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DESCRIPCIÓN 

Procedimiento para la producción de 3-piperidinoles quirales sustituidos en posición 1 empleando oxidorreductasas 

Sumario de la invención 

La presente invención versa sobre un procedimiento enzimático enantioselectivo para la preparación de un derivado 
ópticamente activo del ácido 3-hidroxipiperidincarboxílico. 5 

Antecedentes técnicos 

Algunos ésteres ópticamente activos de 3-hidroxipiperidincarboxilato son compuestos intermedios útiles en la 
síntesis de agentes farmacéuticos de interés. 

En general, pueden obtenerse compuestos ópticamente activos de hidroxilo mediante resolución del correspondiente 
racemato mediante procedimientos químicos o enzimáticos conocidos. Estas resoluciones tienen muchos 10 
inconvenientes, tales como, por ejemplo, la producción del enantiómero deseado que, por supuesto, no puede ser 
más del 50% del compuesto del racemato de partida. 

Lacheretz, R. y otros: “Daucus carota mediated-reduction of cyclic 3-oxo-amines”, Organic Letters, vol. 11, nº 6, 
2009, páginas 1245-1248, enseña que la zanahoria contiene reductasas y, por esta razón, las zanahorias fueron 
seleccionadas para reducir piperidininas para lograr “buenos resultados” (página 1246, columna derecha, primer 15 
párrafo). Ciertamente, este documento da a conocer la preparación del alcohol haciendo reaccionar 2 mmol (aprox. 
0,5 g) de un cetocompuesto con 140 g de zanahorias, en 600 ml de agua, es decir, una proporción en peso de 
“compuesto de partida”/”catalizador” igual a 1/280, lo cual no es un proceso industrial practicable. Van Luppen, J.J. y 
otros: “Enzymatic in vitro reduction of ketones. part 13. hlad-catalyzed reduction of 3-piperidone derivatives to 
piperidinols with high enantiomeric purity”, Studies in Organic Chemistry (Bio-Organic Heterocycles), vol. 18, 1984, 20 
páginas 277-280, da a conocer la reducción de 3-piperidinonas usando HLAD como catalizador, en presencia de 
NAD y etanol, pero los procedimientos que han de aplicarse no son muy practicables y los resultados no son muy 
prometedores. 

Kizaki, N. Y OTROS: “Characterization of novel alcohol dehydrogenase of Devosia riboflavina involved in 
stereoselective reduction of 3-pyrrolidinone derivatives”, Journal of Molecular Catalysis. B: Enzymatic, vol. 51, nº 3-4, 25 
9 de noviembre de 2007 (2007-11-09), páginas 73-80, da a conocer la preparación de un (R)-pirrolidinol usando una 
alcohol deshidrogenasa; es decir, un proceso que produce el diastereoisómero opuesto en vez del deseado. 
También este documento habría alejado al experto del uso de oxidorreductasas para reducir piperidonas. 

Objetos de la invención 

Es un objeto de la presente invención proporcionar un procedimiento para la preparación de un derivado 30 
ópticamente activo de 3-hidroxipiperidincarboxilato que es simple, seguro y rentable. 

Otro objeto de la invención es proporcionar un procedimiento para la preparación de un derivado ópticamente activo 
de 3-hidroxipiperidincarboxilato mediante reducción enzimática de los correspondientes oxoderivados. 

Descripción de la invención 

Así, según uno de sus aspectos, la presente invención versa sobre un procedimiento para la preparación de un 35 
compuesto de fórmula (I) 

 

en la que el carbono quiral está en la configuración (S); 

R se selecciona entre hidrógeno y COR1; 
 
R1 se selecciona entre hidrógeno, alquilo C1-C6 y OR2; 40 
 
R2 se selecciona entre alquilo C1-C6 y bencilo, estando dicho bencilo opcionalmente sustituido por uno o más grupos 
alquilo C1-C6; 

que comprende reducir un compuesto de fórmula (II) 
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en la que R se define como anteriormente, con una oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 en presencia de un cofactor y 
de un cosustrato que regenera dicho cofactor. 

Los compuestos de fórmula (II), en la presente memoria también “sustrato”, son conocidos en la técnica. 

Según la presente invención, el término “alquilo” quiere decir un grupo alquilo lineal o ramificado, saturado o no 
saturado. Según una realización preferente de la invención, alquilo C1-C6 es terc-butilo. 5 

Según una realización preferente de la invención, R es COR1. 

Según otra realización preferente de la invención, R1 es OR2. 

Según otra realización preferente de la invención, R es COOtBu o COObencilo. 

La enzima oxidorreductasa que se usa en el procedimiento de la invención es, preferentemente, un polipéptido de 
levadura o de origen bacteriano. 10 

Según una realización ventajosa de la invención, el cofactor se selecciona entre nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato (NADP) y nicotinamida adenina dinucleótido (NAD). 

Según una realización ventajosa de la invención, el cosustrato es un alcohol secundario, preferentemente un alcohol 
secundario de hasta 10 átomos de carbono, tal como 2-propanol, 2-butanol, 2-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 2-
heptanol y 2-octanol, preferentemente 2-propanol o 4-metil-2-pentanol, siendo 2-propanol lo más preferible. 15 

El uso de la enzima oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 para la preparación del compuesto de fórmula (I) a partir de un 
compuesto de fórmula (II) constituye otro aspecto de la presente invención. Como alternativa, pueden usarse 
derivados de la misma, tales como una secuencia de aminoácidos que tenga al menos un 60% de identidad con una 
cualquiera de dichas secuencias. 

La ID SEC. Nº 1 es una enzima oxidorreductasa preferida para el procedimiento de la invención. 20 

Según un aspecto preferente, la invención versa sobre un procedimiento para la preparación de un compuesto de 
fórmula (I′) 

 

en la que el carbono quiral está en la configuración (S), y R′ se selecciona entre H, COOtBu o COObencilo, lo que 
comprende reducir un compuesto de fórmula (II′) 

 

en la que R′ se define como anteriormente, con una oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 en presencia de un cofactor y 25 
de un cosustrato que regenera dicho cofactor. 

El cofactor y el cosustrato son, preferentemente, aquellos cuya preferencia ha sido indicada anteriormente. Así, 
según el aspecto más preferido, la invención versa sobre un procedimiento para la preparación de un compuesto de 
fórmula (I′) mediante reducción de un compuesto de fórmula (II′) con una oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1, en 
presencia de NADH o NADPH como un cofactor y de un alcohol secundario, especialmente 2-propanol o 4-metil-2-30 
pentanol, siendo lo más preferible 2-propanol como cosustrato regenerador de dicho cofactor. 

Según una realización preferente, R′ es COOtBu. 
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También se da a conocer un compuesto de fórmula (I′) descrita anteriormente, que contiene menos del 0,1% del 
isómero (R), preferentemente con respecto a un compuesto de fórmula (I′) en la que R′ es COOtBu. 

El organismo que produce las enzimas oxidorreductasa útiles en la reducción enzimática enantioselectiva puede ser 
una cepa natural o una variante, y probablemente se seleccione de una levadura o bacterias; por ejemplo, una 
levadura del genero Candida o Pichia. 5 

La oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 es conocida en la técnica. 

Un polipéptido que comprenda la ID SEC. Nº 1 puede estar codificada por una secuencia de ADN que es obtenible, 
por ejemplo, del organismo Pichia capsulata o por una secuencia de ácidos nucleicos que se hibride con el mismo, 
según se da a conocer en el documento EP 1 633 779. 

Las secuencias de ADN pueden ser cualquier codificación de ADN para el polipéptido (ID SEC. Nº 1). Puede ser un 10 
ADN que tenga la secuencia de nucleótidos mostrada en la ID SEC. Nº 10, en el listado adjunto de secuencias, o el 
ADN que codifique polipéptidos que tengan actividad enzimática en la reducción asimétrica de la invención, y que se 
hibride con el ADN que tenga la secuencia de nucleótidos mostrada en la ID SEC. Nº 10 en el listado de secuencias 
en las condiciones más estrictas. 

La expresión “ADN que se hibride con el ADN que tenga la secuencia de nucleótidos mostrada en la ID SEC. Nº 10 15 
en el listado de secuencias en las condiciones más estrictas” significa un ADN obtenido mediante la técnica de 
hibridación de colonias, hibridación sobre placas o hibridación de Southern, usando el ADN que tiene la secuencia 
de nucleótidos mostrada en la ID SEC. Nº 10 o parte de estos del listado de la secuencia como una sonda. Más 
específicamente, los ADN ahí mencionados pueden identificarse llevando a cabo la hibridación usando el filtro con el 
ADN derivado de la colonia o la placa inmovilizado en el mismo, a 65°C en presencia de 0,7-1,0 M de NaCl, y el 20 
lavado del filtro con 0,1 a 2×SSC a 65°C (solución de SSC concentrada una vez que comprende 150 mM de NaCl y 
15 mM de citrato sódico). La hibridación puede llevarse a cabo según el procedimiento descrito en Molecular cloning, 
A laboratory manual, 2ª edición (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) o en otros textos. 

En la práctica, la reducción enzimática enantioselectiva se puede llevar a cabo usando una enzima oxidorreductasa 
en suspensión en la mezcla de reacción, o inmovilizada de manera convencional. La enzima puede ser utilizada en 25 
un estado completamente purificado, en un estado parcialmente purificado o en células microbianas en las que fue 
expresada. Las propias células pueden estar en un estado nativo, un estado permeabilizado o un estado lisado. Las 
personas con un dominio normal de la técnica apreciarán que el uso de la enzima en las células se prefiere para la 
práctica del procedimiento de la invención, dado que representa un ahorro significativo de coste. Lo más preferible 
es que la enzima se exprese en E. coli y que se use como una suspensión de células nativas. 30 

El procedimiento de reducción enzimática de compuestos de fórmula (II) o (II′) puede llevarse a cabo en una mezcla 
de reacción que comprenda dicho compuesto de fórmula (II) o (II′), una oxidorreductasa, NADH o NADPH como un 
cofactor, un cosustrato, tal como un alcohol secundario y un tampón adecuado. 

El exceso enantiomérico del compuesto de fórmula (I) o (I′) formado en la reducción enzimática enantioselectiva es 
de al menos aproximadamente el 90%, preferentemente de al menos aproximadamente el 95%, y lo más preferible 35 
es que sea de al menos aproximadamente el 99%. 

Derivados de las enzimas oxidorreductasa son los polipéptidos que tengan al menos un 60 (sesenta) por ciento de 
identidad con las ID SEC dadas anteriormente y que posean actividad de la oxidorreductasa. Los expertos en la 
técnica son conscientes de que hay disponibles sistemas y tecnología para determinar con precisión la identidad de 
las secuencias. 40 

Para determinar la identidad porcentual de dos polipéptidos, se alinean las secuencias con fines de comparación 
óptima (por ejemplo, pueden introducirse espacios en la secuencia de una primera secuencia de aminoácidos para 
obtener un alineamiento óptimo con una segunda secuencia de aminoácidos). A continuación, se comparan los 
residuos aminoácidos en las correspondientes posiciones de aminoácidos. Cuando una posición en la primera 
secuencia está ocupada por el mismo residuo aminoácido que la posición correspondiente en la segunda secuencia, 45 
entonces las moléculas son idénticas en esa posición. La identidad porcentual entre las dos secuencias es una 
función del número de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % identidad=nº de posiciones 
idénticas/nº total de posiciones (por ejemplo, posiciones solapadas×100). 

En función de los anteriores principios generales, la “identidad porcentual” de dos secuencias de aminoácidos se 
determina usando el algoritmo de Karlin y Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, 1990), modificado 50 
como en Karlin y Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877, 1993). Tal algoritmo está incorporado en el 
programa BLAST de Altschul y otros (J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990). Cuando se utilizan los programas BLAST y 
Gapped BLAST, se usan los parámetros por defecto de los respectivos programas. 

La reacción de reducción puede llevarse a cabo en un sistema de una sola fase que tenga células que contienen la 
enzima suspendida en las mismas. Alternativamente, la reacción puede llevarse a cabo en un sistema disolvente 55 
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acuoso/orgánico de dos fases descrito en los documentos US 2009/0017510 y US 7.371.903. La reacción puede 
llevarse a cabo como una reacción convencional por lotes o como un proceso continuo. Se apreciará que una de las 
ventajas significativas de la reducción enzimática enantioselectiva para aplicaciones comerciales es que está abierta 
a una operación continua. 

Preferentemente, la mezcla de reacción contiene entre aproximadamente 35 g y 500 g de células por kg de materia 5 
prima producida por la reacción. La suspensión es la porción acuosa de la mezcla de reacción que también contiene 
un tampón, por ejemplo un tampón de TEA (trietanolamina), fosfato, Tris/HCl o glicina. El tampón puede 
comprender, además, iones para la estabilización de la enzima, por ejemplo, una fuente de iones de magnesio. 
Aditivos adicionales que pueden estar presentes en el tampón para estabilizar las enzimas pueden incluir un poliol, 
tal como glicerol, sorbitoles y similares, compuestos de azufre, tales como 1,4-DL-ditiotreitol, glutatión, cisteína o 10 
similares, aminoácidos y péptidos, o detergentes, tales como DMSO. Un estabilizante preferente para la enzima es 
un poliol, particularmente glicerol, que puede estar presente entre aproximadamente el 10 y el 80 por ciento, 
preferentemente aproximadamente el 50% en peso con respecto al peso de la suspensión celular. 

El procedimiento de reducción enzimática enantioselectiva se lleva a cabo usando un principio de sustrato acoplado 
en el que la mezcla de reacción utiliza un cosustrato para la regeneración del cofactor, o coenzima, que funciona 15 
proporcionando hidrógeno para la reducción del sustrato de fórmula (II) o (II′). 

Preferentemente, el cofactor es utilizado en el estado reducido, es decir, NADPH o NADH, respectivamente. El 
cofactor está presente en la mezcla de reacción en una concentración entre aproximadamente 0,01 mM a 5 mM, 
preferentemente 0,05 mM a 0,5 mM. 

En la reacción, el cosustrato funciona oxidándose en la regeneración del cofactor de NADPH o NADH. El cosustrato 20 
está presente en la mezcla de reacción entre aproximadamente el 10% y el 80% en volumen, preferentemente entre 
aproximadamente el 10% y el 50% en volumen, siendo lo más preferible que sea del 15-25% en volumen. 

El cofactor oxidado formado durante la reducción del compuesto de fórmula (II) o (II′) es regenerado por la oxidación 
del cosustrato, que también puede ser catalizado por la enzima oxidorreductasa. Así, una ventaja económica 
particular del presente procedimiento es que la enzima oxidorreductasa afecta tanto a la reducción del compuesto de 25 
fórmula (II) o (II′) como a la oxidación del cosustrato; por lo tanto, para la regeneración del cofactor no tiene que 
usarse ninguna enzima adicional. 

Sin embargo, también está en el alcance de la presente invención añadir otra enzima a la mezcla de reacción para la 
regeneración del cofactor para mejorar la tasa de reducción del sustrato de fórmula (II) o (II′). 

En una realización adicional, puede añadirse un disolvente orgánico que no está implicado en la regeneración del 30 
cofactor a la mezcla de reacción y llevarse a cabo el procedimiento de reducción en un sistema orgánico acuoso de 
2 fases. Ejemplos de tales disolventes incluyen, sin limitación intencional, éter dietílico, éter terciario butilmetílico, 
éter diisopropílico, éter dibutílico, acetato etílico, acetato butílico, heptano, hexano o ciclohexano. Tal disolvente 
puede estar presente entre aproximadamente el 1% y el 50% en volumen con respecto al volumen de la mezcla de 
reacción. 35 

La cantidad del sustrato de fórmula (II) o (II′) en la mezcla de reacción es, preferentemente, mayor que 
aproximadamente el 0,1% en peso y puede aumentar hasta aproximadamente el 50% en peso, estando una 
concentración preferente entre aproximadamente el 5 y el 30% en peso. La cantidad de dicho sustrato variará 
dependiendo de la pureza del mismo, dado que el procedimiento puede llevarse a cabo con el sustrato en un estado 
purificado o como materia prima que contiene cantidades y tipos variables de impurezas. 40 

El pH de la mezcla de reacción, tras la adición de todos los componentes, está en el intervalo de 5 a 10, 
preferentemente entre 7 y 9, y óptimamente un pH de aproximadamente 7,5. 

La reducción enzimática según la presente invención se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 10-
45°C, preferentemente de aproximadamente 20-40°C, siendo lo más preferible de aproximadamente 25-35°C. 

El procedimiento de reducción enantioselectiva es rentable y respetuoso con el medioambiente, además de 45 
proporcionar los compuestos de fórmula (I) o (I′) con un alto rendimiento y enantioselectividad muy alta. Así, puede 
obtenerse un compuesto de fórmula (I) o (I′) de gran pureza óptica en presencia de la enzima en las condiciones de 
reacción anteriormente mencionadas en menos de entre aproximadamente 2 y 96 horas, preferentemente entre 
aproximadamente 4 y 24 horas. 

Durante la incubación, el pH de la mezcla es mantenido en los intervalos dados anteriormente mediante la 50 
comprobación periódica y la adición de un reactivo convencional ácido o básico; por ejemplo, carbonato sódico e 
hidróxido sódico, respectivamente. 
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Sección experimental 

Ejemplo 1 (no parte de la invención) 

Preparación de la solución enzimática 

Se transformaron células competentes de Escherichia coli StarBL21 (De3) (Invitrogen) o células RB791 (acervo 
genético de E. coli, Yale, EE. UU.), respectivamente, con los constructos de expresión pET21-MIX, que codifican las 5 
diferentes oxidorreductasas. A continuación, las colonias de Escherichia coli transformadas con los constructos de 
expresión fueron cultivadas en 200 ml de medio de LB (1% triptona, 0,5% extracto de levadura y 1% NaCl) con 
50µg/ml de ampicilina o 40 µg/ml de kanamicina, respectivamente, hasta que se alcanzó una densidad óptica de 0,5, 
medida a 550 nm. La expresión de la proteína recombinante fue inducida añadiendo isopropiltiogalactósido (IPTG) 
con una concentración de 0,1 mM. Después de 16 horas de inducción a 25°C y 220 rpm, las células fueron 10 
cosechadas y congeladas a -20°C. 

Para la preparación de las soluciones enzimáticas, volvieron a suspenderse 30 g de células en 150 ml de tampón de 
trietanolamina (100 mM, pH 7, 2 mM MgCl2, 10% glicerol) y se homogeneizó usando un homogeneizador de alta 
presión. Posteriormente, la solución enzimática fue mezclada con 150 ml de glicerol y almacenada a -20°C 

Ejemplo 2 15 

Preparación de la mezcla de reacción 

Las mezclas de reacción se llevaron a cabo usando cofactores reducidos (A) y usando un cofactor oxidado en 
combinación con un cosustrato adecuado para la regeneración del cofactor reducido (B). 

Dependiendo de los requisitos específicos de la enzima individual, se usaron bien tampón de fosfato potásico 100 
mM pH= 7,5 o bien de trietanolamina 100 mM pH = 7,5. Además, el tampón puede contener 1 mM MgCl2 o 10% 20 
(v/V) para la estabilización. 

Reacción A 

 160 µl de tampón 
 

 100 µl de NADH/NADPH (40 mg/ml) 25 
 

 20 µl de 2-propanol 
 

 50 µl de la solución enzimática según el Ejemplo 1 
 30 

 2 mg de terc-butil 3-oxopiperidincarboxilato 

Reacción B (con 2-propanol) 

 450 µl de tampón 
 

 0,05 mg de NAD/NADP 35 
 

 50 µl de la solución enzimática según el Ejemplo 1 
 

 10 mg de terc-butil 3-oxopiperidincarboxilato 
 40 

 50 µl de 2-propanol 
 

 50 µl de enzima para la regeneración, si se requiere 

Reacción B (con 4-metil-2-pentanol) 

 250 µl de tampón 45 
 

 0,05 mg de NAD/NADP 
 

 50 µl de la solución enzimática según el Ejemplo 1 
 50 

 10 mg de terc-butil 3-oxopiperidincarboxilato 
 

 250 µl de 4-metil-2-pentanol 
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 50 µl de enzima para la regeneración, si se requiere 

Después de 24 h incubación, las muestras A y B fueron extraídas con diclorometano y analizadas usando CG. Las 
muestras fueron analizadas en busca de exceso y conversión enantioméricos. 

Ejemplo 3 

Preparación de terc-butil (3S)-3-hidroxipiperidincarboxilato usando oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 5 

Se añadieron 75 µl de una suspensión enzimática según el Ejemplo 1, de ID SEC. Nº 1, a una mezcla de 450 µl de 
un tampón (100 mM fosfato potásico, pH 7,5, 1mM ZnCl2), 50 mg de terc-butil 3-oxopiperidincarboxilato, 0,05 mg de 
NAD y 50 µl de 2-propanol. La mezcla de reacción fue incubada a temperatura ambiente con agitación constante 
cabal. Después de 24 h, el sustrato estaba completamente convertido al correspondiente terc-butil (3S)-3-
hidroxipiperidincarboxilato, mostrando un exceso enantiomérico > 99,8%. 10 

Los resultados están documentados en la Tabla 1 

Tabla 1 

Nos ID SEC Conversión en la 
reacción A 

terc-butil (3S)-3-
hidroxi 
piperidincarboxilato 

terc-butil (3R)-3-
hidroxi 
piperidincarboxilato 

Cofactor 

ID SEC Nº: 1 >99 99,8 0,2 NADH 
 
Nos ID SEC Conversión en 

la reacción B 
terc-butil (3S)-3-
hidroxi 
piperidincarboxilato 

terc-butil (3R)-3-
hidroxi 
piperidincarboxilato 

Cofactor Regeneración 
coenzimática 
aplicada 

ID SEC Nº: 1 >99 99,8 0,2 NAD Sustrato 
acoplado, 2-
propanol 

 

LISTADO DE SECUENCIAS 15 

 
<110> 

<120> Reducción enzimática 

<130> 

<160> 18 20 

<170> PatentIn versión 3.3 

<210> 1 
<211> 341 
<212> PRT 
<213> Pichia capsulata 25 

<400> 1 
 

Met Ser Ala Leu Ser Lys Thr Gln Ala Gly Tyr Ile Phe Lys Lys Gly 

1               5                   10                  15 

Ala Gly His Ile Val Lys Ala Glu Val Pro Ile Pro Lys Pro Thr Gly 30 
            20                  25                  30 

Ala Gln Ser Leu Leu Arg Val Lys Ala Ala Gly Met Cys His Ser Asp 

        35                  40                  45 

Leu His Val Ile Gly Glu Thr Leu Glu Val Pro Thr Asp Gly Tyr Val 

    50                  55                  60 35 

Leu Gly His Glu Ile Ala Gly Glu Leu Val Glu Ile Gly Asp Ser Val 

65                  70                  75                  80 
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Asn Pro Glu Val Phe Lys Val Gly Gly Arg Tyr Ala Val His Gly Leu 

                85                  90                  95 

Asn Ser Cys Gly Ser Cys Glu Met Cys Arg Thr Gly His Asp Asn Asp 

            100                 105                 110 

Cys Thr Gly Asn Glu Ser Lys Trp Tyr Gly Leu Gly Ile Ser Gly Gly 5 
        115                 120                 125 

Tyr Gln Gln Tyr Leu Leu Val Pro Asn Ser His His Leu Leu Pro Ile 

    130                 135                 140 

Pro Asp Asn Val Ser Tyr Glu Val Ala Ala Ala Thr Ser Asp Ala Val 

145                 150                 155                 160 10 

Leu Thr Pro Tyr His Ala Ile Lys Asn Ser Gly Val Thr Pro Ser Ser 

                165                 170                 175 

Lys Val Leu Met Phe Gly Leu Gly Gly Leu Gly Ser Asn Ala Leu Gln 

            180                 185                 190 

Ile Leu Lys Ala Phe Gly Ala Tyr Val Val Ala Val Asp Val Lys Pro 15 
        195                 200                 205 

Ala Ser Lys Ala Ile Ala Asp Glu Phe Lys Ala Asp Glu Phe Tyr Thr 

    210                 215                 220 

Asp Ile Ser Gln Ser Ser Trp Lys Pro Ala Ser Phe Asp Tyr Cys Phe 

225                 230                 235                 240 20 

Asp Phe Val Ser Leu Gln Val Thr Phe Asp Ile Cys Gln Lys Tyr Ile 

                245                 250                 255 

Lys Ser His Gly Thr Ile Phe Pro Val Gly Leu Gly Ser Ser Lys Leu 

            260                 265                 270 

Thr Phe Asp Leu Gly Asn Leu Ala Leu Arg Glu Val Lys Ile Val Gly 25 
        275                 280                 285 

Asn Phe Trp Gly Thr Ser Gln Glu Gln Ile Glu Ala Met Glu Leu Val 

    290                 295                 300 

Ser Ser Gly Arg Val Lys Pro Gln Val His Thr Thr Glu Leu Glu Asn 

305                 310                 315                 320 30 

Leu Pro Glu Ser Leu Glu Lys Leu Glu Glu Gly Lys Ile Asn Gly Arg 

                325                 330                 335 

Leu Val Met Leu Pro 

            340 

 35 
<210> 2 
<211> 348 
<212> PRT 
<213> Rhodococcus erythropolis 

<400> 2 40 
 

Met Lys Ala Ile Gln Tyr Thr Arg Ile Gly Ala Glu Pro Glu Leu Thr 

1               5                   10                  15 

Glu Ile Pro Lys Pro Glu Pro Gly Pro Gly Glu Val Leu Leu Glu Val 

            20                  25                  30 45 

Thr Ala Ala Gly Val Cys His Ser Asp Asp Phe Ile Met Ser Leu Pro 
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        35                  40                  45 

Glu Glu Gln Tyr Thr Tyr Gly Leu Pro Leu Thr Leu Gly His Glu Gly 

    50                  55                  60 

Ala Gly Lys Val Ala Ala Val Gly Glu Gly Val Glu Gly Leu Asp Ile 

65                  70                  75                  80 5 

Gly Thr Asn Val Val Val Tyr Gly Pro Trp Gly Cys Gly Asn Cys Trp 

                85                  90                  95 

His Cys Ser Gln Gly Leu Glu Asn Tyr Cys Ser Arg Ala Gln Glu Leu 

            100                 105                 110 

Gly Ile Asn Pro Pro Gly Leu Gly Ala Pro Gly Ala Leu Ala Glu Phe 10 
        115                 120                 125 

Met Ile Val Asp Ser Pro Arg His Leu Val Pro Ile Gly Asp Leu Asp 

    130                 135                 140 

Pro Val Lys Thr Val Pro Leu Thr Asp Ala Gly Leu Thr Pro Tyr His 

145                 150                 155                 160 15 

Ala Ile Lys Arg Ser Leu Pro Lys Leu Arg Gly Gly Ser Tyr Ala Val 

                165                 170                 175 

Val Ile Gly Thr Gly Gly Leu Gly His Val Ala Ile Gln Leu Leu Arg 

            180                 185                 190 

His Leu Ser Ala Ala Thr Val Ile Ala Leu Asp Val Ser Ala Asp Lys 20 
        195                 200                 205 

Leu Glu Leu Ala Thr Lys Val Gly Ala His Glu Val Val Leu Ser Asp 

    210                 215                 220 

Lys Asp Ala Ala Glu Asn Val Arg Lys Ile Thr Gly Ser Gln Gly Ala 

225                 230                 235                 240 25 

Ala Leu Val Leu Asp Phe Val Gly Tyr Gln Pro Thr Ile Asp Thr Ala 

                245                 250                 255 

Met Ala Val Ala Gly Val Gly Ser Asp Val Thr Ile Val Gly Ile Gly 

            260                 265                 270 

Asp Gly Gln Ala His Ala Lys Val Gly Phe Phe Gln Ser Pro Tyr Glu 30 
        275                 280                 285 

Ala Ser Val Thr Val Pro Tyr Trp Gly Ala Arg Asn Glu Leu Ile Glu 

    290                 295                 300 

Leu Ile Asp Leu Ala His Ala Gly Ile Phe Asp Ile Ala Val Glu Thr 

305                 310                 315                 320 35 

Phe Ser Leu Asp Asn Gly Ala Glu Ala Tyr Arg Arg Leu Ala Ala Gly 

                325                 330                 335 

Thr Leu Ser Gly Arg Ala Val Val Val Pro Gly Leu 

            340                 345 

 40 
<210> 3 
<211> 338 
<212> PRT 
<213> Metschnikowia zobellii 

<400> 3 45 
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Met Thr Thr Ser Val Phe Val Ser Gly Ala Thr Gly Phe Ile Ala Gln 

1               5                   10                  15 

His Val Val Lys Leu Leu Leu Ser Lys Gly Tyr Asn Val Val Gly Ser 

            20                  25                  30 5 

Val Arg Thr Ala Glu Lys Gly Lys Asn Leu Ala Lys Leu Phe Gly Thr 

        35                  40                  45 

Gly Ser Phe Thr Tyr Glu Val Val Pro Lys Leu Glu Ala Pro Gly Ala 

    50                  55                  60 

Phe Asp Glu Ala Leu Glu Lys His Pro Glu Val Ser Val Phe Leu His 10 
65                  70                  75                  80 

Thr Ala Ser Pro Val Thr Phe Asp Val Lys Asp Ile Glu Lys Glu Leu 

                85                  90                  95 

Leu Leu Pro Ala Val Glu Gly Thr Lys Asn Val Phe Ser Ala Ile Lys 

            100                 105                 110 15 

Ala His Gly Pro Gln Ile Lys Asn Val Val Val Thr Ser Ser Val Ala 

        115                 120                 125 

Ala Ala Leu Asp Pro Ala Arg Asn Leu Asp Pro Thr Phe Thr Val Asn 

    130                 135                 140 

Glu Asp Ser Trp Asn Pro Ile Ser Trp Glu Asp Ser Lys Gln Asn Ala 20 
145                 150                 155                 160 

Met Thr Gly Tyr Phe Gly Ser Lys Lys Phe Ala Glu Lys Ala Ala Trp 

                165                 170                 175 

Asp Phe Val Glu Ala Glu Lys Pro Asn Phe Leu Leu Asn Thr Val Leu 

            180                 185                 190 25 

Pro Val Tyr Val Phe Gly Pro Gln Ala Phe Asp Ser Glu Val Lys Gly 

        195                 200                 205 

Glu Leu Asn Tyr Ser Ala Glu Ile Ile Asn Lys Leu Leu Lys Leu Gly 

    210                 215                 220 

Pro Asn Asp Glu Val Pro Ser Gln Leu Gly Gly Phe Val Asp Val Arg 30 
225                 230                 235                 240 

Asp Val Ala Lys Ala His Leu Ala Ala Phe Glu Gly Gly Leu Ser Asn 

                245                 250                 255 

Gln Arg Leu Leu Leu Arg Thr Ala Ala Phe Asn Ala Gln Arg Val Leu 

            260                 265                 270 35 

Asp Ile Ile Asn Asn Lys Phe Val Asn Leu Arg Gly Gln Leu Pro Thr 

        275                 280                 285 

Gly Thr Pro Cys Lys Gly Glu Pro Glu Ser Thr Gly Ser Val Thr Asp 

    290                 295                 300 

Asn Ser Arg Thr Lys Lys Leu Leu Asn Phe Pro Ala Ile Asp Leu Glu 40 
305                 310                 315                 320 

Asn Cys Val Val Asp Ser Val Thr Gln Leu Met Lys Ser Gln Lys Lys 

                325                 330                 335 

Val Leu 
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<210> 4 
<211> 336 
<212> PRT 
<213> candida parapsilosis 5 

<400> 4 
 

Met Ser Ile Pro Ser Ser Gln Tyr Gly Phe Val Phe Asn Lys Gln Ser 

1               5                   10                  15 

Gly Leu Asn Leu Arg Asn Asp Leu Pro Val His Lys Pro Lys Ala Gly 10 
            20                  25                  30 

Gln Leu Leu Leu Lys Val Asp Ala Val Gly Leu Cys His Ser Asp Leu 

        35                  40                  45 

His Val Ile Tyr Glu Gly Leu Asp Cys Gly Asp Asn Tyr Val Met Gly 

    50                  55                  60 15 

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

65                  70                  75                  80 

Tyr Lys Val Gly Asp Arg Val Ala Cys Val Gly Pro Asn Gly Cys Gly 

                85                  90                  95 

Gly Cys Lys Tyr Cys Arg Gly Ala Ile Asp Asn Val Cys Lys Asn Ala 20 
            100                 105                 110 

Phe Gly Asp Trp Phe Gly Leu Gly Tyr Asp Gly Gly Tyr Gln Gln Tyr 

        115                 120                 125 

Leu Leu Val Thr Arg Pro Arg Asn Leu Ser Arg Ile Pro Asp Asn Val 

    130                 135                 140 25 

Ser Ala Asp Val Ala Ala Ala Ser Thr Asp Ala Val Leu Thr Pro Tyr 

145                 150                 155                 160 

His Ala Ile Lys Met Ala Gln Val Ser Pro Thr Ser Asn Ile Leu Leu 

                165                 170                 175 

Ile Gly Ala Gly Gly Leu Gly Gly Asn Ala Ile Gln Val Ala Lys Ala 30 
            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

Gln Ala Lys Lys Leu Gly Ala Asp Ala Val Tyr Glu Thr Leu Pro Glu 

    210                 215                 220 35 

Ser Ile Ser Pro Gly Ser Phe Ser Ala Cys Phe Asp Phe Val Ser Val 

225                 230                 235                 240 

Gln Ala Thr Phe Asp Val Cys Gln Lys Tyr Val Glu Pro Lys Gly Val 

                245                 250                 255 

Ile Met Pro Val Gly Leu Gly Ala Pro Asn Leu Ser Phe Asn Leu Gly 40 
            260                 265                 270 

Asp Leu Ala Leu Arg Glu Ile Arg Ile Leu Gly Ser Phe Trp Gly Thr 

        275                 280                 285 

Thr Asn Asp Leu Asp Asp Val Leu Lys Leu Val Ser Glu Gly Lys Val 

    290                 295                 300 45 

Lys Pro Val Val Arg Ser Ala Lys Leu Lys Glu Leu Pro Glu Tyr Ile 
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305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335 

 
<210> 5 5 
<211> 352 
<212> PRT 
<213> Thermoanaerobacter brockii 

<400> 5 
 10 

Met Lys Gly Phe Ala Met Leu Ser Ile Gly Lys Val Gly Trp Ile Glu 

1               5                   10                  15 

Lys Glu Lys Pro Ala Pro Gly Pro Phe Asp Ala Ile Val Arg Pro Leu 

            20                  25                  30 

Ala Val Ala Pro Cys Thr Ser Asp Ile His Thr Val Phe Glu Gly Ala 15 
        35                  40                  45 

Ile Gly Glu Arg His Asn Met Ile Leu Gly His Glu Ala Val Gly Glu 

    50                  55                  60 

Val Val Glu Val Gly Ser Glu Val Lys Asp Phe Lys Pro Gly Asp Arg 

65                  70                  75                  80 20 

Val Val Val Pro Ala Ile Thr Pro Asp Trp Arg Thr Ser Glu Val Gln 

                85                  90                  95 

Arg Gly Tyr His Gln His Ser Gly Gly Met Leu Ala Gly Trp Lys Phe 

            100                 105                 110 

Ser Asn Val Lys Asp Gly Val Phe Gly Glu Phe Phe His Val Asn Asp 25 
        115                 120                 125 

Ala Asp Met Asn Leu Ala His Leu Pro Lys Glu Ile Pro Leu Glu Ala 

    130                 135                 140 

Ala Val Met Ile Pro Asp Met Met Thr Thr Gly Phe His Gly Ala Glu 

145                 150                 155                 160 30 

Leu Ala Asp Ile Glu Leu Gly Ala Thr Val Ala Val Leu Gly Ile Gly 

                165                 170                 175 

Pro Val Gly Leu Met Ala Val Ala Gly Ala Lys Leu Arg Gly Ala Gly 

            180                 185                 190 

Arg Ile Ile Ala Val Gly Ser Arg Pro Val Cys Val Asp Ala Ala Lys 35 
        195                 200                 205 

Tyr Tyr Gly Ala Thr Asp Ile Val Asn Tyr Lys Asp Gly Pro Ile Glu 

    210                 215                 220 

Ser Gln Ile Met Asn Leu Thr Glu Gly Lys Gly Val Asp Ala Ala Ile 

225                 230                 235                 240 40 

Ile Ala Gly Gly Asn Ala Asp Ile Met Ala Thr Ala Val Lys Ile Val 

                245                 250                 255 

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

            260                 265                 270 

Val Leu Pro Val Pro Arg Leu Glu Trp Gly Cys Gly Met Ala His Lys 45 
        275                 280                 285 
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Thr Ile Lys Gly Gly Leu Cys Pro Gly Gly Arg Leu Arg Met Glu Arg 

    290                 295                 300 

Leu Ile Asp Leu Val Phe Tyr Lys Arg Val Asp Pro Ser Lys Leu Val 

305                 310                 315                 320 

Thr His Val Phe Arg Gly Phe Asp Asn Ile Glu Lys Ala Phe Met Leu 5 
                325                 330                 335 

Met Lys Asp Lys Pro Lys Asp Leu Ile Lys Pro Val Val Ile Leu Ala 

            340                 345                 350 

<210> 6 
<211> 347 10 
<212> PRT 
<213> Microbacterium sp. 

<400> 6 
 

Met Lys Ala Leu Gln Tyr Thr Lys Ile Gly Ser His Pro Glu Val Val 15 
1               5                   10                  15 

Glu Ile Glu Lys Pro Ser Pro Gly Pro Gly Gln Val Leu Leu Lys Val 

            20                  25                  30 

Thr Ala Ala Gly Val Cys His Ser Asp Glu Phe Val Met Ser Leu Ser 

        35                  40                  45 20 

Glu Glu Gln Tyr Thr Ala Ala Gly Tyr Pro Leu Pro Leu Thr Leu Gly 

    50                  55                  60 

His Glu Gly Ala Gly Ile Val Glu Glu Leu Gly Glu Gly Val Glu His 

65                  70                  75                  80 

Leu Ser Val Gly Asp Ala Val Ala Val Tyr Gly Pro Trp Gly Cys Gly 25 
                85                  90                  95 

Arg Cys Arg Asn Cys Ala Gln Gly Lys Glu Asn Tyr Cys Thr Asn Ala 

            100                 105                 110 

Gln Ala Glu Gly Ile Met Pro Pro Gly Leu Gly Ala Pro Gly Ser Met 

        115                 120                 125 30 

Ala Glu Tyr Met Ile Val Asp Ser Ala Arg His Leu Val Pro Leu Gly 

    130                 135                 140 

Asp Leu Asp Pro Val Gln Asn Val Ser Leu Thr Asp Ala Gly Leu Thr 

145                 150                 155                 160 

Pro Tyr His Ala Val Lys Thr Ser Leu Pro Lys Leu Gly Ala Gly Thr 35 
                165                 170                 175 

Thr Ala Val Val Ile Gly Thr Gly Gly Leu Gly His Val Ala Ile Gln 

            180                 185                 190 

Ile Leu Arg Ala Val Ser Ala Ala Thr Val Ile Ala Leu Asp Val Asn 

        195                 200                 205 40 

Asp Glu Lys Leu Ala Leu Ala Lys Glu Val Gly Ala His His Thr Val 

    210                 215                 220 

Met Ser Asp Gly Gly Ala Val Asp Ala Ile Arg Arg Leu Thr Asp Gly 

225                 230                 235                 240 

Leu Gly Ala Asn Ala Val Phe Asp Phe Val Gly Ala Asp Pro Thr Ile 45 
                245                 250                 255 
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Ala Thr Ala Ile Gly Ala Ala Ala Leu Asp Ala Asp Ile Thr Ile Val 

            260                 265                 270 

Gly Ile Gly Gly Gly Thr Ala His Val Gly Phe Gly Thr Val Ala Tyr 

        275                 280                 285 

Asp Ala Ala Leu Arg Ile Pro Tyr Trp Gly Ser Arg Ser Glu Leu Ile 5 
    290                 295                 300 

Glu Val Leu Asp Leu Ala Arg Ser Gly Gln Val Gly Val Glu Ile Gln 

305                 310                 315                 320 

Arg Tyr Ser Leu Asp Asp Gly Pro Lys Ala Tyr Glu Ala Leu Ala Ala 

                325                 330                335 10 

Gly Thr Val Arg Gly Arg Ala Val Ile Val Pro 

            340                 345 

 
<210> 7 
<211> 346 15 
<212> PRT 
<213> Rhodococcus ruber 

<400> 7 
 

Met Lys Ala Leu Gln Tyr Thr Glu Ile Gly Ser Glu Pro Val Val Val 20 
1               5                   10                  15 

Asp Val Pro Thr Pro Ala Pro Gly Pro Gly Glu Ile Leu Leu Lys Val 

            20                  25                  30 

Thr Ala Ala Gly Leu Cys His Ser Asp Ile Phe Val Met Asp Met Pro 

        35                  40                  45 25 

Ala Glu Gln Tyr Ile Tyr Gly Leu Pro Leu Thr Leu Gly His Glu Gly 

    50                  55                  60 

Val Gly Thr Val Ala Glu Leu Gly Ala Gly Val Thr Gly Phe Glu Thr 

65                  70                  75                  80 

Gly Asp Ala Val Ala Val Tyr Gly Pro Trp Gly Cys Gly Ala Cys His 30 
                85                  90                  95 

Ala Cys Ala Arg Gly Arg Glu Asn Tyr Cys Thr Arg Ala Ala Glu Leu 

            100                 105                 110 

Gly Ile Thr Pro Pro Gly Leu Gly Ser Pro Gly Ser Met Ala Glu Tyr 

        115                 120                 125 35 

Met Ile Val Asp Ser Ala Arg His Leu Val Pro Ile Gly Asp Leu Asp 

    130                 135                 140 

Pro Val Ala Ala Val Pro Leu Thr Asp Ala Gly Leu Thr Pro Tyr His 

145                 150                 155                 160 

Ala Ile Ser Arg Val Leu Pro Leu Leu Gly Pro Gly Ser Thr Ala Val 40 
                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Ala Val Ser Ala Ala Arg Val Ile Ala Val Asp Leu Asp Asp Asp Arg 

        195                 200                 205 45 

Leu Ala Leu Ala Arg Glu Val Gly Ala Asp Ala Ala Val Lys Ser Gly 
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    210                 215                 220 

Ala Gly Ala Ala Asp Ala Ile Arg Glu Leu Thr Gly Gly Glu Gly Ala 

225                230                  235                 240 

Thr Ala Val Phe Asp Phe Val Gly Ala Gln Ser Thr Ile Asp Thr Ala 

                245                 250                 255 5 

Gln Gln Val Val Ala Ile Asp Gly His Ile Ser Val Val Gly Ile His 

            260                 265                 270 

Ala Gly Ala His Ala Lys Val Gly Phe Phe Met Ile Pro Phe Gly Ala 

        275                 280                 285 

Ser Val Val Thr Pro Tyr Trp Gly Thr Arg Ser Glu Leu Met Asp Val 10 
    290                 295                 300 

Val Asp Leu Ala Arg Ala Gly Arg Leu Asp Ile His Thr Glu Thr Phe 

305                 310                 315                 320 

Thr Leu Asp Glu Gly Pro Thr Ala Tyr Arg Arg Leu Arg Glu Gly Ser 

            325                     330                 335 15 

Ile Arg Gly Arg Gly Val Val Val Pro Gly 

        340                     345 

 
<210> 8 
<211> 336 20 
<212> PRT 
<213> Pichia stipidis 

<400> 8 
 

Met Ser Ile Pro Ala Thr Gln Tyr Gly Phe Val Phe Thr Lys Lys Asp 25 
1               5                   10                  15 

Gly Leu Lys Ile Arg Glu Asn Met Pro Val Leu Glu Pro Lys Ala Asp 

            20                  25                  30 

Gln Val Leu Leu Lys Val Asp Ala Val Gly Leu Cys His Ser Asp Leu 

        35                  40                  45 30 

His Ala Ile Tyr Asp Gly Phe Asp Phe Gly Asp Asn Tyr Val Met Gly 

    50                  55                  60 

His Glu Ile Ala Gly Thr Ile Val Lys Lys Gly Ala Met Val Asp Phe 

65                  70                  75                  80 

Trp Asp Leu Asn Thr Arg Val Ala Cys Phe Gly Pro Asn Ser Cys Gly 35 
                85                  90                  95 

His Cys Gln Leu Cys Arg Thr Gly Phe Glu Asn Asp Cys Ile Asn Val 

            100                 105                 110 

Val Asn Gly Trp Phe Gly Leu Gly Lys Asn Gly Gly Tyr Gln Gln Tyr 

        115                 120                 125 40 

Leu Leu Val Glu Lys Pro Arg Asn Leu Val Ala Ile Pro Asp Asn Val 

    130                 135                 140 

Glu Leu Ser Asp Ala Ala Ala Ile Thr Asp Ala Leu Leu Thr Pro Tyr 

145                 150                 155                 160 

His Ala Met Arg Leu Ala Gly Val Arg Ser Gly Thr Lys Leu Leu Gln 45 
                165                 170                 175 
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Ile Gly Ala Gly Gly Leu Gly Val Asn Gly Ile Gln Ile Ala Lys Ala 

            180                 185                 190 

Phe Gly Ala Gln Val Thr Val Ile Asp Lys Lys Pro Glu Ala Val Asp 

        195                 200                 205 

Val Ala Lys Ser Leu Gly Ala Asp Glu Val Tyr Ser Ala Leu Pro Glu 5 
    210                 215                 220 

Ser Thr Ser Pro Gly Ser Phe Asp Val Ala Ile Asp Tyr Val Ser Thr 

225                 230                 235                 240 

Gln Gly Thr Phe Asp Thr Cys Gln Lys Tyr Val Arg Ser Lys Gly Asn 

                245                 250                 255 10 

Ile Val Pro Val Gly Leu Ala Ala Pro Arg Ile Ser Phe Asn Leu Gly 

            260                 265                 270 

Asp Leu Ala Leu Arg Glu Ile Asn Val Leu Gly Ser Phe Trp Gly Thr 

        275                 280                 285 

Ser Ser Asp Leu Lys Glu Cys Phe Asp Leu Val Ser Lys Gly Lys Val 15 
    290                 295                 300 

Lys Pro Lys Val Thr Val Ala Pro Leu Lys Gln Leu Pro Glu Tyr Ile 

305                 310                 315                 320 

Val Lys Leu Gln Asn Ser Ala Tyr Glu Gly Arg Val Val Phe Lys Pro 

                325                 330                 335 20 

 
<210> 9 
<211> 347 
<212> PRT 
<213> Gordona rubropertinctus 25 

<400> 9 
 

Met Lys Ala Ile Gln Ile Ile Gln Pro Gly Lys Pro Pro Glu Leu Arg 

1               5                   10                  15 

Glu Val Glu Lys Pro Thr Pro Arg Pro Gly Gln Val Leu Leu Lys Val 30 
            20                  25                  30 

Thr Ala Ala Gly Ala Cys His Ser Asp Asp Phe Val Leu Asn Leu Pro 

        35                  40                  45 

Glu Glu Gly Phe Pro Tyr Pro Leu Pro Met Thr Leu Gly His Glu Gly 

    50                  55                  60 35 

Ala Gly Val Val Ala Glu Val Gly Thr Gly Val Thr Gly Ile Ser Glu 

65                  70                  75                  80 

Gly Thr Ser Val Ala Val Tyr Gly Ala Trp Gly Cys Gly Val Cys His 

                85                  90                  95 

Phe Cys Ala Arg Gly Leu Glu Asn Tyr Cys Ser Arg Ala Gly Glu Leu 40 
            100                 105                 110 

Gly Ile Thr Pro Pro Gly Leu Gly Asn Pro Gly Ala Met Ala Glu Tyr 

        115                 120                 125 

Leu Leu Val Asp Asp Ala Arg His Leu Val Pro Leu Gly Asp Leu Asp 

    130                 135                 140 45 

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

Ala Ile Lys Pro Ser Leu Pro Lys Leu Val Gly Gly Thr Thr Ala Val 

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 5 

His Leu Thr Pro Ser Arg Val Ile Ala Leu Asp Val Ser Asp Asp Lys 

        195                 200                 205 

Leu Ala Phe Ala Arg Glu Val Gly Ala His Glu Val Val Leu Ser Asp 

    210                 215                 220 

Ala Asp Ala Val Ala Asn Val Arg Lys Ile Thr Gly Asn Asp Gly Ala 10 
225                 230                 235                 240 

Thr Ala Val Phe Asp Phe Val Gly Leu Gln Pro Thr Leu Asp Ile Ala 

                245                 250                 255 

Met Gly Val Val Gly Thr Met Gly Asp Val Val Ile Val Gly Ile Gly 

            260                 265                 270 15 

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

        275                 280                 285 

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

    290                 295                 300 

Val Leu Asp Leu Ala Arg Asp Gly Val Leu Glu Val Ala Val Glu Arg 20 
305                 310                 315                 320 

Phe Ser Leu Asp Asp Gly Val Glu Ala Tyr Arg Arg Leu Ala Ala Asn 

                325                 330                 335 

Asp Leu Arg Gly Arg Ala Val Val Val Pro Asp 

            340                 345 25 

 
<210> 10 
<211> 1026 
<212> ADN 
<213> Pichia capsulata 30 

<400> 10 
 

atgtctgctc tctccaaaac ccaggccggt tacatcttca agaagggtgc cggtcacatc    60 

gtcaaggccg aggttccaat ccccaagcca actggtgccc aatctcttct tagggtcaag   120 

gctgcaggaa tgtgccactc tgacttgcac gtcattggag aaacattgga ggtccctacc   180 35 
gatgggtacg tgctcggtca cgaaattgct ggtgaattgg tggagatcgg agactcggtc   240 

aaccctgaag tttttaaggt gggaggccgt tatgctgttc atggactgaa ttcgtgtgga   300 

tcctgtgaga tgtgtcgtac cggtcatgac aatgactgta ctggaaatga atcgaaatgg   360 

tacggtctgg gaattagtgg tggttaccag cagtacctgc tggtgccaaa ttcgcaccat   420 

ctattgccta ttccagataa cgtgtcctac gaagttgctg ctgccacctc tgatgctgtc   480 40 
ttgactccat accatgctat caagaattcc ggagtgactc catcttctaa ggtgttgatg   540 

tttggtctgg gtggtttggg atcgaacgca cttcagatcc tcaaggcatt tggagcctat   600 

gtggttgccg ttgatgtcaa gcccgcatcc aaagcaattg ccgacgaatt caaagcggat   660 

gaattctata ccgatatcag ccaatcttct tggaaaccag cctcgtttga ttactgtttt   720 

gacttcgttt cgctgcaggt caccttcgac atctgccaga agtatatcaa gtcccacggt   780 45 
accatcttcc cagtgggtct gggctcgagc aagctgactt tcgacttggg aaacctggca   840 

ttgcgtgaag taaaaattgt tggtaacttc tggggtactt ctcaggaaca gatcgaagca   900 

atggagctgg ttagctcggg tagggtcaag cctcaagttc acaccaccga acttgaaaac   960 

cttcctgaat cacttgaaaa actggaggag ggtaagatca atggaagatt ggttatgctt  1020 

ccatga                                                             1026 50 
 
<210> 11 
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<211> 1047 
<212> ADN 
<213> Rhodococcus erythropolis 

<400> 11 
 5 

atgaaggcaa tccagtacac gagaatcggc gcggaacccg aactcacgga gattcccaaa    60 

cccgagcccg gtccaggtga agtgctcctg gaagtcaccg ctgccggcgt ctgccactcg   120 

gacgacttca tcatgagcct gcccgaagag cagtacacct acggccttcc gctcacgctc   180 

ggccacgaag gcgcaggcaa ggtcgccgcc gtcggcgagg gtgtcgaagg tctcgacatc   240 

ggaaccaatg tcgtcgtcta cgggccttgg ggttgtggca actgttggca ctgctcacaa   300 10 
ggactcgaga actattgctc tcgcgcccaa gaactcggaa tcaatcctcc cggtctcggt   360 

gcacccggcg cgttggccga gttcatgatc gtcgattctc ctcgccacct tgtcccgatc   420 

ggtgacctcg acccggtcaa gacggtgccg ctgaccgacg ccggtctgac gccgtatcac   480 

gcgatcaagc gttctctgcc gaaacttcgc ggaggctcgt acgcggttgt cattggtacc   540 

ggcgggctcg gccacgtcgc cattcagctc ctccgtcacc tctcggcggc aacggtcatc   600 15 
gctttggacg tgagcgcgga caagctcgaa ctggcaacca aggtaggcgc tcacgaggtg   660 

gttctgtcgg acaaggacgc ggccgagaac gttcgcaaga tcactggaag tcaaggcgcc   720 

gcactggttc tcgacttcgt cggctaccag cccaccatcg acaccgcgat ggctgtcgcc   780 

ggtgtcggat cagacgtcac gatcgtcggg atcggggacg gccaggccca cgccaaagtc   840 

gggttcttcc aaagtcctta cgaggcttcg gtgacagttc cgtattgggg tgcccgcaac   900 20 
gagttgatcg aattgatcga cctcgcccac gccggcatct tcgacatcgc ggtggagacc   960 

ttcagtctcg acaacggtgc cgaagcgtat cgacgactgg ctgccggaac gctcagcggc  1020 

cgtgcggttg tggtccctgg tctgtag                                      1047 

 
<210> 12 25 
<211> 1018 
<212> ADN 
<213> Metschnikowia zobellii 

<400> 12 
 30 

atgaccactt cagtctttgt ctctggtgcc accggcttca ttgcccagca cgtcgtcaaa    60 

ctctttctct cgaaaggcta caacgtcgtt ggctccgtca gaaccgccga gaaaggcaag   120 

aacctagcaa agctatttgg caccggctcc ttcacctacg aggtggtgcc caaactcgaa   180 

gcgcctggtg cctttgacga ggccttggaa aagcatccag aggtgtctgt gtttttgcac   240 

acggcctcgc ccgtcacctt tgacgtcaag gacattgaga aagagttgct tctccccgcc   300 35 
gtcgagggca ccaaaaacgt ctttagtgcc atcaaagccc acggcccgca gatcaaaaac   360 

gtcgtggtga cgtcctctgt tgctgcggca ctcgatcccg ctagaaacct ggaccccacg   420 

ttcactgtga atgaagactc ttggaaccca atctcgtggg aggactcgaa gcagaacgcc   480 

atgaccgggt actttggctc caagaagttt gcagagaagg ccgcgtggga ttttgtggaa   540 

gccgagaagc ccaactttct gttgaacacc gtgttgcccg tgtacgtctt tggcccccag   600 40 
gcgtttgact ccgaggtcaa gggcgagctc aactactctg ccgaaatcat caacaagttg   660 

ttgaagttgg gacccaacga cgaagtgccc tcgcaactgg ggggtttcgt cgacgtgaga   720 

gacgtggcca aggctcactt ggccgcattc gagggcggac tctcgaacca gcgccttttg   780 

cttagaacgg cagcgtttaa tgcgcaacgc gtgcttgaca taatcaacaa taagtttgtt   840 

aacttgagag gacagttgcc cactggaacg ccttgtaaag gcgagcctga aagcactggc   900 45 
tctgtgacgg acaattcgag aaccaagaag ttattgaact tcccagccat cgacttggag   960 

aactgtgtgg tggactcggt tacccagctc atgaagtccc agaagaaggt tttgtaag    1018 

 
<210> 13 
<211> 1011 50 
<212> ADN 
<213> Candida parapsilosis 

<400> 13 
 

atgtcaattc catcaagcca gtacggattc gtattcaata agcaatcagg acttaatctg    60 55 
agaaatgatt tgcctgtcca caagcccaaa gcgggtcaat tgttgttgaa agttgatgct   120 

gttggattgt gtcattctga tttacatgtc atttacgaag ggttggattg tggtgataat   180 

tatgtcatgg gacatgaaat tgctggaact gttgctgctg tgggtgatga tgtcattaac   240 

tacaaggttg gtgatcgtgt tgcctgtgtc ggacccaatg gatgtggtgg gtgcaagtat   300 

tgtcgtggtg ccattgacaa tgtatgtaaa aacgcatttg gtgattggtt cggattgggg   360 60 
tacgatggtg ggtatcaaca gtacttgttg gttactagac cacgtaactt gtctcgtatc   420 

ccagataacg tatctgcaga cgtggctgcg gcttcaactg atgctgtatt gacaccatat   480 

cacgcaatca agatggctca agtgtcacca acttcgaata tcttgcttat tggtgctggt   540 
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ggattgggtg gaaatgcaat tcaagttgcc aaggcatttg gtgcgaaagt tactgttttg   600 

gacaaaaaaa aggaggctcg tgaccaagca aagaagttgg gtgctgatgc agtttatgaa   660 

acattgccag aatccatttc tcctggctct ttttcagcat gttttgattt tgtttcagtg   720 

caagctacat ttgatgtatg tcaaaagtat gttgaaccaa agggtgtaat tatgcccgtg   780 

ggactcggtg ctcctaattt atcgtttaat ttgggagatt tggcattgag agaaattcga   840 5 
atcttgggta gtttttgggg aactactaat gatttggatg atgttttgaa attggttagt   900 

gaaggtaaag ttaaacccgt tgtgagaagt gccaaattga aggaattgcc agagtatatt   960 

gaaaaattga gaaacaatgc ttatgaaggt agagttgttt ttaatccata g           1011 

 
<210> 14 10 
<211> 1059 
<212> ADN 
<213> Thermoanaerobacter brockii 

<400> 14 
 15 

atgaaaggtt ttgcaatgct cagtatcggt aaagttggct ggattgagaa ggaaaagcct    60 

gctcctggcc catttgatgc tattgtaaga cctctagctg tggccccttg cacttcggac   120 

attcataccg tttttgaagg cgccattggc gaaagacata acatgatact cggtcacgaa   180 

gctgtaggtg aagtagttga agtaggtagt gaggtaaaag attttaaacc tggtgatcgc   240 

gttgttgtgc cagctattac ccctgattgg cggacctctg aagtacaaag aggatatcac   300 20 
cagcactccg gtggaatgct ggcaggctgg aaattttcga atgtaaaaga tggtgttttt   360 

ggtgaatttt ttcatgtgaa tgatgctgat atgaatttag cacatctgcc taaagaaatt   420 

ccattggaag ctgcagttat gattcccgat atgatgacca ctggttttca cggagctgaa   480 

ctggcagata tagaattagg tgcgacggta gcagttttgg gtattggccc agtaggtctt   540 

atggcagtcg ctggtgccaa attgcgtgga gccggaagaa ttattgccgt aggcagtaga   600 25 
ccagtttgtg tagatgctgc aaaatactat ggagctactg atattgtaaa ctataaagat   660 

ggtcctatcg aaagtcagat tatgaatcta actgaaggca aaggtgtcga tgctgccatc   720 

atcgctggag gaaatgctga cattatggct acagcagtta agattgttaa acctggtggc   780 

accatcgcta atgtaaatta ttttggcgaa ggagaggttt tgcctgttcc tcgtcttgaa   840 

tggggttgcg gcatggctca taaaactata aaaggcgggc tatgccccgg tggacgtcta   900 30 
agaatggaaa gactgattga ccttgttttt tataagcgtg tcgatccttc taagctcgtc   960 

actcacgttt tccggggatt tgacaatatt gaaaaagcct ttatgttgat gaaagacaaa  1020 

ccaaaagacc taatcaaacc tgttgtaata ttagcataa                         1059 

 
<210> 15 35 
<211> 1044 
<212> ADN 
<213> Microbacterium sp. 

<400> 15 
 40 

atgaaggcac tccagtacac gaagatcgga tcccaccccg aagtcgtcga gatcgagaag    60 

ccctcgccgg gtcccgggca ggtactgctc aaagtcaccg ccgccggcgt ctgccactcg   120 

gacgagttcg tgatgagcct cagcgaggag cagtacaccg ctgccggcta ccccctgccg   180 

ctcaccctcg ggcacgaagg cgccggcatc gtcgaggagc tcggcgaagg tgtcgagcac   240 

ctgagcgtcg gagacgccgt cgccgtctac ggcccctggg gttgcggccg ctgccgcaac   300 45 
tgcgcgcagg gcaaggagaa ctactgcacg aacgcccagg cggaggggat catgcctccc   360 

ggtctcgggg ctcccggctc aatggcggag tacatgatcg tcgacagcgc gcgacacctc   420 

gttccgctcg gcgacctcga ccccgtgcag aacgtttcct tgacggatgc cggcctgacc   480 

ccgtaccacg cggtcaagac gtcacttccg aagctgggcg ccggaacgac ggcggtcgtg   540 

atcggcaccg ggggtctcgg acacgtcgcg attcagatcc tgcgggcggt gtcggccgcg   600 50 
accgtgatcg cgttggacgt caacgacgag aaactcgcgc tggccaagga ggtcggcgcc   660 

catcacaccg tcatgagcga cggcggcgcc gtcgacgcga ttcgccggct caccgacggt   720 

ctgggcgcga acgccgtctt cgacttcgtc ggtgcggacc cgacgatcgc gacggcgata   780 

ggagcagccg cgctcgacgc agacatcacg atcgtcggca tcggcggcgg aacggctcac   840 

gtcggtttcg gcaccgtcgc ttatgacgcg gcgcttcgca tcccgtattg gggctcgcgc   900 55 
agcgaactga tcgaggtgct cgacctcgcg cgctcagggc aggtgggagt cgagatccag   960 

cgctactcac tcgacgacgg cccgaaggcg tacgaggcgc tcgccgcggg cacggtccgc  1020 

ggccgcgccg tcatcgtccc ctga                                         1044 

 
<210> 16 60 
<211> 1041 
<212> ADN 
<213> Rhodococcus ruber 
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<400> 16 
 

atgaaagccc tccagtacac cgagatcggc tccgagccgg tcgtcgtcga cgtccccacc    60 

ccggcgcccg ggccgggtga gatcctgctg aaggtcaccg cggccggctt gtgccactcg   120 

gacatcttcg tgatggacat gccggcagag cagtacatct acggtcttcc cctcaccctc   180 5 
ggccacgagg gcgtcggcac cgtcgccgaa ctcggcgccg gcgtcaccgg attcgagacg   240 

ggggacgccg tcgccgtgta cgggccgtgg gggtgcggtg cgtgccacgc gtgcgcgcgc   300 

ggccgggaga actactgcac ccgcgccgcc gagctgggca tcaccccgcc cggtctcggc   360 

tcgcccgggt cgatggccga gtacatgatc gtcgactcgg cgcgccacct cgtcccgatc   420 

ggggacctcg accccgtcgc ggcggttccg ctcaccgacg cgggcctgac gccgtaccac   480 10 
gtgatctcgc gggtcctgcc cctgctggga cccggctcga ccgcggtcgt catcggggtc   540 

ggcggactcg ggcacgtcgg catccagatc ctgcgcgccg tcagcgcggc ccgcgtgatc   600 

gccgtcgatc tcgacgacga ccgactcgcg ctcgcccgcg aggtcggcgc cgacgcggcg   660 

gtgaagtcgg gcgccggggc ggcggacgcg atccgggagc tgaccggcgg tgagggcgcg   720 

acggcggtgt tcgacttcgt cggcgcccag tcgacgatcg acacggcgca gcaggtggtc   780 15 
gcgatcgacg ggcacatctc ggtggtcggc atccatgccg gcgcccacgc caaggtcggc   840 

ttcttcatga tcccgttcgg cgcgtccgtc gtgacgccgt actggggcac gcggtccgag   900 

ctgatggacg tcgtggacct ggcccgtgcc ggccggctcg acatccacac cgagacgttc   960 

accctcgacg agggacccac ggcctaccgg cggctacgcg agggcagcat ccgcggccgc  1020 

ggggtggtcg tcccgggctg a                                            1041 20 
 
<210> 17 
<211> 1011 
<212> ADN 
<213> Pichia stipidis 25 

<400> 17 
 

atgtctattc ctgctacaca atatggtttc gtcttcacca aaaaggacgg tttaaaaatt    60 

cgcgagaaca tgcctgttct cgaacccaag gctgaccaag tcttgcttaa agtcgacgca   120 

gtaggattgt gtcactctga ccttcatgcc atctacgacg gcttcgactt tggtgacaat   180 30 
tacgttatgg gccacgaaat cgccggcacc attgtcaaga agggagccat ggtcgacttt   240 

tgggacctaa acacccgtgt tgcctgtttt ggtccaaact cctgtggcca ttgtcaactt   300 

tgtcgtactg gttttgaaaa tgattgtatc aatgtcgtca acggctggtt tggattaggt   360 

aaaaacggag gctaccagca atatttgttg gttgaaaagc ctcgtaattt ggttgctatt   420 

ccagacaacg tcgagctgtc cgatgcagct gccattaccg acgctttgtt gaccccctac   480 35 
catgccatga gattagctgg tgttagatca ggcacgaagc tcttgcaaat tggtgctgga   540 

ggattgggag taaatggtat tcagattgct aaagcatttg gagctcaagt cactgttatc   600 

gacaaaaagc ccgaggctgt agacgtcgct aagagcctag gcgcagatga agtatattct   660 

gcacttcctg aatcaaccag tccgggaagt ttcgatgttg ctatcgacta cgtttctact   720 

caaggcactt tcgacacttg tcaaaagtac gtcagatcta agggtaatat tgttcccgtt   780 40 
ggattggccg ctccaagaat ttcgtttaac ttgggagatt tggcccttag agaaattaat   840 

gtccttggta gcttctgggg tacatcatcc gacttgaagg aatgtttcga tttggtcagc   900 

aagggcaaag tcaaacctaa ggtgactgtt gctccattga agcaattgcc tgaatacatt   960 

gtcaagttac agaattcggc ctacgaaggt agagtcgtgt tcaagccatg a           1011 

 45 
<210> 18 
<211> 1044 
<212> ADN 
<213> Gordona rubropertinctus 
<400> 18 50 
 

atgaaggcca ttcagatcat ccagccgggc aaaccgccgg agctgcgcga ggtcgagaaa    60 

cccacgccgc gtcccgggca ggtgttgctg aaggtgacgg cagccggcgc ctgccattcg   120 

gacgacttcg tcctcaacct gcccgaggaa ggattcccct atcccttgcc gatgacgctc   180 

ggccacgaag gggccggcgt ggtcgccgag gtcggtaccg gcgtcaccgg catctccgag   240 55 
ggcacctcgg tggccgtgta cggagcctgg ggttgcggcg tctgtcactt ctgcgcccgc   300 

ggcctggaga actactgcag ccgagccggc gaactcggca tcaccccacc gggtctcggc   360 

aacccgggcg cgatggccga gtacctgctc gtggacgacg cacggcatct ggtgccgctc   420 

ggtgacctcg acccggtggc tgcagtccta ctcaccgatg ccggcctcac gccctaccac   480 

gcgatcaaac cctcgcttcc gaagctggtc ggcggcacca cggcagtggt catcggagcc   540 60 
ggtggtctcg ggcatgtcgg gatccaactg cttcgccacc tgaccccgtc ccgggtgatc   600 

gctctcgacg tgagcgacga caagctcgcg ttcgcgcgcg aggtcggggc tcacgaggtg   660 

gtgctctccg acgccgatgc cgtcgcgaac gtccgcaaga tcaccggcaa cgatggtgcg   720 

accgccgtct tcgacttcgt cgggctgcaa cctacgctcg acatcgcgat gggcgtcgtc   780 

gggaccatgg gtgacgtggt gatcgtgggc atcggtgaca tggtcgccac ggcgaaggtc   840 65 
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ggcttcttca cccagcccta cgaggtgtcg gtacgcgcgc cgtactgggg ggcgcgcgac   900 

gaactcatcg aggtgctgga tctcgcacgc gatggggttc tcgaggtggc ggtcgaacga   960 

ttctcactcg atgacggcgt cgaggcctac cggcgactgg ccgccaatga ccttcgaggg  1020 

cgagcagtcg tggtgcctga ctga                                         1044 

5 
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REIVINDICACIONES 

1. Un procedimiento para la preparación de un compuesto de fórmula (I) 

 

en la que el carbono quiral es la configuración (S); 

R se selecciona entre hidrógeno y COR1; 
 5 
R1 se selecciona entre hidrógeno, alquilo C1-C6 y OR2; 
 
R2 se selecciona entre alquilo C1-C6 y bencilo, estando dicho bencilo opcionalmente sustituido por uno o más grupos 
alquilo C1-C6; 

comprendiendo dicho procedimiento reducir un compuesto de fórmula (II) 10 

 

en la que R se define como anteriormente, con una oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 en presencia de un cofactor y 
de un cosustrato que regenera dicho cofactor. 

2. El procedimiento de la reivindicación 1 caracterizado porque R es COR1. 

3. El procedimiento de la reivindicación 2 caracterizado porque R1 es OR2. 

4. El procedimiento de la reivindicación 3 caracterizado porque R es COOtBu. 15 

5. El procedimiento de la reivindicación 3 caracterizado porque R es COObencilo. 

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado porque dicho cofactor se 
selecciona entre NADH y NAPDH. 

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado porque dicho cosustrato es un 
alcohol secundario. 20 

8. El procedimiento de la reivindicación 7 caracterizado porque dicho alcohol secundario se selecciona entre 2-
propanol, 2-butanol, 2-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 2-heptanol y 2-octanol. 

9. El uso de una oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 para la preparación de un compuesto de fórmula (I) a partir de un 
compuesto de fórmula (II) definido en las reivindicaciones 1 a 5. 

10. El procedimiento o el uso de cualquier reivindicación precedente caracterizado porque dicha oxidorreductasa es 25 
una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 60% de identidad con la ID SEC. Nº 1. 

11. El uso de una oxidorreductasa de ID SEC. Nº 1 para la preparación de un compuesto de fórmula (I) a partir de un 
compuesto de fórmula (II) definido en la reivindicación 5. 
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