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DESCRIPCION
Variante de enzima lipolitica
Campo de la invencion

[0001] La presente invencién se refiere a variantes de enzimas lipoliticas fungicas, particularmente variantes con
propiedades alteradas, y a métodos de produccion de tales variantes.

Antecedentes de la invencion

[0002] Se conoce el uso de enzimas lipoliticas fungicas, por ejemplo la lipasa de Thermomyces lanuginosus
(sinénimo Humicola lanuginosa), para varios fines industriales, tales como adicion a detergentes y en la coccion en
horno.

[0003] WO 92/05249, WO 9219726, WO 97/07202 y WO 0032758 revelan variantes de la lipasa T. lanuginosus (H.
Lanuginosa) teniendo propiedades alteradas.

Resumen de la invencion

[0004] Los inventores han descubierto que las propiedades de una enzima lipolitica fingica se pueden alterar por la
sustitucion de determinados residuos aminoacidos.

[0005] Por consiguiente, la invencion proporciona una enzima lipolitica que es una variante de una enzima lipolitica
fungica original, que incluye una sustitucion de aminoacido en A150C/D/E / F/G/H/I/K/L/M/N/P/Q/R/SIT/V/W/i en SEC
ID n.°: 1 y donde la variante tiene al menos 80% de homologia con SEC ID n.°: 1 determinado al usar gap con los
ajustes siguientes para la comparacién de secuencia polipeptidica: penalizacién por creacién de gap de 3.0 y
penalizacion por extension de gap de 0.1 y que tiene una especificidad de sustrato alterado en comparacion con el
polipéptido original.

[0006] La invencién también proporciona un método para producir una enzima lipolitica que comprende:
a) seleccionar un polipéptido original teniendo la secuencia de aminoacidos de SEC ID n.°: 1;
b) preparar un polipéptido derivado del polipéptido original sustituyendo residuo de aminoacido en A150 en
SECIDn.°: 1;
c) ensayar la actividad enzimatica lipolitica del polipéptido;
d) seleccionar un polipéptido con actividad enzimatica lipolitica y una especificidad de sustrato alterado en
comparacion con el polipéptido original; y
e) producir el polipéptido seleccionado.

Descripcion detallada de la invencion
Enzima lipolitica original

[0007] La enzima lipolitica a utilizar en la presente invencion se clasifica en EC 3.1.1 Hidrolasas de Ester Carboxilico
segun nomenclatura enzimatica (disponible en http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/enzyme).

La especificidad de sustrato puede incluir actividades tales como EC 3.1.1.3 triacilglicerol-lipasa, EC 3.1.1.4
fosfolipasa A2, EC 3.1.1.5 lisofosfolipasa, EC 3.1.1.26 galactolipasa, EC 3.1.1.32 fosfolipasa A1, EC 3.1.1.73 feruloil
esterasa.

[0008] La enzima lipolitica original es fungica y tiene una secuencia de aminoacidos que se puede alinear con SEC
ID n.°: 1 que es la secuencia de aminoacidos mostrada en posiciones 1-269 de SEC ID n.°: 2 de US 5,869,438 para
la lipasa de Thermomyces lanuginosus (sindbnimo Humicola lanuginosa), descrita en EP 258 068 y EP 305 216.

La enzima lipolitica original puede tener particularmente una secuencia de aminoacidos con al menos 50 % de
homologia con SEC ID n.°: 1.

Ademas de la lipasa de T. lanuginosus, otros ejemplos son una lipasa de Penicillium camemberti (P25234),
lipasa/fosfolipasa de Fusarium oxysporum (EP 130064, WO 98/26057), lipasa de F. heterosporum (R87979),
lisofosfolipasa de Aspergillus foetidus (W33009), fosfolipasa A1 de A. oryzae (JP-A 10-155493), lipasa de A. oryzae
(D85895), lipasalesterasa de acido ferulico de A. niger (Y09330), lipasa/esterasa de acido ferulico de A. tubingensis
(Y09331), lipasa de A. tubingensis (WO 98/45453), lisofosfolipasa de A. niger (WO 98/31790), lipasa de F. solani
que tiene un punto isoeléctrico de 6.9 y un peso molecular aparente de 30 kDa (WO 96/18729).

[0009] Otros ejemplos son la familia de lipasas Zygomycetes que comprenden lipasas que tienen al menos 50 % de
homologia con la lipasa de Rhizomucor miehei (P19515) que tiene la secuencia mostrada en SEC ID n.%: 2.

Esta familia también incluye las lipasas de Absidia reflexa, A. sporophora, A. corymbifera, A. blakesleeana, A.
griseola (todas descritas en WO 96/13578 y WO 97/27276) y Rhizopus oryzae (P21811).

Los numeros en paréntesis indican publicacién o adhesion al EMBL, GenBank, Gene-Seqp o bases de datos de
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Swiss-Prot.
Variantes de enzima lipolitica

[0010] La variante de enzima lipolitica de la invencion comprende uno o varias sustituciones de los residuos de
aminoacidos especificados.

El numero total de tales sustituciones es tipicamente no mas de 10, por ejemplo una, dos, tres, cuatro, cinco o seis
de dichas sustituciones.

[0011] Ademas, la variante de enzima lipolitica de la invencién puede incluir opcionalmente otras modificaciones de
la enzima original, tipicamente no mas de 10, por ejemplo no mas de 5 de dichas modificaciones.

[0012] La variante generalmente tiene una homologia con la enzima lipolitica original de al menos 80%, por ejemplo
al menos 85%, tipicamente al menos 90 % o al menos 95 %.

Sustituciones especificas

[0013] La variante puede comprender sustituciones que corresponde a uno o mas de los siguientes en la lipasa T.
lanuginosus (SEC ID n.°: 1) con la condicién de que el aminoacido de la enzima original se sustituya con otro
aminoacido:

A150a A, C,D,E,F,GH ILK,L,M,N,P,QR,S, T,V,W,Y

Propiedad alterada

[0014] La variante de la invencion tiene una o mas propiedades alteradas en comparacion con la enzima original.
La propiedad alterada puede ser, por ejemplo, una termoestabilidad aumentada, una dependencia de pH alterado, o
una especificidad de sustrato alterado.

[0015] Cuando se usa en un detergente, la enzima lipolitica también puede tener un efecto detergente mejorado,
particularmente un efecto de lavado de un ciclo mejorado.

[0016] Cuando se usa en la coccion en horno, la enzima lipolitica puede dar como resultado una miga mas blanda y
una mejor elasticidad desde el dia 0 al dia 7 durante el almacenamiento del producto horneado.

Ademas, puede ser mejorado el volumen de rebanada y reposo del producto horneado.

Estas propiedades se pueden evaluar como se describe en WO 0032758.

Termoestabilidad

[0017] La termoestabilidad se puede medir a un pH pertinente para la aplicacion prevista utilizando un tampén
adecuado.

Ejemplos de tampones y pH son: pH 10.0 (50 mM tampén de glicina), pH 7.0 (50 mM tampén HEPES) o pH 5.0 (50
mM acetato sédico como tampon).

[0018] Para la comparacion, las mediciones deberian ser hechas en el mismo tampdn, en las mismas condiciones y
en la misma concentracion de proteina.
Varios métodos se pueden usar para medir la termoestabilidad:

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

[0019] En la DSC, el indice de calentamiento puede ser 90 grados por hora.
La muestra se puede purificar para homogeneidad, y la temperatura de fusion (Tu) puede tomarse como una
expresion de la termoestabilidad.

Actividad enzimatica residual

[0020] Alternativamente, la termoestabilidad se puede determinar midiendo actividad enzimatica lipolitica residual
tras la incubacién a temperaturas seleccionadas. Se puede utilizar éster de p-nitrofenilo en 10 mM Tris-HCI, pH 7.5
como el sustrato, como se describe en Giver et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(1998)12809-12813 y Moore et al.
Nat. Biotech. 14(1996) 458-467.

Pueden ser afiadidas muestras periédicamente, o s6lo una muestra se puede utilizar con o sin diferentes aditivos
para prevenir o0 mejorar la desnaturalizacién, por ejemplo en un formato de 96 pocillos.

Espectroscopia de CD

[0021] Espectroscopia de CD como se describe por ejemplo en Yamaguchi et al. Protein engineering 9(1996)789-
795.
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Concentracion enzimatica tipica es alrededor de 1 mg/ml, temperatura entre 5-80 grados
Especificidad de sustrato de actividad alterada

[0022] En comparacion con la enzima lipolitica original, la variante de la invencién puede tener una especificidad de
sustrato alterado, es decir una proporcion alterada de actividades hacia diferentes enlaces estéricos en sustratos.
Esto se puede utilizar para aumentar una actividad deseada y/o reducir una actividad no deseada y asi reducir el
indice de una actividad no deseada a una actividad deseada.

[0023] Asi, una enzima con actividad de fosfolipasa aumentada puede ser Util, por ejemplo, en la coccién en horno o
en la purificacion de aceite vegetal.

Se puede desear aumentar la actividad hidrolitica en digalactosil diglicérido (DGDG) para usar en la coccion en
horno.

[0024] Se puede desear aumentar la actividad lipasica para cualquier uso industrial donde se usan lipasas.

Para uso en detergentes o coccion en horno se puede desear aumentar la actividad en triglicéridos de cadena larga
(C16-C20), ¥ se puede desear aumentar la especificidad para acidos grasos de cadena larga disminuyendo la
proporcion de actividad en acidos grasos de cadena corta o cadena media (C4-Cg) a la actividad en los acidos
grasos de cadena larga.

[0025] Para uso en el desarrollo de sabor en productos alimenticios (tal como maduracion de queso) se puede
desear aumentar la actividad lipasica en triglicéridos de cadena corta o cadena media (C4-Cs).

[0026] Para uso como una fosfolipasa en la purificacién de aceite vegetal, se puede desear reducir el indice de
actividad lipasica en triglicéridos de cadena larga (C16-C20) a la actividad fosfolipasica.

[0027] Para uso en detergente, la enzima lipolitica puede tener una especificidad de cadena larga/cadena corta
aumentada en comparaciéon con la enzima original, por ejemplo una proporcion aumentada de actividad en
triglicéridos de cadena larga (por ejemplo (C16-C20) a la actividad en ftriglicéridos de cadena corta (por ejemplo Cy-
Cas).

Esto se puede determinar como la proporcion de SLU con aceite de oliva como el sustrato y LU con tributirina como
sustrato (métodos descritos mas tarde en esta especificacion).

Dependencia de pH alterado
[0028] La enzima lipolitica puede tener un pH aumentado 6ptimo o un pH reducido éptimo.

[0029] La dependencia de pH alterado puede ser un indice aumentado de actividad alcalina/neutra, es decir un
indice aumentado de actividad lipasica (por ejemplo actividad lipasica) en pH alcalino (por ejemplo pH 9-10) a la
actividad en pH neutro (alrededor de pH 7).

Esto se puede determinar con tributirina como el sustrato como se describe mas tarde en esta especificacion.

Efecto de lavado de un ciclo

[0030] El efecto de lavado de un ciclo es descrito en WO 9707202.

Se puede determinar sometiendo 7 muestras de algodén manchadas de manteca de cerdo (9 x 9 cm) por vaso de
precipitado a un lavado de un ciclo en un Terg-O-to-Meter (TOM) termostatizado, conteniendo cada vaso de
precipitado 1000 ml de agua que comprende 3.2 mM Ca2+/Mg2+ (en una proporcion de 5:1) y 5 g/l de dicha
composicion de detergente, pH 10, y que comprende 12500 LU/l de la enzima lipolitica, siendo realizado el
tratamiento de lavado durante 20 minutos a una temperatura de 30°C, seguido de aclarado durante 15 minutos en
agua que sale del grifo y durante toda la noche en linea de secado a temperatura ambiente, extraccion posterior y
cuantificacion de materia grasa en las muestras por extraccion de Soxhlet.

Esto se puede hacer utilizando composicion de detergente A o B descrita en WO 9707202.

Uso de variante

[0031] Las variantes de la invencidn se pueden utilizar en aplicaciones conocidas de enzimas lipoliticas por analogia
con la técnica anterior, por ejemplo:
Una variante con actividad lipasica se puede utilizar en la industria de pulpa y papel, para eliminar alquitran
o para eliminar tinta de papel usado. WO 9213130, WO 9207138, JP 2160984 A, EP 374700.
Una variante con fosfolipasa y/o actividad DGDGase se puede utilizar en la preparacion de masa, pan y
pasteles, por ejemplo para aumentar la estabilidad de la masa y propiedades de manipulacién de la masa, o
para mejorar la elasticidad del pan o pastel. WO 94/04035, WO 00/32758.
Una variante con actividad fosfolipasica se puede utilizar en un proceso para la reduccion del contenido de
fosfolipido en un aceite comestible. US 5,264,367 (Metallgesellschaft, R6hm); K. Dahlke & H. Buchold,
INFORM, 6 (12), 1284-91 (1995); H. Buchold, Fat Sci. Technol., 95 (8), 300-304 (1993); JP-A 2-153997
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(Showa Sangyo); o EP 654,527 (Metallgesellschaft, R6hm).

Una variante con actividad de lisofosfolipasa se puede utilizar para mejorar la filtrabilidad de una solucién
acuosa o lodo de origen de carbohidrato, por ejemplo hidrolizado de almidén, especialmente un hidrolizado
de almidén de trigo. EP 219,269

Una variante con actividad fosfolipasica se puede utilizar para la preparacion de lisofosfolipido, por ejemplo
lisolecitina (EP 870840, JP-A 10-42884, JP-A 4-135456 o JP-A 2-49593) de para la producciéon de
mayonesa (EP 628256, EP 398666 o EP 319064).

Una variante con actividad fosfolipasica también se puede utilizar en el procesamiento de productos lacteos
y otros productos alimenticios, por ejemplo como se describe en EP 567,662 (Nestlé), EP 426,211
(Unilever), EP 166,284 (Nestlé), JP-A 57-189638 (Yakult) o US 4,119,564 (Unilever).

Una variante con actividad hacia grupos grasos de acilo de cadena corta se puede utilizar para liberar
acidos grasos libres (FFA) para el desarrollo de sabor en productos alimenticios, por ejemplo en la
maduracion de queso, por ejemplo como se describe en M. Hanson, ZFL, 41 (10), 664-666 (1990)).

Una variante con actividad fosfolipasica se puede utilizar en la industria del cuero. GB 2233665, EP 505920.
Una variante con actividad lipasica se puede utilizar para eliminar materia grasa que contiene ésteres
hidrofébicos (por ejemplo triglicéridos) durante el acabado de tejidos. WO 93/13256.

Uso en detergente

[0032] La variante se puede utilizar como un aditivo de detergente, por ejemplo en una concentraciéon (expresada
como proteina enzimatica pura) de 0,001-10 (por ejemplo 0,01-1) mg por gramo de detergente o 0,001-100 (por
ejemplo 0,01-10) mg por litro de solucién de lavado.

En detergentes, la variante puede tener una alta actividad en los triglicéridos de cadena larga (C1s-C20) para mejorar
la eliminacion de suciedad grasa.

La variante puede tener actividad fosfolipasica.

La variante puede tener baja actividad hacia acidos grasos de cadena corta (C4-Cs) en triglicéridos.

WO 97/04079, WO 97/07202, WO 97/41212, WO 98/08939 y WO 97/43375.

[0033] La enzima lipolitica de la invencion se puede utilizar en una composicion de detergente.

Se puede incluir en la composicién de detergente en la forma de un granulado no pulverulento, un liquido
estabilizado, o una enzima protegida.

Granulados no pulverulentos se pueden producir, por ejemplo, como se divulga en US 4,106,991 y 4,661,452
(ambos de Novo Industri A/S) y pueden opcionalmente ser recubiertos por métodos conocidos en la técnica.
Preparaciones enzimaticas liquidas pueden, por ejemplo, ser estabilizadas afiadiendo un poliol como propilenglicol,
un azucar o alcohol de azucar, acido lactico o &cido bérico segun métodos establecidos.

[0034] La composicion de detergente puede estar en cualquier forma conveniente, por ejemplo como polvo,
granulos, pasta o liquido.

Un detergente liquido puede ser acuoso, conteniendo tipicamente hasta 70% de agua y 0-30% de solvente organico,
0 NO acuoso.

[0035] La composicidon de detergente comprende uno o varios surfactantes, cada uno de los cuales puede ser
aniénico, no idénico, catiénico, o zwitteridnico.

El detergente normalmente contendra 0-50% de surfactante aniénico como sulfonato de alquilbenceno lineal (LAS),
sulfonato de alfa-olefina (AOS), sulfato de alquilo (sulfato de alcohol graso) (AS), alcohol etoxi sulfato (AEOS o AES)
alcanosulfonatos secundarios (SAS), ésteres de metilo de acido graso alfa-sulfo, acido alquil o alquenilsuccinico,
jabon.

También puede contener 0-40% de surfactante no i6nico como alcohol etoxilato (AEO o AE), etoxilatos de alcohol
carboxilado, nonilfenol etoxilato, alquilpoliglicésido, 6xido de alquil dimetil amina, monoetanolamida de acido graso
etoxilado, monoetanolamida de acido graso, o amida de acido graso de alquilo de polihidroxi (por ejemplo como se
describe en WO 92/06154).

[0036] El detergente puede contener 1-65% de un constructor de detergente o agente complejante como zeolita,
difosfato, trifosfato, fosfonato, citrato, acido nitrilotriacético (NTA), acido etilenodiaminatetraacético (EDTA), acido
dietilenotriaminopentaacético (DTMPA), acido alquil o alquenilsuccinico, silicatos solubles o silicatos estratificados
(por ejemplo SKS-6 de Hoechst).

El detergente también puede ser sin construir, es decir esencialmente libre de constructor de detergente.

[0037] EI detergente puede contener un sistema blanqueante que puede comprender una fuente de H>O2 como
perborato o percarbonato que puede ser combinada con un activador blanqueante de formacion de peracido como
tetraacetiletilenodiamina (TAED) o nonanoiloxibencenesulfonato (NOBS).

Alternativamente, el sistema blanqueante puede comprender peroxiacidos de, por ejemplo, la amida, imida, o tipo
sulfona.

[0038] El pH (medido en solucién acuosa a la concentracion de uso) usualmente sera neutro o alcalino, por ejemplo
en el rango de 7-11.
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[0039] Ademas, el detergente puede ser un detergente de lavado de vajilla con surfactante que contenga
tipicamente 0-90% de surfactante no iénico como alcoholes etoxilados y propoxilados de cadena lineal con poca o
sin ninguna formacion de espuma.

Nomenclatura para sustituciones de aminoacidos

[0040] La nomenclatura que aqui se usa para definir sustituciones de aminoacidos usa el codigo de letra Unica,
como se describe en WO 92/05249.

[0041] Asi, D27N indica sustitucion de D en la posicién 27 con N. D27N/R indica una sustitucion de D27 con N o R.
L227X indica una sustitucién de L227 con cualquier otro aminoacido.
D27N +D111A indica una combinacién de las dos sustituciones.

Homologia y alineacion

[0042] Para fines de la presente invencion, el grado de homologia puede ser adecuadamente determinado mediante
programas informaticos conocidos en la técnica, como gap proporcionado en el paquete de programas GCG
(Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive,
Madison, Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B. and Wunsch, C.D., (1970), Journal of Molecular Biology, 48,
443-45), que usa gap con los ajustes siguientes para la comparacion de secuencia de polipéptido: penalizacion por
creacioén de gap de 3.0 y penalizacién por extension de gap de 0.1.

[0043] En la presente invencion, posiciones correspondientes (u homoélogas) en las secuencias de lipasa de
Rhizomucor miehei (rhimi), Rhizopus delemar (rhidl), Thermomyces lanuginosus (anteriormente; Humicola
lanuginosa) (SP400), Penicillium camemberti (PCL) y Fusarium oxysporum (FoLnp11) se definen por la alineacion
mostrada en la figura 1 de WO 00/32758.

[0044] Para encontrar las posiciones homdlogas en las secuencias de lipasa no mostradas en la alineacion, la
secuencia de interés se alinea con las secuencias mostradas en la figura 1.

La nueva secuencia se alinea con la alineacion actual en la fig. 1 usando el alineamiento con gaps para la secuencia
mas homologa encontrada por el programa GAP.

Se proporciona gap en el paquete de programas GCG (Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8,
August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B.
and Wunsch, C.D., (1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443-45).

Los ajustes siguientes se usan para la comparacion de secuencia de polipéptido: penalizaciéon por creacion de gap
de 3.0 y penalizacion por extension de gap de 0.1.

Procedimiento para obtener variantes termoestables

[0045] Variantes termoestables de una enzima lipolitica original dada se pueden obtener por el siguiente
procedimiento estandar:
e Mutagénesis (oligonucleétidos dopados propensos a error, oligonucleétidos enriquecidos)
Cribado Primario
Identificacién de mas mutantes estables de temperatura
Mantenimiento (cultivo de glicerol, placas AMP LB, Mini-Prep)
En estrias en otra placa de ensayo - cribado secundario (1 grado mas alto que el cribado primario)
Secuenciacién del ADN
Transformacién en Aspergillus
Cultivo a escala de 100 ml, purificacion, DSC

Ensayo de cribado primario

[0046] El siguiente método de ensayo se utiliza para cribar variantes enzimaticas lipoliticas e identificar variantes con
termoestabilidad mejorada.

[0047] Células de E. coli que albergan variantes de un gen de enzima lipolitica son preparadas, por ejemplo por PCR
con tendencia al error, mutagénesis aleatoria 0 mutagénesis aleatoria localizada o por una combinacién de mutantes
beneficiosos y mutagénesis de saturacion.

[0048] El ensayo se realiza con filtros encima de una placa de LB agar.

Células de E. coli se cultivan en filtros de acetato de celulosa suministrados con nutrientes de la placa de LB agar y
bajo la presién de seleccion de ampicilina suministrada con el LB agar.

Proteinas incluyendo la enzima deseada se recogen en un filtro de nitrocelulosa entre LB agar y filtro de acetato de
celulosa.
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Este filtro de nitrocelulosa se incuba en un tampén de pH deseado (generalmente 6.0) y a la temperatura deseada
durante 15 minutos (por ejemplo 78 grados para la lipasa T. lanuginosus).

Después de enfriar los filtros en el agua helada, la actividad lipasica residual se determina a través de la escision de
acetato de indol y la coloracién posterior del producto de reaccién con cloruro de tetrazolio nitro azul como es
descrito por Kynclova, E et al. (Journal of Molecular Recognition 8 (1995)139-145).

[0049] EI tratamiento térmico aplicado es ajustado de modo que la generacidén original es ligeramente activa,
aproximadamente 5-10 % en comparacién con muestras incubadas a temperatura ambiente.
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Esto facilita la identificacion de mutantes beneficiosos.

Listado de secuencias

[0050]

<110> Novozymes A/S
Roggen, Erwin L

<120> Variante de enzima lipolitica
<130> 10177-EP-ETDI5]

<150> PA 2000 00707
<151> 2000-04-28

<150> US 60/203,345
<151>2000-05-10

<150> PA 2001 00327
<151>2001-02-28

<150> US 60/277,817
<151>2001-03-21

<160> 1

<170> Versién de Patentin 3.3
<210> 1

<211> 269

<212> PRT

<213> Thermomyces lanuginosus

<400> 1
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REIVINDICACIONES

1. Enzima lipolitica que es una variante de una enzima lipolitica fungica original, que incluye una sustitucion de
aminoacido en A150C/D/E/F/G/H/I/K/IL/IM/N/P/O/R/SITINV/W/Y en SEC ID n.°: 1 y donde la variante tiene al menos
80% de homologia con SEC ID n.°: 1 determinado al usar gap con los ajustes siguientes para la comparacion de
secuencia polipeptidica: penalizacion por creacion de gap de 3.0 y penalizacion por extension de gap de 0.1 y que
tiene una especificidad de sustrato alterado en comparacion con el polipéptido original.

2. Enzima lipolitica de la reivindicacion precedente donde la enzima lipolitica original esta teniendo la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n.°: 1.

3. Enzima lipolitica de cualquier reivindicacion precedente que comprende ademas una o mas sustituciones de
residuos de aminoacidos diferentes a la enumerada en la reivindicacion 1.

4. Enzima lipolitica segun la reivindicaciéon 3 que comprende 1-5 sustituciones.

5. ADN que codifica la enzima lipolitica de cualquier reivindicacién precedente.

6. Vector que comprende el ADN de la reivindicaciéon precedente.

7. Célula huésped transformada que alberga el ADN segun la reivindicacién 5 o el vector segun la reivindicacion 6.

8. Método para producir la enzima lipolitica segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que comprende:
a) cultivo de la célula segun la reivindicacion 6 para expresar la enzima lipolitica; y
b) recuperacion de la enzima lipolitica.

9. Método segun la reivindicacion 8 donde la célula de cultivo secreta la enzima lipolitica.

10. Método para producir de una enzima lipolitica que comprende:
a) seleccionar un polipéptido original teniendo la secuencia de aminoacidos de SEC ID n.°: 1;
b) preparar un polipéptido derivado del polipéptido original sustituyendo residuo de aminoacidos en A150 en
SECID n.°: 1;
c) ensayar la actividad enzimatica lipolitica del polipéptido;
d) seleccionar un polipéptido con actividad enzimatica lipolitica y una especificidad de sustrato alterado en
comparacioén con el polipéptido original; y
e) producir el polipéptido seleccionado.

11. Método segun la reivindicacion precedente donde la variante tiene al menos 80% de homologia con SEC ID n.°:
1 determinado al usar gap con los ajustes siguientes para la comparacion de secuencia polipeptidica: penalizacion
por creacion de gap de 3.0 y penalizacion por extension de gap de 0.1.

12. Método segun la reivindicacion precedente donde el polipéptido original es la lipasa con la secuencia de
aminoacidos de SEC ID n.°: 1.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 10-12 donde las sustituciones en el paso b) comprenden
sustitucion en uno o mas de los siguientes en SEC n°® 1: Y16, A18, N25, L52, G65, A68, K74, L75, V77, S79, C107,
T123, A131, Y138, L147, T153, Y164, Y171, G172, P174, V176, G177, R179, A182, Y194, H198, P207, P208,
G212, S214, H215, S217, P218, Y220, 1235, 1238, P250.

14. Composicion de detergente que comprende un surfactante y la enzima lipolitica segun las reivindicaciones 1-4.
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