

Tyr

Trp

115

Ser

Arg

Gly

Asn
1585

Val

AsSn

Phe

Gly

20

Leu

Arg

Phe

Tyr

Ala

100

val

Gly

Gly

Val

g Gly

180

Tyr

Val

Ile

Asn

Thr

Gly

Ser

Asn

Leu

85

Asp

Asp

Thr

Asn

Asp

165

Ile

Asp

Thr

Asp

Gly

Leu

Asp
Gln
70

Gln
Val
Ala
Tyr
Thr
150
Trp
Gly
Tyr

Glu

Gly
230

Thr

Trp

Thr

Val

55

Lys

hla

Val

Val

Gln

135

Tyr

Asp

Lys

Leu

Leu

215

Fhe

Met

Thr

Ala

40

Gly

Gly

Ile

Phe

Glu

120

Ile

Ser

Glu

Ala

Met

200

Lys

Arg

ES 2551711 T3

Met

Lys

25

Leu

Tyr

Ala

Gln

Asp

105

Val

Gln

Ser

Ser

Trp

185

Tyr

Ser

Leu

Gln

10

Val

Trp

Gly

Val

Ala

20

His

Asn

Ala

Fhe

Arg

170

Asp

Ala

Trp

Asp

Tyr

Ala

Leu

Val

Arg

15

Ala

Lys

Fro

Trp

Lys

155

Lys

Trp

Asp

Gly

Ala
235

49

Phe

Asn

Pro

Tyr

60

Thr

His

Gly

Ser

Thr

140

Trp

Leu

Glu

Leu

Lys

220

Val

Glu

Glu

Pro

45

Asp

Lys

Ala

Gly

Asp

125

Lys

Arg

Ser

Val

Asp

205

Trp

Lys

Trp

Ala

30

Ala

Leu

Tyr

Ala

Ala

110

Arg

Phe

Trp

Arg

Asp

199

Met

Tyr

His

Tyr

15

Asn

Tyr

Tyr

Gly

Gly

95

Asp

Asn

Asp

Tyr

Ile

175

Thr

Asp

Val

Ile

Leu

Asn

Lys

Asp

Thr

Met

Gly

Gln

Phe

His

160

Tyr

Glu

His

Asn

Lys
240



Phe

Lys

Leu

Ala

Fhe

305

Thr

Ala

Phe

Asp

385

Asp

Thr

Gly

Phe

Asp
465

Val

Ser

Pro

His

Fro

230

Asp

Leu

Leu

Ile

Tyr

370

Pro

Tyr

Glu

Gly

Tyr

450

Gly

Pro

Phe

Leu

Asn

275

Leu

Met

Ala

Gln

Leu

355

Gly

Leu

Leu

Lys

Ser

435

Asp

Trp

Arg

Phe

Phe

260

Tyr

His

Arg

Val

Ser

340

Thr

Ile

Leu

Asp

Pro

420

Lys

Leu

Gly

Lys

Pro

245

Thr

Ile

Asn

Thr

Thr

325

Trp

Arg

Pro

Ile

His

405

Gly

Trp

Thr

Glu

Thr

hsp

val

Met

Lys

Leu

310

Phe

Val

Gln

Gln

Ala

320

Ser

Ser

Met

Gly

Phe

470

Thr

Trp

Gly

Lys

Phe

295

Met

Val

Asp

Glu

Tyr

375

Arg

Asp

Gly

Bsn
455

Lys

Val

Leu

Glu

Thr

280

Tyr

Thr

Asp

Pro

Asn

Arg

Ile

Leu

Val

440

Arg

Val

Ser

ES 2551711 T3

Ser

Tyr

265

Asn

Thr

Asn

Asn

Trp

345

Tyr

Ile

Asp

Ile

Ala

425

Gly

Ser

Asn

Thr

Asp

250

Trp

Gly

Ala

Thr

His

330

Phe

Fro

Pro

Tyr

Gly

410

Ala

Lys

Asp

Gly

Ile

val

Ser

Thr

Ser

Leu

315

Asp

Lys

Cys

Ser

Rla

385

Trp

Leu

Gln

Thr

Gly

475

Ala

Arg

Tyr

Met

Lys

300

Met

Thr

Fro

Val

Leu

380

Tyr

Thr

Ile

His

Val

460

Ser

Trp

50

Ser

Asp

Ser

285

Ser

Lys

Glu

Leu

Phe

365

Lys

Gly

Arg

Thr

Ala

445

Thr

Val

Ser

Gln

Ile

270

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala

350

Tyr

Ser

Thr

Glu

Asp

430

Gly

Ile

Ser

Ile

Thr
255
Asn
Fhe
Gly
Gln
Gly
335
Tyr
Gly
Lys
Gln
Gly
415
Gly
Lys
Asn

Val

Thr

Lys

Asp

Thr

Pro

320

Ala

Asp

Ile

His

400

Val

Pro

Val

Ser

Trp

480

Thr
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485

ES 2551711 T3

490

495

Arg Pro Trp Thr Asp Glu Phe Val Arg Trp Thr Glu Pro Arg Leu Val

Ala Trp

<210> 11

<211> 484
<212> PRT
<213> Aspergillus niger

<220>

<221>mat_peptide
<222> (1)..(484)

<400> 11

Leu

Asp

Gly

Leu

Tle

65

Gly

Ala

Tyr

Gly

Tyr
145

Ser

Arg

Asn

Asp

30

Thr

Tyr

Asp

Leu

Asn

130

Phe

Ala

Phe

Glu

35

Tyr

Glu

Trp

Asn

Met

115

Asp

His

500

Ala

Gly

20

Ile

Ile

Gln

Gln

Leu

100

Val

Val

Pro

Ser

Arg

Tyr

Glu

Leu

Gln
85

Tyr

Thr

Cya

Fro

10

Lys

Ser

Val

Cys
130

Asp

Gly

Met

35

Gln

Ile

Leu

Val

Ser

135

Leu

505

g Thr

Asn

Gly

40

Gly

Asp

Tyr

Ser

Pro

120

Val

Ile

Gln

Ser

25

Ser

Fhe

Thr

Asp

Asp

105

Asp

Phe

Thr

Ser

10

Thr

Trp

Thr

Ala

Val

Ala

His

Asp

Asp

51

Ile

Thr

Gln

Ala

Asp

Asn

Leu

Met

Pro

Trp
155

510

Tyr

Ala

Gly

Ile

6d

Gly

Ser

His

Gly

Phe

140

Asp

Phe

Thr

Ile

45

Trp

Glu

Asn

Ala

Tyr

125

Asp

Asn

Leu

Cys

30

Ile

Ile

Ala

Fhe

Arg

110

Ala

Ser

Leu

Leu

15

Asn

Asp

Ser

Tyr

Gly

Gly

Gly

Ser

Thr

Thr

Thr

His

Pro

His

80

Thr

Met

Asn

Ser

Met
160



Val

Asp

Asp

Leu

Val

225

Pro

Gln

Tyr

Leu

Thr

305

Ser

Gly

Asp

Arg

Asp
385

Glu

Thr

Leu

Glu

210

Tyr

Leu

Asn

Gly

290

Ser

Asp

Gly

Thr

Lys

370

Ala

Asp

Thr

Val

135

Val

Cys

Gln

Leu

Met

275

Asn

Asp

Gly

Lys

Ser

355

Leu

Phe

Cys

Glu

180

Ser

Gln

Val

Lys

Tyr

2680

Ile

Phe

Tyr

Ile

Val

340

Ala

Ala

Tyr

Trp

165

Thr

Asn

Pro

Gly

Val

245

Ala

Lys

Ile

Ser

Pro

325

Pro

Glu

Ile

Thr

Glu

Ala

Tyr

Asp

Glu

230

Leu

Phe

Ser

Glu

Gln

310

Ile

Tyr

Leu

Ala

Asp
390

Gly

Val

Ser

Mg
==
R

Ile

Asp

Glu

Val

Lsn

295

Ala

Val T

Asn

Tyr

Ala

375

Ser

ES 2551711 T3

Asp

Arg

Val

200

Phe

Asp

Gly

Ser

Ala

280

His

Lys

Arg

Thr
360

Asp

Asn

Thr

Thr

185

Asp

Pro

Asn

Val

Ser

265

Ser

Bsp

Lsn

Ala

Glu

345

Trp

Ser

Thr

Ile

170

Ile

Gly

Gly

Gly

Leu

250

Ser

Asp

Asn

Val

Gly

330

Ala

Ile

Ala

Ile

Val

Trp

Leu

Tyr

Asn

235

Asn

Gly

Cys

Pro

Leu

315

Glu

Thr

Ala

Tyr

Ala
395

52

Ser

Tyr

Arg

Asn

220

Pro

Tyr

Ser

Ser

Arg

300

Ser

Glu

Trp

Thr

Ile

380

Met

Leu
Asp
Ile
205
Lys
Ala
Pro
Ile
Asp
285
Phe
Tyr
Gln
Leu
Thr
365

Thr

Ala

Pro

Trp

120

Asp

Ala

Ser

Ile

Ser

270

Pro

Ala

Ile

His

Ser

350

Asn

Tyr

Lys

Asp

175

Val

Ser

Ser

Asp

Tyr

255

Asn

Thr

Lys

Phe

Tyr

335

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

Val

Gly

Cys

240

Trp

Leu

Leu

Tyr

Leu

320

Ala

Tyr

Ile

Asn

Thr
400



10

Ser Gly

Ser Ser

Lys Leu

Gly Asp
450

Pro Ala
465

Leu Tyr

<210>12
<211>435
<212> PRT

Ser

Tyr

Ile

435

Ile

Ser

Val

Gln Val
405

Thr Leu

420

Glu Ala

Pro Val

Val Val

Glu

<213> Humicola insolens

<220>

<221>mat_peptide
<222>(1)..(435)

<400> 12

Met Ala
1

Leun vVal

Leu Thr

Asn Phe
50

Gly Leu
65

Bsp Val

Arg

Asn

Thr

35

Ile

Gly

Cys

Ile

Thr

Tyr

Pro

BAsp
470

Gly Thr Al

Gly Gln

20

Phe Arg

Wal Leu

Pro Gly Gl

Pro Asp

85

70

ES 2551711 T3

Thr Val Leu

Leu Ser Gly

425

Thr Cys Thr
440

Met Ala Ser

455

Ser Ser Ser

a Leu

Lys Pro

Cys Thr

Asp Ser

55

y Cys

Val Glu

Leu

Gly

Ser

410

Ser

Ser

Gly

Leu

Glu
25

Lys Arg

40

Leu

Ser

Gly Asp

Ser

Cys

53

Asn

Gly

Val

Leu

Cys
475

Leu
10

Thr

His

Trp

Ala
a0

Lys

Tyr

Thr

Pro

460

Gly

Thr

Lys G

Gly

Pro

Gly

Thr

Val

445

Arg

Gly

Lla

Cys

Ile

60

Asn

Asn

Ser

Ser

430

Asp

Val

Ser

Leu

Val

Lys

45

His

Pro

Cys

Ser Gly

415

Gly Thr

Ser Ser

Leu Leu

Gly Arg

Leu

His

30

Pro

Arg

Pro

Ile

480

Leu

15

Fro

Ala

Ala

Pro

Met
95

Gly

Gln

Thr

Glu

Lys

80

Glu



Gly

Leu

Val

Thr

145

Gly

Lys

Asp

Glu

Ser

225

Tyr

Asn

Gly

Val

Arg

305

Lys

Ala

Ile

Arg

TYr

130

Gly

Met

Ser

Ala

Gly

210

Arg

Leu

Gly

Arg

Thr

230

Fhe

Glu

Thr

Pro

Leu

115

Leu

Fhe

Asn

Lys

Gln

195

Lys

Ala

Cys

Cys

Gly

275

Gln

Tyr

Gly

Gly

Asp

100

Gln

Leu

Glu

Ser

Tyxr

180

Cys

Gly

Ser

Glu

Gly

260

Glu

Phe

Val

Val

Ser

Tyr

His

Asp

Phe

Ala

155

Asn

Phe

Ser

His

Gly

245

Trp

Glu

Leu

Gln

Fro

325

Arg

Ser

Ile

Lys

Thr

150

Leu

Ser

Val

Cys

Val

230

Glu

Asn

Phe

Ala

Asp

310

Tyr

Lys

Gln

Leu

Thr

135

Fhe

Tyr

Gly

Thr

Cys

215

Val

Glu

Asn

Lys

Asn

295

Gly

Thr

Tyr

Tyr

Fro

120

Lys

Asp

Leun

Gly

Pro

200

Asn

Pro

Cys

Tvr

Val

280

Arg

Lys

Asn

Met
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Gly
105
Asp
Arg
Val
Ser
Ala
185
Phe
Glu
His
Ala
Arg
265
Asn
Arg
Val

Met

Glu

Val

Gly

Arg

Asp

Glu

170

Tyr

Ile

Met

Thr

Fhe

250

Val

Thr

Gly

Ile

Ile

330

Leu

Thr

Arg

Tyr

Ala

155

Met

Tyr

Asn

Asp

Cys

235

Glu

Asn

Leu

Lys

Glu

315

Asp

Gly

54

Thr

Val

Glu

140

Thr

Hisz

Gly

Ile

220

Asn

Gly

Val

Lys

Leu

300

Ser

Asp

Ala

Asn

Pro

125

Met

Lys

Pro

Thr

Leu

205

Trp

Lys

Val

Thr

Pro

285

Glu

Phe

Glu

Thr

Gly

110

Ser

Leu

Leu

Thr

Gly

120

Gly

Glu

Lys

Cys

Asp
270

‘Phe

Lys

Tyr

Phe

Gln

Thr

Pro

His

Pro

Gly

175

Tyr

Asn

Val

Gly

Asp

255

Tyr

Thr

Ile

Thr

Cys

335

Gly

Ser

Arg

Leu

Cys

160

Ala

Cys

Ile

Asn

Leu

240

Lys

Tyr

Val

His

Asn

320

Glu

Met
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20

ES 2551711 T3

340 345 350
Gly Glu Ala Leu Thr Arg Gly Met Val Leu Ala Met Ser Ile Trp
355 360 365
Asp Gln Gly Gly Asn Met Glu Trp Leu Asp His Gly Glu Ala Gly
370 375 380
Cys Ala Lys Gly Glu Gly Ala Pro Ser Asn Ile Val Gln Val Glu
385 390 385
Phe Pro Glu Val Thr Tyr Thr Asn Leu Arg Trp Gly Glu Ile Gly
405 410 415
Thr Tyr Gln Glu Val Gln Lys Pro Lys Pro Lys Pro Gly His Gly
420 425 430
Arg Ser Asp
435
<210>13
<211>1008
<212> ADN
<213> Themoascus aurantiacus
<220>
<221>CDS
<222>(1)..(1005)
<220>
<221>sig_peptide
<222> (1)..(90)
<220>
<221>mat peptide
<222>(91)..(1005)
<400> 13
atg aag ctc ggc tect cte gtg ctec gect cte age gca gct agg ctt aca
Met Lys Leu Gly Ser Leu Val Leu Ala Leu Ser Ala Ala Arg Leu Thr
-30 -25 -20 -15
ctg tcg goc cct ctc gca gac aga aag cag gag acc aag cgt gcg aaa
Leu Ser Ala Pro Leu Ala Asp Arg Lys Gln Glu Thr Lys Arg Ala Lys
=10 -5 -1 1
gta ttc caa tgg ttc ggt tcg aac gag tcc ggt gct gaa ttc gga agc
Val Phe Gln Trp Phe Gly Ser Asn Glu Ser Gly Ala Glu Phe Gly Ser
5 10 15
cag aac ctt cca gga gtc gag gga aag gat tat ata tgg cct gat ccc
Gln Asn Leu Pro Gly Val Glu Gly Lys Asp Tyr Ile Trp Pro Asp Pro
20 25 30

55

Trp

Pro

Pro

400

Ser

Pro

48

26

144

192



aac
Asn
35

cce
Pro

gat
Asp

cag
Gln

tac
Tyr

acg
Thr
115

aat
Asn

cag
Gln

atc
Ile

gtg
Val

tac
Tyr
195

acc
Thr

ggc
Gly

tac
Tyr

gce
Ala
275

ggc
Gly

acc
Thr

Lttt
Phe

ccg
Pro

aaa
Lys

aat
Asn
100

gtc
Val

adc
Azn

gcc
Ala

ttt
Fhe

aac
Asn
180

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp

gga
Gly

atg
Met
260

ggg
Gly

ate
Ile

att
Ile

atg
Met

aac
Asn

ggt
Gly
85

tct
Ser

gcc
Ala

gaa
Glu

gct
Ala

gtc
Val
165

gat
Asp

atg
Met

gta
Val

ctc
Leu

geco
Ala
245

gcc
Ala

gac
Asp

atg
Met

tac
Tyr
70

gcc
Ala

ata
Ile

tca
Ser

tac
Tyr

atc
Ile
150

gag
Glu

aac
Asn

cac
His

tct
Ser

agg
Arg
230

aac
Asn

cag
Gln

aca
Thr

gag
Glu
55

ctyg
Leu

tac
Tyr

atc
Ile

cag
Gln

cac
His
135

gac
Asp

ggc
Gly

atg
Met

cag
Gln

tcg
Ser
215

gcoc

Ala

gac
Asp

aac
Asn

ttg
Leu
40

aga
Arg

gca
Ala

gecc
Ala

tcg
Ser

ttt
Phe
120

gat
Asp

ggc
Gly

aat
Asn

aaa
Lys

tac
Tyr
200

acc
Thr

adC
Asn

gte
Val

aca
Thr

atc
Ile

ttg
Leu

gat
Asp

gte
Val

agc
Ser
105

gct
Ala

atg
Met

atc
ile

tcg
Ser

agc
Ser
185

ctg
Leu

atc
Ile

ggg
Gly

tgc
Cys

gac
Asp
265

agc
Ser

gtt
Val

ctc
Leu

gte
Val
90

cct
Pro

tecg
Ser

gac
Asp

cgt
Arg

tgg
Trp
170

ctyg
Leu

gac
Asp

ggt
Gly

aag
Lys

gag
Glu
250

gte
Val

ES 2551711 T3

aag
Lys

cce
Pro

ata
Ile
75

gat
Asp

tce
Ser

aat
Asn

cag
Gln

tcc
Ser
155

acc
Thr

acc
Thr

tct
Ser

caa
Gln

aag
Lys
235

acg

Thr

tgg
Trp

ccg tgg tgg gga gac tac
Fro Trp Trp Gly Asp Tyr
280

gcg tat cag cag ata ctt
Ala Tyr Gln Gln Ile Leu
295

ggg
Gly

aac
Asn
60

gcg
Ala

cct
Pro

gat
Asp

cca
Pro

acc
Thr
140

gcc
Ala

ggg
Gly

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu
220

ggc
Gly

gcc
Ala

act
Thr

ata
Ile

cct
Pro

atg
Met
45

tca
Ser

act
Thr

cat
His

ttec
Phe

ctg
Leu
125

tta
Leu

gga
Gly

gca
Ala

cca
Pro

gga
Gly
205

cga

Arg

atc
Ile

atc
Ile

ggc
Gly

tte tcc
Phe Serx

att ttg
Ile Leu

300

56

aac
Asn

atg
Met

gta
Val

dac
Asn

cag
Gln
110

gtc
Val

gtc
Val

gcc
Ala

tgg
Trp

tct
Ser
1390

tee
Ser

atc
Ile

atc
Ile

acg
Thr

gec
Ala
270

atc
Ile

acc
Thr

aat
Asn

tac
Tyr
95

acc
Thr

atc
Ile

cr
8]

=0
]
=

act
Thr

acc
Thr
175

gac
Asp

ggg
Gly

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly
255

atc
Ile

285

act ccg
Thx FPro

ttt
Phe

ggc
Gly

gca
Ala
BO

ggcec
Gly

ttc
Phe

ttc
Phe

aat
Asn

tce
Ser
160

tgg
Trp

aag
Lys

aca
Thr

agc
Ser

gag
Glu
240

atg
Met

tgg
Trp

atg gag
Met Glu

cgt
Arg

tct
Ser
65

atc
Ile

aga
Arg

tgg
Trp

gac
Asp

ctc
Leu
145

cag
Gln

acg
Thr

atec
Ile

tca
Ser

gca
Ala
225

Tttt
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

gtc
Val
50

ccg
Pro

acc
Thr

tac
Tyr

aaa
Lys

act
Thr
130

aac
Asn

tac
Tyr

aac
Asn

ata
Ile

gcg
hla
210

acg

Thr

gcg
Ala

gac
Asp

gcg
Ala

ccg
Pro

tat
Tyr

240

288

336

384

432

480

528

576

624

720

768

816

864

912

gac aat
Asp Asn
290

ctt tga
Leu
305

960

1008



<210> 14
<211>335
<212> PRT

<213> Themoascus aurantiacus

<400> 14

Met

=30

Leu

Val

Gln

Asn

35

Pro

Asp

Gln

Tyr

Thr

115

Asn

Gln

Lys

Ser

Phe

Asn

20

Thr

Phe

FPro

Lys

Asn

100

Val

Asn

Leun

hla

Gln

Leu

Tle

Met

Asn

Gly

Ser

Ala

Glu

Ala

Gly

Bro

Trp

FPro

Asp

Met

Tyr

70

Ala

Ile

Ser

Tyr

Ile

Ser

Leu

-10

Phe

Gly

Thr

Glu

55

Leu

Tyr

Ile

Gln

His

135

Asp

Leu
25

Ala

Gly

Val

Leu

a0

Arg

Bla

Ala

Ser

Phe

120

Asp

Gly
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Val

Asp

Ser

Elu

25

Ile

Leu

Asp

Val

Ser

105

Ala

Met

Ile

Leu Ala

Arg Lys

Asn Glu

10

Gly Lys

Ser Lys

Val Pro

Leu Ile

75

Val Asp

80

Pro Ser

Ser Asn

Asp Gln

Arg Ser

57

Leu

Gln

Ser

Asp

Asn

60

Ala

Pro

Asp

Pro

Thr

140

Ala

Ser

=20

Glu

Gly

Tyr

Met

43

Ser

Thr

His

FPhe

Leu

125

Leu

Gly

Ala

Thr

Ala

Tle

30

Asn

Met

Val

Asn

Gln

110

Val

Val

Ala

Ala

Lys

Glu

15

Trp

Ile

Thr

Asn

Tyr

Thr

Ile

Leu

Thr

Arg

Arg

Phe

Fro

Phe

Gly

Ala

80

Gly

Phe

Phe

Asn

Ser

Leu

Ala

Gly

Asp

Arg

Ser

65

Ile

Arg

Trp

Asp

Leu

145

Gln

Thr

-15

Lys

Ser

Pro

Val

50

Pro

Thr

Tyx

Lys

Thr

130

Asn

Tyr



Ile

Val

Tyr

195

Thr

Gln

Gly

Tyr

Ala

275

Gly

Phe

Asn

180

Glu

Cys

Trp

Gly

Met

260

Gly

Ile

Val

165

Asp

Met

Val

Leu

Ala

245

2la

Pro

Ala

150

Glu

Asn

His

Ser

Arg

230

Asn

Gln

Trp

Tyr

Met

Gln

Ser

215

Ala

Asp

Asn

Trp

Gln
295

Asn

Lys

Tyr

200

Thr

Asn

Val

Thr

Gly

280

Gln

Ser

Ser

185

Leu

Ile

Gly

Cys

Asp

265

Rsp

Ile
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Trp

170

Leu

Asp

Gly

Lys

Glu

250

Val

Tvr

Leu

155

Thr

Thr

Ser

Gln

Lys

235

Thr

Trp

Ile

Pro

Gly

Asp

Asp

Glu

220

Gly

Ala

Thr

Fhe

Ile
300

58

Ala

Pro

Gly

205

Arg

Ile

Ile

Gly

Ser

285

Leu

Trp

Ser

150

Ser

Ile

Ile

Thr

Ala

270

Met

Thr

Thr

175

Asp

Gly

Thr

Gly

Gly

255

Ile

Glu

Pro

1e0

Trp

Lys

Thr

Ser

Glu

240

Mat

Trp

Pro

Tyr

Thr

Ile

Ser

Rla

223

Phe

Leu

Trp

Asp

Leu
305

Asn

Ile

hla

210

Thr

Ala

Asp

Ala

Asn
290
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para producir un mosto de cerveza que comprende la fomacidon de un macerado a partir de una
molienda, y la puesta en contacto de dicho macerado con una pululanasa, donde dicha pululanasa tiene una
secuendia de aminoacidos que es almenos un 98 % idéntica a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID
n°4.

2. Proceso segun la reivindicacién 1, donde la pululanasa es derivada de Bacillus acidopullulyticus.

3. Proceso segun la reivindicacidon 1 o 2, que comprende ademas la puesta en contacto de dicho macerado con una
glucoamilasa y/o alfa-amilasa.

4. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la glucoamilasa y/o alfa-amilasa es derivada
de Aspergillus niger o Talaromyces emersonii.

5. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la puesta en contacto del
macerado con una enzima seleccionada del grupo consistente en celulasa, isoamilasa, xilanasa y proteasa.

6. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la molienda comprende grano malteado y/o
no malteado.

7. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el grano no malteado y/o el grano malteado
es seleccionado a partir de la lista consistente en cebada, trigo, centeno, sorgo, milla, maiz yarroz

8. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el grano malteado comprende grano malteado
seleccionado a partir de cebada, trigo, centeno, sorgo, milla, maiz, y arrozmalteados.

9. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el mosto es concentrado y/o seco.

10. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la fermentacién del mosto
para obtener una bebida alcohdlica.

11. Proceso segun la reivindicacion 10, donde la bebida alcohdlica es una cerveza.

12. Proceso segun la reivindicaciéon 11, donde la cerveza es ale, strong ale, amarga, stout, porter, lager, cerveza de
exportacion, licor de malta, vino de cebada, cerveza happoushu, cerveza de alta graduacion alcohdlica, cerveza de
baja graduacion alcohdlica, cerveza baja en calorias o cerveza light.

13. Composicion adecuada para su uso en el método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, dicha
composicion comprende una pululanasa, una glucoamilasa y opcionalmente una alfa-amilasa, donde dicha
pululanasa tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 98% idéntica a la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID n°4.

14. Composicién segun la reivindicacion 13, donde la glucoamilasa y/o la alfa-amilasa es derivada de Aspemillus
niger o Talaromyces emersonii.
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