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DESCRIPCION
Sintesis de éster o tioéster de adipato

La presente invencién se refiere a un método para preparar un éster o tioéster de adipato. La invencion se refiere
ademas a un método para preparar acido adipico a partir de dicho éster o tioéster. Ademas, la invencién proporciona
varios métodos para preparar un intermedio para dicho éster o tioéster. Ademas, la invencion se refiere a un método
para preparar acido 6-aminocaproico (6-ACA), un método para preparar acido 5-formil valérico (5-FVA), y un método
para preparar caprolactama. Ademas, se describe una célula hospedadora para el uso en un método segun la
invencion.

El acido adipico (acido hexanodioico) se usa, entre otros, para la produccion de poliamida. Ademas, los ésteres de
acido adipico se pueden usar en plastificantes, lubricantes, disolventes y en una diversidad de resinas de
poliuretano. Otros usos del acido adipico son como acidulantes alimentarios, aplicaciones en adhesivos, insecticidas,
bronceantes y colorantes. Los métodos de preparacion conocidos incluyen la oxidacion de ciclohexanol o
ciclohexanona o una mezcla de los mismos (aceite KA) con acido nitrico.

La caprolactama es una lactama que se puede usar también para la produccion de poliamida, por ejemplo nailon-6 o
copolimeros de caprolactama-laurolactama (nailon-6,12). En la técnica se conocen diversas maneras de preparar
caprolactama a partir de productos quimicos en bruto, e incluyen la preparacion de caprolactama a partir de
ciclohexanona, tolueno, fenol, ciclohexanol, benceno o ciclohexano.

Los compuestos intermedios, tales como ciclohexanol, ciclohexanona o fenol, para preparar acido adipico o
caprolactama se obtienen en general de un aceite mineral. En vista del deseo creciente de preparar materiales
mediante el uso de una tecnologia mas sostenible, seria deseable proporcionar un método en el que se prepare
acido adipico o caprolactama a partir de un compuesto intermedio que se puede obtener a partir de una fuente
bioldgicamente renovable, o al menos a partir de un compuesto intermedio que se convierte en acido adipico o
caprolactama mediante el uso de un método bioquimico.

En el documento US 5.487.987 se describe un método para la produccion de acido adipico, en el que se usa una
célula bacteriana, en el que se convierte una fuente de carbono en 3-deshidroshikimato mediante las enzimas de la
ruta comun o la biosintesis de aminoacidos aromaticos de la célula bacteriana, para producir acido cis, cis muconico,
mediante la conversién biocatalitica de 3-deshidroshikimato. El acido cis, cis mucénico se reduce quimicamente a
continuacion (mediante el uso de un catalizador de platino) para producir acido adipico. Asi, la etapa final requiere la
catalisis quimica. Los presentes inventores prevén ademas que los intermedios aromaticos formados en la célula
bacteriana pueden ser toxicos para la célula, lo que probablemente requiere que su concentracion sea baja in vivo,
asi como en el cultivo celular.

Se sabe preparar caprolactama a partir de acido 6-aminocaproico (6-ACA), p.ej. como se describe en el documento
US-A 6.194.572. Como se describe en el documento WO 2005/068643, se puede preparar 6-ACA bioquimicamente
convirtiendo acido 6-aminohex-2-enoico (6-AHEA) en presencia de una enzima que tiene actividad de a,3-enoato
reductasa. El 6-AHEA se puede preparar a partir de lisina, p.ej. bioquimicamente o mediante sintesis quimica pura.
Aunque se puede preparar 6-ACA por medio de la reduccién de 6-AHEA mediante los métodos descritos en el
documento WO 2005/068643, los inventores han descubierto que, en las condiciones de la reaccion de reduccion, 6-
AHEA se puede ciclar de manera espontanea y sustancialmente irreversible para formar un subproducto indeseado,
en particular B-homoprolina. Esta ciclacion puede ser un cuello de botella en la produccion de 6-ACA, y conduce a
una pérdida considerable de rendimiento.

La entrada de UniProt A1C497 (Fedorova et al., 2007) describe la secuencia proteica de la supuesta Acetil-CoA
hidrolasa Ach1 de Aspergillus clavatus.

El documento WO 2009/151728 (17 de diciembre de 2009) describe microorganismos para la produccion de acido
adipico y otros compuestos.

Un objetivo de la invencion es proporcionar un método nuevo para preparar acido adipico o caprolactama, que se
puede usar, entre otros, para la preparacion de poliamida, o un compuesto intermedio para acido adipico o
caprolactama, que puede servir como alternativa a los métodos conocidos.

Un objetivo adicional es proporcionar un método nuevo que superaria una o mas de las desventajas mencionadas
anteriormente.

Uno o mas objetivos adicionales que se pueden resolver de acuerdo con la invencién se deduciran a partir de la
descripcién, mas adelante.

Los inventores se han dado cuenta de que se puede producir adipato (o un éster o tioéster del mismo) a partir de
succinato (o un éster o tioéster del mismo). En particular, los inventores llegaron a la conclusion de que se puede
preparar un (tio)éster de adipato a partir de un (tio)éster de succinato y (tio)éster de acetato por medio de una
secuencia de reacciones especificas, p.ej. similares a una beta-oxidacion inversa y biosintesis de acidos grasos en
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células vivas, como se muestra en la Figura 2. En la presente memoria, cada R representa independientemente un
grupo activante (que facilita la reaccion), p.ej. como se describe mas adelante en la presente memoria. Cada X
representa independientemente un S o un O. ED/EDH, ejemplifica donantes de electrones oxidados/reducidos, por
ejemplo NAD/NADH, NADP/NADPH, FAD/FADH, o ferredoxina oxidada /ferredoxina reducida. La transferencia real
de electrones se puede dar directamente, o puede estar mediada por transportadores de electrones intermedios
tales como coenzimas o flavoproteinas de transferencia de electrones (ETF). Y-NH. se refiere a un donante de
amino, p.ej. como se describe mas adelante en la presente memoria.

Asi, los inventores llegaron a la conclusién de que deberia ser posible preparar biocataliticamente acido adipico (o
un éster o tioéster del mismo) por medio de una cascada de reacciones desde succinato (o un éster o tioéster del
mismo) y acetato (o un éster o tioéster del mismo). Ademas, se dieron cuenta de que el acido adipico se puede
convertir biocataliticamente en acido 5-formilpentanoico ("5-FVA", acido 5-formilvalérico), que es un intermedio para
la preparacion de 6-ACA, y que para esta conversion se puede usar un biocatalizador especifico.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un método para preparar un éster o tioéster de adipato a partir de un
éster o tioéster de succinato, por medio de una diversidad de reacciones, en el que al menos una de las reacciones
se cataliza mediante un biocatalizador.

En particular, la invencion se refiere a un método para preparar un éster de adipato o tioéster de adipato, que
comprende convertir un éster de 2,3-deshidroadipato (nombre de la IUPAC: 5-carboxi-2-pentanoato) o tioéster de
2,3-deshidroadipato en el éster o tioéster de adipato en presencia de un biocatalizador.

Cuando se hace referencia en la presente memoria a acidos carboxilicos o carboxilatos, p.ej. 6-ACA, otro
aminoacido, 5-FVA, acido adipico/adipato, acido succinico/succinato, acido acético/acetato, estas expresiones
pretenden incluir el acido carboxilico protonado (acido libre), el carboxilato correspondiente (su base conjugada), asi
como una sal de los mismos, a menos que se especifique de otra manera. Cuando se hace referencia en la presente
memoria a aminoacidos, p.ej. 6-ACA, esta expresion pretende incluir los aminoacidos en su forma dipolar (en la que
el grupo amino esta en la forma protonada y el grupo carboxilato esta en la forma desprotonada), el aminoacido en el
que el grupo amino esta protonado y el grupo carboxilico esta en su forma neutra, y el aminoacido en el que el grupo
amino esta en su forma neutra y el grupo carboxilato esta en la forma desprotonada, asi como las sales de los
mismos.

Cuando se hace referencia a un éster o tioéster de un acido carboxilico, p.ej. un éster o tioéster de adipato, éster o
tioéster de acetato, éster o tioéster de succinato, estas expresiones pretenden incluir cualquier grupo activante, en
particular cualquier grupo activante biolégico, que incluye coenzima A (también denominada CoA), fosfo-panteteina,
que se puede unir a una proteina transportadora de acilo o peptidilo (ACP o PCP, respectivamente), N-acetil-
cisteamina, tio-glicolato de metilo, mercapto-propionato de metilo, mercapto-propionato de etilo, mercapto-butirato de
metilo, mercapto-butirato de etilo, mercaptopropionato y otros ésteres o tioésteres que proporcionan la misma
funcién o una funcién similar. En caso de usar células vivas como biocatalizador, el éster o tioéster, en particular
CoA, se puede producir mediante el biocatalizador usado, o se puede originar a partir de un organismo también
capaz de producir una enzima adecuada para catalizar la reaccion. Las CoA-ligasas y CoA-transferasas se han
identificado en muchos organismos, y pueden proporcionar los ésteres o tioésteres activados deseados.

La preparacion del éster o tioéster de adipato a partir del éster o tioéster de succinato puede comprender en
particular las etapas de reaccion siguientes (los niUmeros entre paréntesis también corresponden a la Figura 1):

(1) proporcionar un éster o tioéster de succinato y hacer reaccionar dicho éster o tioéster con un éster o tioéster de
acetato, por lo que se forma un éster o tioéster de 3-oxoadipato;

(2) hidrogenar el grupo 3-oxo del éster o tioéster de 3-oxoadipato, por lo que se forma un éster o tioéster de 3-
hidroxiadipato;

(3) deshidratar el éster o tioéster de 3-hidroxiadipato, por lo que se forma un éster o tioéster de 2,3-deshidroadipato;
y

(4) hidrogenar el doble enlace C-C del éster o tioéster de 2,3-deshidroadipato, por lo que se forma un éster o tioéster
de adipato.

La invencion también se refiere a un método para preparar un compuesto intermedio, adecuado para el uso en un
método para preparar acido adipico, que comprende llevar a cabo una o mas de dichas etapas de reaccién 1-4, en
presencia de un biocatalizador que cataliza dicha etapa de reaccion.

En una realizacion, el éster o tioéster de adipato se convierte en 5-FVA (5).

Si se desea, el éster o tioéster de adipato se puede convertir en acido adipico. Esto se puede llevar a cabo
hidrolizando el enlace éster o el enlace tioéster (7), y de ese modo se forma acido adipico, o mediante una reaccion
de transferencia, en la que el resto "alcohol" o "tiol" (tal como CoA) se transfiere desde el éster o tioéster de adipato
hasta un acido diferente de acido adipico, y de ese modo se forma acido adipico y un (tio)éster del acido diferente de
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acido adipico (7). Si se usa acido succinico o acetato como acido diferente, esta reaccién puede ser ventajosa ya
que el resto alcohol o tiol, tal como CoA, se puede reciclar. P.gj., adipil-CoA + succinato o acetato se pueden
convertir (normalmente en presencia de una CoA transferasa) para formar succinil-CoA o acetil-CoA + acido adipico.
El succinil-CoA o acetil-CoA se pueden usar después como compuesto de partida en un método de la invencién.

El acido adipico (o un éster o tioéster del mismo) se puede convertir, p.gj., en 5-FVA (8).

En una realizacion, 5-FVA, obtenido en un método de la invencioén, se convierte en 6-ACA (6). A continuacion, se
puede convertir 6-ACA en caprolactama, p.ej. de una manera conocida por si misma en la técnica.

En una realizacion adicional, el acido adipico o la caprolactama obtenida en un método segun la invencién se usa
para la preparacién de poliamida.

El término "un" o "uno", tal como se usa en la presente memoria, se define como "al menos uno", a menos que se
especifique de otra manera.

Cuando se hace referencia a un nombre (p.ej. un compuesto, un aditivo, etc.) en singular, se pretende incluir el
plural.

Cuando se hace referencia a un compuesto del cual existen varios isomeros (p.ej. un isomero cis y frans, un
enantiomero Ry S), el compuesto incluye en principio todos los enantiomeros, diasteredmeros e isémeros cis/trans
de ese compuesto que se pueden usar en el método particular de la invencion.

Cuando se menciona una enzima con referencia a una clase de enzima (EC) entre paréntesis, la clase de enzima es
una clase en la que se clasifica o se puede clasificar la enzima, basandose en la Nomenclatura de Enzimas
proporcionada por el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-
IUBMB), cuya nomenclatura se puede hallar en http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/. Otras enzimas
adecuadas que (todavia) no se han clasificado en una clase especificada, pero que se pueden clasificar como tales,
pretenden estar incluidas.

Cuando en la presente memoria se hace referencia a una proteina mediante referencia a un nimero de acceso, este
numero en particular se usa para referirse a una proteina que tiene una secuencia tal como se halla en Uniprot el 11
de marzo de 2008, a menos que se especifique de otra manera.

El término "homologo" se usa en la presente memoria en particular para polinucleétidos o polipéptidos que tienen
una identidad de secuencia de al menos un 70%, mas preferiblemente al menos un 75%, mas preferiblemente al
menos un 80%, en particular al menos un 85%, mas en particular al menos un 90%, al menos un 91%, al menos un
92%, al menos un 93%, al menos un 94%, al menos un 95%, al menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98%
o al menos un 99%. El término homodlogo también pretende incluir secuencias de acido nucleico (secuencias
polinucleotidicas) que difieren de otra secuencia de acido nucleico debido a la degeneracion del cédigo genético, y
que codifican la misma secuencia polipeptidica.

La identidad o similitud de secuencia se define en la presente memoria como una relacién entre dos o mas
secuencias polipeptidicas o dos o mas secuencias de acido nucleico, tal como se determina comparando las
secuencias. Normalmente, las identidades o similitudes de secuencia se comparan a lo largo de la longitud completa
de las secuencias, pero sin embargo también se pueden comparar solamente en una parte de las secuencias
alineadas entre si. En la técnica, "identidad" o "similitud" también significa el grado de relacion de secuencia entre
secuencias polipeptidicas o secuencias de acido nucleico, segun sea el caso, tal como se determina mediante la
coincidencia entre tales secuencias. Los métodos preferidos para determinar la identidad o similitud estan disefiados
para proporcionar la mayor coincidencia entre las secuencias analizadas. En el contexto de esta invencion, un
método preferido mediante un programa informatico para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias
incluye BLASTP y BLASTN (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 1990, 215, 403-410, disponible publicamente en el
NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894). Los parametros
preferidos para la comparacion de secuencias polipeptidicas mediante el uso de BLASTP son: apertura de hueco
10,0, prolongacion de hueco 0,5, matriz Blosum 62. Los parametros preferidos para la comparacion de secuencias
de acido nucleico mediante el uso de BLASTN son: apertura de hueco 10,0, prolongaciéon de hueco 0,5, matriz
completa de ADN (matriz de identidad de ADN).

En un método de la invencién, se usa un biocatalizador, es decir, al menos una etapa de reaccién del método se
cataliza mediante un material biolégico o resto derivado de una fuente bioldgica, por ejemplo un organismo o una
biomolécula derivada de él. El biocatalizador puede comprender en particular una o mas enzimas. El biocatalizador
se puede usar en cualquier forma. En una realizacién, se usan una o mas enzimas aisladas del medio natural
(aisladas del organismo en el que se han producido), por ejemplo en forma de una disolucion, una emulsién, una
dispersion, (una suspension) de células liofilizadas, un lisado, o inmovilizadas sobre un soporte. El uso de una
enzima aislada del organismo del que se origina puede ser util en particular a la vista de la flexibilidad incrementada
al ajustar las condiciones de reaccion de forma que el equilibrio de reaccion se desplace al lado deseado.
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En una realizacion, una o mas enzimas forman parte de un organismo vivo (tal como células vivas completas). Las
enzimas pueden llevar a cabo una funcién catalitica dentro de la célula. También es posible que la enzima se pueda
secretar en un medio en el que las células estan presentes.

Las células vivas pueden ser células en crecimiento, células en reposo o latentes (p.ej. esporas) o células en una
fase estacionaria. También es posible usar una enzima que forma parte de una célula permeabilizada (es decir,
hecha permeable hacia un sustrato de la enzima o un precursor de un sustrato de la enzima o enzimas).

Un biocatalizador usado en un método de la invencién puede ser en principio cualquier organismo, o se puede
obtener o puede derivar de cualquier organismo. El organismo puede ser un eucariota, una bacteria o una arquea.
En particular, el organismo se puede seleccionar de animales (que incluyen seres humanos), vegetales, bacterias,
arqueas, levaduras y hongos.

Las bacterias adecuadas se pueden seleccionar en particular del grupo de Absidia, Achromobacter, Acinetobacter,
Agrobacterium, Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Arzoarcus, Azomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Bradyrhizobium, Burkholderia, Byssochlamys, Citrobacter, Clostridium, Comamonas, Corynebacterium,
Deinococcus, Escherichia, Enterobacter, Flavobacterium, Fusobacterium, Gossypium, Klebsiella, Lactobacillus,
Listeria, Megasphaera, Micrococcus, Mycobacterium, Norcadia, Porphyromonas, Propionibacterium, Pseudomonas,
Ralstonia, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rodococcus, Roseburia, Shewanella, Streptomycetes,
Xanthomonas, Xylella, Yersinia, Treponema, Vibrio, Streptococcus, Lactococcus, Zymomonas, Staphylococcus,
Salmonella, Brucella, Microscilla.

Los eucariotas adecuados se pueden seleccionar en particular del grupo de hongos; metazoos; Viridiplantae (en
particular Arabidopsis y Chlamydomonadales); Diplomonadida (en particular Giardiinae); Entamoebidae (en
particular Entaboeba); Euglenozoa (en particular Euglena); Pelobiontida (en particular Mastigamoeba); y Alveolata
(en particular Cryptosporidium).

Los hongos adecuados incluyen en particular los hongos y levaduras seleccionados del grupo de Rhizopus,
Neurospora, Penicillium,  Aspergillus, Piromyces, Trichosporon, Candida, Hansenula, Kluyveromyces,
Saccharomyces, Rhodotorula, Schizosaccharomyces, Yarrowia (tal como Yarrowia lypolytica).

Los metazoos incluyen en particular metazoos seleccionados del grupo de mamiferos (que incluye el ser humano),
mas en particular seleccionados del grupo de Leporidae, Muridae, Suidae, Bovidae, hominidae. Un biocatalizador se
puede originar de cualquier parte de un metazoo, p.ej. higado, pancreas, cerebro, rifidn, corazén u otro érgano. Un
metazoo adecuado también puede incluir en particular Caenorhabditis y Drosophila.

Los organismos que pueden proporcionar en particular un biocatalizador adecuado para una etapa de reaccion
especifica se mencionan mas adelante, cuando que describen las etapas de reaccion especificas de un método de
la invencion.

Sera evidente para la persona experta en la técnica que se puede usar un biocatalizador natural (de tipo natural) o
un mutante de un biocatalizador natural con una actividad adecuada en un método segun la invencion. Las
propiedades de un biocatalizador natural se pueden mejorar mediante técnicas bioldgicas conocidas para la persona
experta en la técnica, tales como, p.ej., evolucidon molecular o disefio racional. Se pueden hacer mutantes de los
biocatalizadores de tipo natural, por ejemplo modificando el ADN codificante de un organismo capaz de actuar como
biocatalizador o capaz de producir un resto biocatalitico (tal como una enzima) mediante el uso de técnicas de
mutagénesis conocidas para la persona experta en la técnica (mutagénesis aleatoria, mutagénesis dirigida,
evolucion dirigida, recombinaciéon genética, etc.). En particular, el ADN se puede modificar de forma que codifique
una enzima que difiera en al menos un aminoacido de la enzima de tipo natural, de forma que codifique una enzima
que comprenda una o mas sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos en comparacion con la de tipo
natural, o de forma que los mutantes combinen secuencias de dos o mas enzimas originales o llevando a cabo la
expresion del ADN asi modificado en una célula (hospedadora) adecuada. Esto ultimo se puede conseguir mediante
métodos conocidos para la persona experta en la técnica, tales como optimizaciéon de codones u optimizacion de
pares de codones, p.ej. basandose en un método como se describe en el documento WO 2008/000632.

Un biocatalizador mutante puede tener propiedades mejoradas, por ejemplo con respecto a uno o mas de los
siguientes aspectos: selectividad hacia el sustrato, actividad, estabilidad, tolerancia a disolventes, perfil de pH, perfil
de temperatura, perfil del sustrato, susceptibilidad a la inhibicion, utilizacion de cofactores y afinidad por el sustrato.
Los mutantes con propiedades mejoradas se pueden identificar aplicando, p.ej., un cribado de alto rendimiento
adecuado o métodos de seleccidén basados en tales métodos conocidos para la persona experta en la técnica.

Se puede modificar la especificidad por el sustrato de las enzimas que actian sobre los alquilos o ésteres o
tioésteres de alquilo. Se puede utilizar la evolucidon molecular para crear diversidad, seguido de cribado de los
mutantes deseados y/o ingenieria racional de bolsillos de unién del sustrato. Las técnicas para modificar la
especificidad por el sustrato de una enzima usada en un método de la invencién se pueden basar en las descritas en
la técnica. Por ejemplo, la ingenieria racional mediante el empleo de informacion estructural y de secuencia para
disefiar mutaciones especificas se ha utilizado para modificar la especificidad por el sustrato del dominio 4 de acil
transferasa de la eritromicina policétido sintasa para que acepte donantes de acilo alternativos. Se ha demostrado
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que la modificacion del sitio de union al sustrato propuesto dio como resultado un bolsillo de unién modificado capaz
de acomodar sustratos alternativos, lo que dio como resultado una proporcioén diferente de productos (Reeves, C. D;
Murli, S.; Ashley, G. W.; Piagentini, M.; Hutchinson, C. R.; McDaniel, R. Biochemistry 2001, 40(51), 15464-15470).
Las aproximaciones de disefio racional y de evolucion molecular se han usado para alterar la especificidad por el
sustrato del biocatalizador BM3, lo que dio como resultado un gran nimero de mutantes capaces de oxidar una gran
diversidad de diferentes alquenos, cicloalquenos, arenos y heteroarenos en vez de o ademas del sustrato natural de
acidos grasos de cadena media (p.€j. acido miristico) (Peters, M. W.; Meinhold, P.; Glieder, A.; Arnold, F. H. Journal
of the American Chemical Society 2003, 125(44), 13442-13450; Appel, D.; Lutz-Wahl, S.; Fischer, P.; Schwaneberg,
U.; Schmid, R. D. Journal of Biotechnology 2001, 88(2), 167-171 y las referencias de ese documento).

Cuando se hace referencia a un biocatalizador, en particular una enzima, de una fuente particular, se pretende incluir
especificamente como biocatalizadores los biocatalizadores recombinantes, en particular enzimas, que se originan
de un primer organismo, pero que se producen realmente en un segundo organismo (modificado genéticamente), en
particular enzimas, de ese primer organismo.

Preparacion de (éster o tioéster) de 3-oxoadipato ("Reaccién 1")

En una realizacion de la invencion, se prepara un (éster o tioéster) de 3-oxoadipato a partir de succinato y acetato, a
cuyo succinato y/o acetato se le proporciona normalmente un grupo activante, en particular para producir un éster o
un tioéster, lo que facilita la reaccion.

El (éster de tioéster) de 3-oxoadipato se puede conseguir biocataliticamente o quimicamente, en particular mediante
una "condensacion de Claisen”, en la que se acopla un éster o tioéster de acetato y un éster o tioéster de succinato.

En un método preferido de la invencién, la preparaciéon comprende una reaccién biocatalitica en presencia de un
biocatalizador capaz de catalizar una transferencia de un grupo acilo. Una enzima que tiene tal actividad catalitica,
por lo tanto, se puede denominar aciltransferasa.

En un método preferido, la transferencia de acilo tiene lugar entre dos tioésteres de acilo o ésteres de acilo. Los
tioésteres de acilo preferidos son acetil-CoA y succinil-CoA. Preferiblemente, dicho biocatalizador es selectivo hacia
dichos tioésteres de acilo.

El biocatalizador puede comprender en particular una enzima capaz de transferir grupos acilo seleccionados del
grupo de aciltransferasas (E.C. 2.3.1), preferiblemente del grupo de acetil-CoA:acetil-CoA C-acetiltransferasas (EC
2.3.1.9), acil-CoA:acetil-CoA C-aciltransferasas (EC 2.3.1.16) y succinil-CoA:acetil-CoA C-succiniltransferasas (EC
2.3.1.174, también conocidas como beta-cetoadipil-CoA tiolasas). La actividad de aciltransferasa se ha descrito, por
ejemplo, en la beta-oxidacion, la biosintesis de acidos grasos, la biosintesis de policétidos, o el metabolismo de
butanoato en la base de datos KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto).

Una aciltransferasa puede ser en particular una aciltransferasa de un organismo seleccionado del grupo de arqueas,
bacterias y eucariotas.

En particular, la enzima se puede originar de un microorganismo que es capaz de degradar compuestos organicos
que comprenden una estructura ciclica aromatica o aliciclica, en particular una estructura ciclica de 5, 6 o 7
miembros. El compuesto organico puede comprender opcionalmente uno o mas heteroatomos en el anillo o como
sustituyente o una parte de un sustituyente. Por ejemplo, el resto organico puede ser un compuesto aromatico, en
particular un compuesto aromatico que comprende un anillo de seis miembros. En particular, el compuesto
aromatico se puede seleccionar del grupo de fenilacetato, benzoato, catecol, protocatecuato y gentisato. El
compuesto organico puede ser un compuesto aliciclico, en particular un alcohol ciclico, tal como ciclohexanol, una
cetona ciclica, tal como ciclohexanona, o un cicloalcano, tal como ciclohexano. El compuesto organico puede ser
una lactama, tal como caprolactama. En una realizacion, la enzima se origina de un organismo capaz de degradar
un acido dicarboxilico (normalmente Cg - C10), en particular un acido dicarboxilico saturado de cadena lineal, tal
como acido adipico.

En una realizacion adicional, la enzima se origina de un organismo capaz de sintetizar 3-ceto-adipato, p.ej. como
parte de un metabolito secundario (p.ej. malonomicina), por ejemplo, de Estreptomicetos (en particular Streptomyces
rimosus), de Actinomicetos, de otras Actinobacterias u otros productores de metabolitos secundarios conocidos.

El microorganismo preferido para proporcionar un biocatalizador capaz de catalizar la preparacion de (éster o
tioéster) de 3-oxoadipato incluye ademas Acinetobacter (en particular la cepa ADP1 del género Acinetobacter y A.
calcoaceticus), Agrobacterium (en particular A. tumefaciens), Alicaligenes (en particular la cepa D2 de Alicaligenes 'y
A. eutrophus), Arthrobacter, Arzoarcus (en particular A. evansii), Azomonas, Azotobacter, Bacillus (en particular B.
halodurans), Beijerinckia, Bradyrhizobium, Burkholderia, Clostridia (en particular C. kluyveri, C. acetobutylicum, C.
beijerinckii), Comamonas, Corynebacterium (en particular C. glutamicum y C. aurantiacum), E. coli, Enterobacter,
Flavobacterium, Megasphera (en particular M. elsdenii), Norcadia, Pseudomonas (en particular P. putida, P.
aeruginosa y la cepa B13 del género Pseudomonas), Ralstonia (en particular R. eutropha), Rhizobium,
Rhodopseudomonas (en particular R. palustris), Rodococcus (en particular R. erythropolis, R. opacus, y la cepa
RHA1 del género Rodococcus), Aspergillus (en particular A. niger), Euglenozoa (en particular Euglena gracilis),
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Neurospora (en particular N. crassa), Penicillium (en particular P. chrysogenum), Rhodotorula, Saccharomyces,
Trichosporon (en particular T. cutaneum).

En una realizacién especifica, el biocatalizador comprende una enzima que comprende una secuencia de
aminoacidos como se identifica en cualquiera de SEQ ID N°s: 1-13 o un homélogo como se defini6é anteriormente.

Preparacion de (éster o tioéster) de 3-hidroxiadipato ("Reaccion 2")

En una realizacion, se prepara (éster o tioéster) de 3-hidroxiadipato a partir de (éster o tioéster) de 3-oxoadipato.
Normalmente, al 3-oxoadipato se le proporciona un grupo activante, como se indicé anteriormente.

En principio, el (éster o tioéster) de 3-hidroxiadipato se puede preparar quimicamente, p.ej. mediante hidrogenacion
selectiva del grupo 3-oxo del (éster o tioéster) de 3-oxoadipato.

Esta reaccion se puede llevar a cabo en particular en presencia de un biocatalizador, que cataliza esta etapa de
reaccion, en particular un biocatalizador que es capaz de catalizar la reducciéon de un grupo oxo, en particular un
grupo carbonilo hasta un grupo hidroxi.

En una realizacion especifica, el 3-oxoadipato esta presente en forma de su tioéster con coenzima A (mas adelante
en la presente memoria, el tioéster de 3-oxoadipato y coenzima A se denominara 3-oxoadipil-CoA).

En un método preferido de la invencién, la preparacién comprende una reaccién biocatalitica en presencia de un
biocatalizador capaz de catalizar la reduccion de un (éster o tioéster) de 3-oxoacilo hasta un (éster o tioéster) de 3-
hidroxiacilo.

Una enzima que tiene tal actividad catalitica se puede denominar, por lo tanto, (éster o tioéster) de 3-hidroxiacilo
deshidrogenasa. Una enzima que tiene tal actividad catalitica hacia el tioéster 3-hidroxiacil-CoA se puede
denominar, por lo tanto, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. Preferiblemente, dicha 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
es selectiva hacia el sustrato 3-oxoadipil-CoA.

Una enzima capaz de catalizar la reduccion de (éster o tioéster) de 3-oxoacilo hasta un (éster o tioéster) de 3-
hidroxiacilo se puede seleccionar en particular del grupo de deshidrogenasas (E.C. 1.1.1), preferiblemente del grupo
de 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (EC 1.1.1.35 y EC 1.1.1.36), 3-hidroxibutanoil-CoA deshidrogenasa (EC
1.1.1.157), 3-hidroxipimeloil-CoA deshidrogenasa (EC 1.1.1.259) y 3-hidroxiacilo de cadena larga-CoA
deshidrogenasas (EC 1.1.1.211). Las enzimas pueden usar NADH o NADPH como cofactor. La actividad de 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa se ha descrito, por ejemplo, en el metabolismo de acidos grasos, la biosintesis de
policétidos, el metabolismo de polihidroxialcanoato, el metabolismo de butanoato, asi como la degradacion de
compuestos aromaticos segun la base de datos KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto).

En particular, los microorganismos que son capaces de degradar un compuesto organico, como se identificd
anteriormente (véase la "reaccion 1"), en particular un compuesto aromatico, un compuesto aliciclico o un acido
dicarboxilico.

Otros organismos preferidos para proporcionar un biocatalizador capaz de catalizar la preparacion de (éster o
tioéster) de 3-hidroxiadipato incluyen: Acinetobacter (en particular la cepa ADP1 del género Acinetobacter y A.
calcoaceticus), Alicaligenes (en particular la cepa D2 de Alicaligenes y A. eutrophus), Arzoarcus (en particular A.
evansii), Bacillus (en particular B. halodurans), Bordetella (en particular B. pertussis), Burkholderia (en particular B.
pseudomallei y B. xenovorans), Corynebacterium (en particular C. glutamicum, C. aurantiacum y C. efficiens),
Deinococcus (en particular D. radiodurans), E. coli, Flavobacterium, Klebsiella (en particular K. pneumonia),
Pseudomonas (en particular P. putida y P. fluorescens), Rhodopseudomonas (en particular R. palustris),
Rodococcus (en particular R. erythropolis, R. opacus, y la cepa RHA1 del género Rodococcus), Aspergillus (en
particular A. niger), Neurospora (en particular N. crassa), Penicillium (en particular P. chrysogenum), Saccharomyces
(en particular S. cerevisiae).

Un organismo adecuado para proporcionar una enzima de EC 1.1.1.35, que actua sobre 3-cetohexanoil-CoA, puede
ser de cualquier organismo que incluye mamiferos, en particular mamiferos seleccionados del grupo de Bos taurus,
Rattus norvegicus, Sus scrofa, y Homo sapiens.

Un biocatalizador adecuado implicado en la sintesis (anaerobia) de acidos grasos, la biosintesis de policétidos o el
metabolismo de polihidroxialcanoatos puede ser de cualquier organismo, en particular microorganismos que
incluyen: Clostridia (en particular C. acetobutylicum y C. kluyveri), Euglenozoa (en particular Euglena gracilis),
Megasphera (en particular Megasphera elsdenii), Ralstonia (en particular Ralstonia eutropha), y Zoogloea (en
particular Zoogloea ramigera).

En una realizacion especifica, el biocatalizador (que cataliza la "reaccién 2") comprende una enzima que comprende
una secuencia de aminoacidos como se identifica en cualquiera de SEQ IDs 15-26, 29 o un homdlogo como se
definié anteriormente. Se prevé que, en particular, una enzima que comprende una secuencia de aminoacidos segun
SEQ ID 26 puede catalizar tanto la "reaccién 2" como la "reaccién 3".
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Preparacion de (éster o tioéster) de 2,3-deshidroadipato ("Reaccion 3")

En una realizacion, se prepara (éster o tioéster) de 2,3-deshidroadipato (5-carboxi-2-pentenoato) a partir de (éster o
tioéster) de 3-hidroxiadipato. Opcionalmente, el 2,3-deshidroadipato y el 3-hidroxiadipato se acoplan a una
coenzima, ACP u otro grupo activante, como se indico anteriormente.

En una realizacion de la invencion, el (éster o tioéster) de 2,3-deshidroadipato se prepara convirtiendo (éster o
tioéster) de 3-hidroxiadipato quimicamente, p.ej. mediante deshidratacion en un medio exento de agua en presencia,
p.ej., de acido sulfurico.

El 2,3-deshidroadipato se puede preparar en particular a partir de 3-hidroxiadipato mediante el uso de al menos un
biocatalizador.

Un biocatalizador preferido es un biocatalizador que es capaz de catalizar la deshidratacién de un éster o tioéster de
3-hidroxiacilo hasta un éster de 2-enoilo o tioéster de 2-enoilo del mismo.

En una realizacion especifica, el 2,3-deshidroadipato esta presente en forma de su tioéster con coenzima A (mas
adelante en la presente memoria, el tioéster de 2,3-deshidroadipato y la coenzima A se denominaran 5-carboxi-2-
pentenoil-CoA).

En una realizaciéon especifica, el biocatalizador cataliza la deshidratacion de 3-hidroxiadipil-CoA hasta 5-carboxi-2-
pentenoil-CoA.

En particular, la reaccion biocatalitica se puede llevar a cabo en presencia de un biocatalizador capaz de catalizar la
deshidratacion de un (tio)éster de 3-hidroxiacilo hasta un tioéster de 2,3-deshidroacilo.

Una enzima que tiene tal actividad catalitica se puede denominar, por lo tanto, (éster o tioéster) de 3-hidroxiacilo
deshidratasa. Una enzima que tiene tal actividad catalitica hacia el tioéster 3-hidroxiacil-CoA se puede denominar,
por lo tanto, 3-hidroxiacil-CoA deshidratasa. Preferiblemente, dicha 3-hidroxiacil-CoA deshidratasa es selectiva hacia
el sustrato 3-hidroxiadipil-CoA.

Una enzima capaz de catalizar la deshidratacion de (éster o tioéster) de 3-hidroxiacilo hasta un (éster o tioéster) de
2,3-deshidroacilo se puede seleccionar en particular del grupo de hidroliasas (E.C. 4.2.1), preferiblemente del grupo
de enoil-CoA hidratasas (EC 4.2.1.17), 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasas (EC 4.2.1.55) y enoil de cadena larga-CoA
hidratasas (EC 4.2.1.74). La actividad de 3-hidroxiacil-CoA deshidratasa se ha descrito, por ejemplo, en el
metabolismo de acidos grasos, la sintesis de policétidos, o el metabolismo de butanoato, asi como la degradacién de
compuestos aromaticos segun la base de datos KEGG.

Un (éster o tioéster) de 3-hidroxiacilo deshidratasa puede ser una (éster o tioéster) de 3-hidroxiacilo deshidratasa de
un organismo seleccionado del grupo de arqueas, bacterias, y eucariotas, por ejemplo del grupo de levaduras,
hongos y mamiferos.

En particular, los microorganismos que son capaces de degradar un compuesto organico, como se identificd
anteriormente (véase la "reaccion 1"), en particular un compuesto aromatico, un compuesto aliciclico o un acido
dicarboxilico, son fuentes preferidas de un biocatalizador que cataliza la preparacion de (éster o tioéster) de 2,3-
deshidroadipato.

Los microorganismos capaces de degradar un compuesto aromatico, un compuesto aliciclico o un acido
dicarboxilico incluyen Acinetobacter (en particular la cepa ADP1 del género Acinetobacter y A. calcoaceticus),
Alicaligenes (en particular la cepa D2 de Alicaligenes), Aspergillus (en particular A. niger), Azoarcus (en particular A.
evansii), Bacillus (en particular B. halodurans), Corynebacterium (en particular C. glutamicum y C. aurantiacum), E.
coli, Flavobacterium, Neurospora (en particular N. crassa), Penicillium (en particular P. chrysogenum), Pseudomonas
(en particular P. putida y P. fluorescens), Rhodopseudomonas (en particular R. palustris), Rhodococcus (en
particular la cepa RHA1 del género Rhodococcus).

Un organismo preferido para proporcionar una enzima de EC 4.2.1.17, que actia sobre 3-hidroxihexanoil-CoA,
incluye un organismo seleccionado del grupo de mamiferos y microorganismos. Una enzima adecuada de EC
4.2.1.17 de un mamifero puede ser en particular de un mamifero seleccionado del grupo de Bos taurus, Homo
sapiens, Rattus norvegicus, y Sus scrofa. Una enzima adecuada de EC 4.2.1.17 de un microorganismo puede ser en
particular de un microorganismo seleccionado del grupo de Aeromonas (en particular A. caviae), Clostridium (en
particular C. acetobutylicumi), Gossypium (en particular G. hirsutum), Rhodospirillum (en particular R. rubrumi), y
Ralstonia (en particular Ralstonia eutropha).

También se prefieren los microorganismos capaces de realizar la biosintesis (anaerobia) de acidos grasos. Tales
microorganismos incluyen Clostridia, en particular (C. acetobutylicum y C. kluyveri), Euglenozoa (en particular
Euglena gracilis, Megasphera (en particular M. elsdenii), y Saccharomyces (en particular S. cerevisiae).

Una enzima adecuada puede comprender en particular una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de las SEQ
IDs 14, 27, 28, 30-41, 92, o un homodlogo de la misma.
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Preparacion de (éster o tioéster) de adipato a partir de (éster o tioéster) de 2,3-deshidroadipato ("Reaccion 4")

En todas las realizaciones, se prepara (éster o tioéster) de adipato a partir de (éster o tioéster) de 2,3-
deshidroadipato. Se puede preparar (éster o tioéster) de adipato quimicamente a partir de (éster o tioéster) de 2,3-
deshidroadipato, p.ej. mediante la hidrogenacion selectiva del doble enlace C»-Cs, 0 biocataliticamente.

Normalmente, al 2,3-deshidroadipato se le proporciona un grupo activante, como se indicé anteriormente.

El (éster o tioéster) de adipato se prepara preferiblemente a partir de (éster o tioéster) de 2,3-deshidroadipato
mediante el uso de al menos un biocatalizador, que cataliza la hidrogenacién del doble enlace carbono-carbono del
(éster o tioéster) de 5-carboxi-2-pentenoato.

En un método preferido de la invencién, la preparacién comprende una reaccién biocatalitica en presencia de un
biocatalizador capaz de catalizar la reduccion de un (éster o tioéster) de cis o frans 2-enoilo hasta un (éster o
tioéster) de acilo. El biocatalizador puede usar una diversidad de donantes de electrones, por ejemplo, un donante
de electrones seleccionado del grupo de NADH, NADPH, FADH; y ferredoxina reducida. Los electrones se pueden
transferir directamente desde el donante de electrones hasta el biocatalizador, o, de manera alternativa, mediado en
particular por la denominada flavoproteina de transferencia de electrones (ETF). Una enzima que tiene tal actividad
catalitica se puede denominar, por lo tanto, (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa (ER). Una enzima que tiene tal
actividad catalitica hacia el tioéster 2-enoil-CoA se puede denominar, por lo tanto, una 2-enoil-CoA reductasa.
Preferiblemente, dicha 2-enoil-CoA reductasa es selectiva hacia el sustrato 2,3-deshidroadipil-CoA.

Una enzima capaz de catalizar la reduccion de (éster o tioéster) de 2-enoilo se puede seleccionar en particular del
grupo de oxidorreductasas (EC 1.3.1 y EC 1.3.99), preferiblemente del grupo de enoil-CoA reductasas EC 1.3.1.8,
EC 1.3.1.38 y EC 1.3.1.44, del grupo de enoil-[proteina portadora de acilo] reductasas EC 1.3.1.9, EC 1.3.1.10 y EC
1.3.1.39, y del grupo de buitiril-CoA deshidrogenasa (EC 1.3.99.2), acil-CoA deshidrogenasa (1.3.99.3) y acilo de
cadena larga-CoA deshidrogenasa (EC 1.3.99.13). Se ha descrito la actividad de (éster o tioéster) de trans-2-enoilo
reductasa, por ejemplo, en el metabolismo de acidos grasos, la sintesis de policétidos, el metabolismo de butanoato
y la biosintesis mitocondrial de acidos grasos segun la base de datos KEGG.

Una (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa en principio se puede obtener o derivar de cualquier organismo. En
particular, el organismo se puede seleccionar de bacterias, arqueas o eucariotas, tal como del grupo de levaduras,
hongos, protistas, vegetales y animales (que incluyen seres humanos).

En una realizacion, el organismo se puede seleccionar de las siguientes bacterias: E. coli, Vibrio, Bacillus (en
particular B. subtilis), Clostridia (en particular C. kluyveri, C. acetobutylicum, C. beijerinckii y C. perfringens),
Streptomyces (en particular S. coelicolor y S. avermitilis), Pseudomonas (en particular P. putida y P. aeruginosa),
Shewanella, Xanthomonas, Xylella, Yersinia, Treponema (en particular T. denticola), Aeromonas (en particular
Aeromonas hydrophila), Microscilla (en particular Microscilla marina), Megasphera (en particular Megasphera
elsdenii), Deinococcus (en particular Deinococcus radiourans), Yarrowia (en particular Y. lypolytica) y Eubacterium
(en particular E. pyruvativorans).

En una realizacién, una (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa es de un organismo seleccionado del grupo de
Euglenozoa, en particular Euglena gracilis.

En una realizacién, una (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa es de un organismo seleccionado del grupo de
Saccharomyces (en particular S. cerevisiae), Kluyveromyces (en particular K. lactis), Schizosaccharomyces (en
particular S. pombe), Candida (en particular C. tropicalis).

En una realizacion, un (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa es de un organismo seleccionado del grupo de
Aspergillus (en particular A. nigery A. nidulans), y Penicillium (en particular P. chrysogenum).

En una realizacién, una (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa es de un organismo seleccionado del grupo de
Arabidopsis (en particular A. thaliana).

En una realizacion, una (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa es de un organismo seleccionado del grupo de Homo
sapiens, Rattus norvegicus, Bos Taurus, género Cavia, Caenorhabditis elegans, y Drosophila melanogaster.

Una enzima adecuada puede comprender en particular una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de las SEQ
IDs 42-67, 94, 96, 98, 100, 105, 107, 109, 111, 113, o un homodlogo de la misma, en particular una secuencia de
aminoacidos segun cualquiera de las SEQ IDs 60, 63, 96, 100 o un homodlogo de la misma. Las secuencias de
nucleétidos ejemplares que codifican una enzima adecuada para catalizar la "reaccion 4" se representan mediante la
(éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa 93, 95, 97, 99, 104, 106, 108, 110y 112.

En una realizacion ventajosa, ademas de la (éster o tioéster) de 2-enoilo reductasa, se usa una ETF, que puede ser
beneficiosa para la actividad de dicha reductasa. Tal ETF se puede obtener o derivar de un organismo del cual se
puede obtener o derivar una reductasa, como se identificé anteriormente. En particular, se puede obtener o derivar
de un organismo del mismo género, mas en particular de la misma especie, que la reductasa que se usa. Las ETFs
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especificas comprenden secuencias de aminoacidos representadas mediante SEQ IDs 102, 103, 115, 116. Las SEQ
IDs 101 y 114 representan secuencias de nucleétidos que codifican una ETF especifica. Normalmente, tales ETFs
comprenden dos subunidades (etfA y etfB) codificadas mediante dos genes diferentes. Estos se usan juntos en
general para producir la proteina ETF activa. P.ej., se podrian usar las combinaciones siguientes: La SEQ ID 102
con la SEQ ID 103, o la SEQ ID 116 con la SEQ ID 115. La persona experta sera capaz de seleccionar otras
combinaciones adecuadas de ETFs, conocidas en la técnica por si mismas.

En una realizaciéon de la invencién, un biocatalizador que no tiene por si mismo una actividad deseada o
especificidad hacia el sustrato se puede modificar mediante métodos conocidos en la técnica, p.ej. mediante disefio
racional o evolucidon molecular para crear mutantes capaces de catalizar la conversion de (éster o tioéster) de 2,3-
deshidroadipato en (éster o tioéster) de adipato a una velocidad o selectividad deseable. Se prefieren los
biocatalizadores que tienen actividad con derivados de 2-enoil-CoA con una longitud de cadena de 6, en particular
los biocatalizadores de C. kluyveri, Bos taurus, Euglena gracilis, Cavia sp., S. cerevisiae, C. tropicalis, Homo
sapiens, y E. pyruvativorans.

Preparacion de acido adipico ("Reaccion 7")

De acuerdo con la invencion, se puede usar un éster o tioéster de adipato para preparar acido adipico mediante
hidrdlisis del enlace éster o tioéster. Esto se puede llevar a cabo quimicamente, p.ej. mediante hidrélisis quimica en
presencia de un acido o base, o biocataliticamente.

En un método preferido de la invencién, la preparacién comprende una reaccién biocatalitica en presencia de un
biocatalizador capaz de catalizar la hidrdlisis de un (tio)éster de acilo.

Una enzima que tiene tal actividad catalitica, por lo tanto, se puede denominar (tio)éster de acilo hidrolasa. Una
enzima que tiene tal actividad catalitica hacia el tioéster de acil-CoA se puede denominar, por lo tanto, acil-CoA
hidrolasa. Preferiblemente, dicha acil-CoA hidrolasa es selectiva hacia el sustrato adipil-CoA.

Una enzima capaz de catalizar la hidrdlisis de un (tio)éster de acilo se puede seleccionar en particular del grupo de
hidrolasas (EC 3.1.2), preferiblemente del grupo de acil-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.20), acetil-CoA hidrolasa (EC
3.1.2.1), acilo graso de cadena larga-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.2), succinil-CoA hidrolasa (EC 3.1.2.3) y acil-[proteina
portadora de acilo]-hidrolasa (EC 3.1.2.14).

El biocatalizador puede comprender una enzima que se origina de cualquier organismo, que incluye arqueas,
bacterias o eucariotas.

En particular, el biocatalizador puede comprender una enzima de una bacteria seleccionada del grupo de E. coli,
Brucella, (en particular Brucella melitensis), Agrobacterium (en particular A. tumefaciens), Xanthomonas,
Sinorhizobium (en particular Sinorhizobium meliloti), Mesorhizobium (en particular Mesorhizobium loti), Vibrio,
Streptomyces (en particular S. coelicolor y S. avermitilis), Rhodopseudomonas (en particular Rhodopseudomonas
palustris), Xylella, Yersinia, Pseudomonas (en particular P. putida y P. aeruginosa), Shewanella, Shigella,
Salmonella, Corynebacterium, Mycobacterium, Hyphomonas (en particular Hyphomonas neptunium) vy
Propionibacterium.

Se puede hallar un biocatalizador adecuado en particular en una levadura seleccionada del grupo de
Saccharomyces (en particular Saccharomyces cerevisiae) y Kluyveromyces (en particular K. lactis).

Se puede hallar un biocatalizador adecuado en particular en un hongo seleccionado del grupo de Aspergillus (en
particular A. niger, A. fumigatus 'y A. nidulans) y Penicillium (en particular P. chrysogenum).

En una realizacion adicional, el organismo se selecciona del grupo de Arabidopsis (en particular A. thaliana),
Muridae (en particular Rattus norvegicus, Mus musculus), Bovidae (en particular Bos taurus, Ovis aries), Homo
sapiens, y Caenorhabditis (en particular Caenorhabditis elegans).

En una realizacién de la invencion, un biocatalizador que no tiene por si mismo la actividad deseada o especificidad
hacia el sustrato se puede modificar mediante métodos conocidos en la técnica, p.ej. mediante disefio racional o
evoluciéon molecular, para crear mutantes capaces de convertir de manera eficaz un éster o tioéster de adipato en
adipato. Se prefiere un biocatalizador que tiene una actividad inicial con un derivado de acil-CoA de un acido C4-C8,
preferiblemente que incluye acidos dicarboxilicos. Por ejemplo, se puede crear un mutante basandose en una acil-
CoA-tioesterasa de Mus musculus (p.e€j. tal como se proporciona en SEQ ID 73).

En una realizacién especifica de la invencion, la preparacion comprende una reaccioén biocatalitica en presencia de
un biocatalizador capaz de catalizar la transferencia de un grupo activante, en particular un éster o tio-éster, mas en
particular CoA.

Una enzima que tiene tal actividad catalitica, por lo tanto, se puede denominar CoA transferasa. Preferiblemente,
dicha CoA transferasa es selectiva hacia un acido dicarboxilico-CoA como sustrato donante de CoA. Mas
preferiblemente, dicho acido dicarboxilico-CoA es adipil-CoA. Preferiblemente, dicha CoA transferasa es selectiva
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hacia acetato como sustrato aceptor de CoA.

Una enzima capaz de catalizar la transferencia de un grupo CoA se puede seleccionar en particular del grupo de
CoA transferasas (EC 2.8.3), preferiblemente del grupo de acido dicarboxilico-CoA:acido dicarboxilico CoA
transferasa, adipato:succinil-CoA CoA transferasa, 3-oxoacido CoA-transferasa (EC 2.8.3.5), 3-oxoadipato CoA-
transferasa (EC 2.8.3.6) y acetato CoA-transferasa (EC 2.8.3.8).

Una CoA transferasa se puede obtener o derivar en principio de cualquier organismo. El organismo puede ser
bacterias, arqueas o eucariotas. En particular, se prefieren los organismos que son capaces de degradar acidos
dicarboxilicos, en particular acido adipico.

El organismo puede ser en particular una bacteria seleccionada del grupo de Acinetobacter (en particular la cepa
ADP1 de Acinetobacter, A. calcoaceticus), Clostridium (en particular C. kluyveri, C. acetobutylicum o C. beijerinckii),
Pseudomonas (en particular P. putida y P. fluorescens), Agrobacterium, Alcaligenes, Athrobacter, Azomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Bradyrhizobium, Burkholderia, Comamonas, Corynebacterium,
Norcadia, Rhizobium, Rhodotorula, Rodococcus, Trichosporon, y Roseburia.

El organismo puede ser en particular una levadura u hongo seleccionado del grupo de Aspergillus (en particular A.
niger), Penicillium (en particular P. chrysogenum), y Neurospora.

En particular, se puede obtener o derivar una CoA transferasa adecuada de una especie de la familia de Hominidea,
mas en particular de Homo sapiens.

Una enzima adecuada para la reaccion 7 puede comprender en particular una secuencia de aminoacidos segun
cualquiera de las SEQ IDs 68-73, 85, 116, 117, 119-124, o un homdlogo de la misma.

La preparacion de acido adipico a partir de un tioéster se puede catalizar en particular mediante un biocatalizador
que comprende una acil-CoA hidrolasa que comprende una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de las SEQ
IDs 68-73, 117, 119, o un homologo de la misma.

La preparacion de acido adipico a partir de un tioéster se puede catalizar en particular mediante un biocatalizador
que comprende una CoA transferasa que comprende una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de las SEQ
IDs 85, 121, 122, 123, 124, 125, 126 o un homodlogo de la misma.

La CoA-transferasa puede estar codificada por un unico gen o mediante mas de un gen. Por ejemplo, algunas CoA-
transferasas comprenden dos subunidades codificadas por dos genes diferentes. Estos se usan juntos en general
para producir la proteina CoA transferasa activa. P.gj., se podrian usar las combinaciones siguientes: La SEQ ID 121
conla SEQ ID 122, o la SEQ ID 125 con la SEQ ID 126.

Preparacion de 5-FVA a partir de un éster de adipato o un tioéster de adipato ("Reaccion 5")

En una realizacion, se prepara pentanoato de 5-formilo (5-FVA) a partir de un éster de adipato o un tioéster de
adipato. Esto se puede realizar quimicamente, o biocataliticamente. El adipato se puede acoplar en particular a CoA
u otro grupo activante, como se indicé anteriormente.

En particular, la presente invenciéon también proporciona un método para preparar 5-FVA a partir de un éster de
adipato o un tioéster de adipato, en particular un método para preparar 5-FVA a partir de tioéster de adipil-CoA, en
presencia de un biocatalizador capaz de catalizar la reduccion de un éster o tioéster de acilo hasta un aldehido.

Una enzima que tiene tal actividad catalitica, por lo tanto, se puede denominar aldehido deshidrogenasa. Una
enzima que tiene tal actividad catalitica hacia un éster de acilo o tioéster de acilo, por ejemplo, tioéster de acil-CoA,
se puede denominar, por lo tanto, una aldehido deshidrogenasa (acetilante). Preferiblemente, el biocatalizador, que
comprende una aldehido deshidrogenasa (acetilante), es selectivo hacia el sustrato de éster o tioéster de adipato.

Una enzima capaz de catalizar la reduccion de un (tio)éster de acilo se puede seleccionar en particular del grupo de
oxidorreductasas (EC 1.2.1), preferiblemente del grupo de aldehido deshidrogenasas (acetilantes) (EC 1.2.1.10),
acilo graso-CoA reductasas (EC 1.2.1.42), acilo graso de cadena larga-CoA reductasas (EC 1.2.1.50), butanal
deshidrogenasas (EC 1.2.1.57) y succinato semialdehido deshidrogenasas (acetilantes) (véase, p.ej., Sohling et al.
1996. J Bacteriol. 178: 871-880).

Una aldehido deshidrogenasa se puede obtener o derivar en principio de cualquier organismo. Se entiende que la
enzima también se puede obtener de fuentes metagendmicas mediante aislamiento directo del acido nucleico
codificante y la determinacion posterior de la actividad en un hospedador heterélogo, o mediante la homologia de
secuencia hallada en el ADN metagendmico. El organismo puede ser bacterias, arqueas o eucariotas. En particular,
el organismo se puede seleccionar de bacterias, mas en particular del grupo de E. coli, Clostridium (en particular C.
kluyveri,, C. beijerinckii, C. acetobutylicum, C. botylicum, C. tetani, C. perfringens y C. novyi), Porphyromonas
gingivalis, Listeria, Propionibacterium (en particular P. freudenreichii), Enterococcus, Fusobacterium, Lactobacillus
(en particular L. lactis), Bacillus (en particular B. thuringiensis), Burkholderia (en particular B. thailandensis y B.
mallei), Pseudomonas (en particular P. putida), Rhodococcus (en particular la cepa RHA1 del género R.)y
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Salmonella (en particular S. typhimurium). El organismo también se puede seleccionar de eucariotas, mas en
particular del grupo de Giardia (en particular G. lamblia), Entamoeba (en particular E. Histolytica), Mastigamoeba
balamuthi, Chlamydomonas reinhardtii, Polytomella, Piromyces, Cryptosporidium, y Spironucleus barkhanus.

Una deshidrogenasa adecuada puede comprender en particular una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de
las SEQ IDs 74-81, 139-148, o un homdlogo de la misma.

En una realizacion de la invencion, un biocatalizador que no tiene por si mismo la actividad deseada o especificidad
hacia el sustrato se puede modificar mediante métodos conocidos en la técnica, p.ej. mediante disefio racional o
evolucién molecular, para crear mutantes capaces de convertir un éster o tioéster de adipato en 5-FVA. Se prefieren
los biocatalizadores que tienen actividad acilante de aldehido deshidrogenasa con derivados de acil-CoA con una
longitud de cadena de 4-8, que incluyen, pero sin limitacion, biocatalizadores tales como succinato semialdehido
deshidrogenasa (acetilante) de C. kluyveri (SEQ ID 74) o P. gingivalis (SEQ ID 75) y butilaldehido deshidrogenasa
(acetilante) de C. acetobutilicum (SEQ ID 80, 81) o Propionibacterium freudenreichii (SEQ ID 79).

Preparacion de 5-FVA a partir de acido adipico ("Reacciéon 8")

De acuerdo con la invencion, se puede usar acido adipico para preparar 5-FVA, mediante la reduccion de uno de los
grupos de acido carboxilico. Esto se puede llevar a cabo quimicamente, p.ej. mediante reduccion quimica selectiva,
que incluye opcionalmente la proteccion de un grupo de acido carboxilico, o biocataliticamente. En un método
preferido de la invencion, la preparacién comprende una reaccién biocatalitica en presencia de un biocatalizador
capaz de catalizar la reduccion un acido carboxilico. El biocatalizador puede usar NADH o NADPH como donante de
electrones.

Una enzima que tiene tal actividad catalitica, por lo tanto, se puede denominar aldehido deshidrogenasa.
Preferiblemente, dicha aldehido deshidrogenasa es selectiva hacia el sustrato de adipato.

Una enzima capaz de catalizar la reduccion de un acido carboxilico se puede seleccionar en particular del grupo de
oxidorreductasas (EC 1.2.1), preferiblemente del grupo de aldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.3, EC 1.2.14 y EC
1.2.1.5), malonato-semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.15), succinato-semialdehido deshidrogenasa (EC
1.21.16 y EC 1.2.1.24); glutarato-semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.20), aminoadipato semialdehido
deshidrogenasa (EC 1.2.1.31), adipato semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.63), que también se puede
denominar 6-oxohexanoato deshidrogenasa. La actividad de adipato semialdehido deshidrogenasa se ha descrito,
por ejemplo, en la ruta de degradacion de caprolactama en la base de datos KEGG. En particular, se puede usar una
6-oxohexanoato deshidrogenasa. Los ejemplos de 6-oxohexanoato deshidrogenasas son enzimas que comprenden
una secuencia tal como se representa mediante SEQ ID 127, 128 o un homélogo de las mismas.

Una aldehido deshidrogenasa se puede obtener o derivar en principio de cualquier organismo. El organismo puede
ser procaridtico o eucariético. En particular, el organismo se puede seleccionar de bacterias, arqueas, levaduras,
hongos, protistas, vegetales y animales (que incluyen seres humanos).

En una realizacion, la bacteria se selecciona del grupo de Acinetobacter (en particular la cepa NCIMB9871 del
género Acinetobacter), Ralstonia, Bordetella, Burkholderia, Methylobacterium, Xanthobacter, Sinorhizobium,
Rhizobium, Nitrobacter, Brucella (en particular B. melitensis), Pseudomonas, Agrobacterium (en particular
Agrobacterium tumefaciens), Bacillus, Listeria, Alcaligenes, Corynebacterium, y Flavobacterium.

En una realizacion, el organismo se selecciona del grupo de levaduras y hongos, en particular del grupo de
Aspergillus (en particular A. nigery A. nidulans) y Penicillium (en particular P. chrysogenum)

En una realizacion, el organismo es un vegetal, en particular Arabidopsis, mas en particular A. thaliana.
Preparacion de 6-ACA ("Reaccién 6")
En una realizacién de la invencion, se usa 5-FVA para preparar 6-ACA.

En una realizacion, se obtiene 6-ACA mediante hidrogenacion sobre PtO, de acido 6-oximocaproico, preparado
mediante la reaccién de 5-FVA e hidroxilamina. (véase, p.ej., F.O. Ayorinde, E.Y. Nana, P.D. Nicely, A.S. Woods,
E.O. Price, C.P. Nwaonicha J. Am. Oil Chem. Soc. 1997, 74, 531-538 para la sintesis del acido 12-
aminododecanoico homologo).

6-ACA se puede preparar con un rendimiento elevado mediante la aminacién reductora de 5-FVA con amoniaco
sobre un catalizador de hidrogenacion, por ejemplo Ni sobre un soporte de SiO2/Al.O3, como se describioé para el
acido 9-aminononanoico (acido 9-aminopelargoénico) y acido 12-aminododecanoico (acido 12-aminolaurico) en los
documentos EP-A 628 535 o DE 4 322 065.

En una realizacién adicional, se prepara 6-ACA biocataliticamente. En un método preferido, la preparacion de 6-ACA

a partir de 5-FVA comprende una reaccion enzimatica en presencia de una enzima capaz de catalizar una reaccién
de transaminacioén en presencia de un donante de amino, seleccionado del grupo de aminotransferasas (E.C. 2.6.1).
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En general, una aminotransferasa adecuada tiene actividad de 6-ACA 6-aminotransferasa, capaz de catalizar la
conversion de 5-FVA en 6-ACA.

La aminotransferasa se puede seleccionar en particular de las aminotransferasas de un mamifero; Mercurialis, en
particular Mercurialis perennis, mas en particular brotes de Mercurialis perennis; Asplenium, mas en particular
Asplenium unilaterale o Asplenium septentrionale; Ceratonia, mas en particular Ceratonia siliqua; Rhodobacter, en
particular Rhodobacter sphaeroides, Staphylococcus, en particular Staphylococcus aureus; Vibrio, en particular
Vibrio fluvialis; Pseudomonas, en particular Pseudomonas aeruginosa; Rhodopseusomonas; Bacillus, en particular
Bacillus weihenstephanensis y Bacillus subtilis; Legionella; Nitrosomas; Neisseria; o levaduras, en particular
Saccharomyces cerevisiae.

En caso de que la enzima sea de un mamifero, se puede originar en particular de rifién de mamifero, de higado de
mamifero, de corazén de mamifero o de cerebro de mamifero. Por ejemplo, una enzima adecuada se puede
seleccionar del grupo de B-aminoisobutirato:a-cetoglutarato aminotransferasa de rifién de mamifero, en particular -
aminoisobutirato:a-cetoglutarato aminotransferasa de rifidn de cerdo; B-alanina aminotransferasa de higado de
mamifero, en particular B-alanina aminotransferasa de higado de conejo; aspartato aminotransferasa de corazon de
mamifero; en particular, aspartato aminotransferasa de corazén de cerdo; 4-amino-butirato aminotransferasa de
higado de mamifero, en particular 4-amino-butirato aminotransferasa de higado de cerdo; 4-amino-butirato
aminotransferasa de cerebro de mamifero, en particular 4-aminobutirato aminotransferasa de cerebro de ser
humano, cerdo, o rata; a-cetoadipato-glutamato aminotransferasa de Neurospora, en particular a-
cetoadipato:glutamato aminotransferasa de Neurospora crassa; 4-amino-butirato aminotransferasa de E. coli, o a-
aminoadipato aminotransferasa de Thermus, en particular a-aminoadipato aminotransferasa de Thermus
thermophilus, y 5-aminovalerato aminotransferasa de Clostridium, en particular de Clostridium aminovalericum. Se
puede proporcionar una 2-aminoadipato aminotransferasa adecuada, p.ej., de Pyrobaculum islandicum.

En una realizacion especifica, se usa una aminotransferasa que comprende una secuencia de aminoacidos segun la
SEQ ID 82, SEQ ID 83, SEQ ID 84, SEQ ID 134, SEQ ID 136, SEQ 138, o un homélogo de cualquiera de estas
secuencias. Las SEQ IDs 86 (tipo natural) y 88 (optimizacion de codones) representan la secuencia que codifica una
enzima representada mediante la SEQ ID 82 (=87). Las SEQ IDs 89 (tipo natural) y 91 (optimizacién de codones)
representan la secuencia que codifica una enzima representada mediante la SEQ ID 83 (=90). Las SEQ ID 133,
SEQ ID 135, SEQ 137 representan secuencias codificantes para SEQ ID 134, SEQ ID 136, SEQ 138,
respectivamente.

En particular, el donante de amino se puede seleccionar del grupo de amoniaco, iones amonio, aminas y
aminoacidos. Las aminas adecuadas son aminas primarias y aminas secundarias. El aminoacido puede tener una
configuracion D o L. Los ejemplos de donantes de amino son alanina, glutamato, isopropilamina, 2-aminobutano, 2-
aminoheptano, fenilmetanamina, 1-fenil-1-aminoetano, glutamina, tirosina, fenilalanina, aspartato, -
aminoisobutirato, $-alanina, 4-aminobutirato, y a-aminoadipato.

En una realizacién preferida adicional, el método para preparar 6-ACA comprende una reaccién biocatalitica en
presencia de una enzima capaz de catalizar una reaccién de aminacion reductora en presencia de una fuente de
amoniaco, seleccionada del grupo de oxidorreductasas que actuan sobre el grupo CH-NH; de los donantes (EC 1.4),
en particular del grupo de aminoacido deshidrogenasas (E.C. 1.4.1). En general, una aminoacido deshidrogenasa
adecuada tiene actividad de acido 6-aminocaproico 6-deshidrogenasa, y cataliza la conversion de 5-FVA en 6-ACA,
o tiene actividad de a-aminopimelato 2-deshidrogenasa, y cataliza la conversién de AKP en AAP. En particular, una
aminoacido deshidrogenasa adecuada se selecciona del grupo de diaminopimelato deshidrogenasas (EC 1.4.1.16),
lisina 6-deshidrogenasas (EC 1.4.1.18), glutamato deshidrogenasas (EC 1.4.1.3; EC 1.4.14), y leucina
deshidrogenasas (EC 1.4.1.9).

En una realizacién, una aminoacido deshidrogenasa se puede seleccionar de aminoacido deshidrogenasas
clasificadas como glutamato deshidrogenasas que actian con NAD o NADP como aceptores (EC 1.4.1.3), glutamato
deshidrogenasas que actian con NADP como aceptores (EC 1.4.1.4), leucina deshidrogenasas (EC 1.4.1.9),
diaminopimelato deshidrogenasas (EC 1.4.1.16), y lisina 6-deshidrogenasas (EC 1.4.1.18).

Una aminoacido deshidrogenasa se puede originar en particular de un organismo seleccionado del grupo de
Corynebacterium, en particular Corynebacterium glutamicum; Proteus, en particular Proteus vulgaris; Agrobacterium,
en particular Agrobacterium tumefaciens; Geobacillus, en particular Geobacillus stearothermophilus; Acinetobacter,
en particular la cepa ADP1 del género Acinetobacter; Ralstonia, en particular Ralstonia solanacearum,; Salmonella,
en particular Salmonella typhimurium; Saccharomyces, en particular Saccharomyces cerevisiae; Brevibacterium, en
particular Brevibacterium flavum; y Bacillus, en particular Bacillus sphaericus, Bacillus cereus o Bacillus subtilis. Por
ejemplo, una aminoacido deshidrogenasa adecuada se puede seleccionar de diaminopimelato deshidrogenasas de
Bacillus, en particular Bacillus sphaericus; diaminopimelato deshidrogenasas del género Brevibacterium;
diaminopimelato deshidrogenasas de Corynebacterium, en particular diaminopimelato deshidrogenasas de
Corynebacterium glutamicum; diaminopimelato deshidrogenasas de Profeus, en particular diaminopimelato
deshidrogenasa de Proteus vulgaris; lisina 6-deshidrogenasas de Agrobacterium, en particular Agrobacterium
tumefaciens, lisina 6-deshidrogenasas de Geobacillus, en particular de Geobacillus stearothermophilus; glutamato
deshidrogenasas que actian con NADH o NADPH como cofactor (EC 1.4.1.3) de Acinetobacter, en particular
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glutamato deshidrogenasas de la cepa ADP1 del género Acinetobacter; glutamato deshidrogenasas (EC 1.4.1.3) de
Ralstonia, en particular glutamato deshidrogenasas de Ralstonia solanacearum; glutamato deshidrogenasas que
actian con NADPH como cofactor (EC 1.4.1.4) de Salmonella, en particular glutamato deshidrogenasas de
Salmonella typhimurium; glutamato deshidrogenasas (EC 1.4.1.4) de Saccharomyces, en particular glutamato
deshidrogenasas de Saccharomyces cerevisiae; glutamato deshidrogenasas (EC 1.4.1.4) de Brevibacterium, en
particular glutamato deshidrogenasas de Brevibacterium flavum; y leucina deshidrogenasas de Bacillus, en particular
leucina deshidrogenasas de Bacillus cereus o Bacillus subtilis.

En una realizacién, el 6-ACA preparado en un método de la invencidon se usa para preparar caprolactama. Tal
método comprende ciclar el acido 6-aminocaproico, opcionalmente en presencia de un biocatalizador.

Las condiciones de reaccion para cualquier etapa biocatalitica en el contexto de la presente invenciéon se pueden
elegir dependiendo de las condiciones conocidas para el biocatalizador, en particular la enzima, la informacion
descrita en la presente memoria y opcionalmente cierta experimentacion rutinaria.

En principio, el pH del medio de reaccidon usado se puede elegir dentro de limites amplios, con tal de que el
biocatalizador sea activo en las condiciones de pH. Se pueden usar condiciones alcalinas, neutras o acidas,
dependiendo del biocatalizador y otros factores. En caso de que el método incluya el uso de un microorganismo,
p.ej. para expresar una enzima que cataliza un método de la invencion, el pH se selecciona de forma que el
microorganismo sea capaz de llevar a cabo su funcién o funciones deseadas. El pH se puede elegir en particular
dentro del intervalo de cuatro unidades de pH por debajo del pH neutro y dos unidades de pH por encima del pH
neutro, es decir, entre pH 3 y pH 9 en caso de un sistema basicamente acuoso a 25 °C. Un sistema se considera
acuoso si el agua es el unico disolvente o el disolvente predominante (> 50% en peso, en particular > 90% en peso,
basado en el liquido total), en el que, p.ej., se puede disolver una cantidad menor (< 50% en peso, en particular <
10% en peso, basada en el liquido total) de alcohol u otro disolvente (p.ej. como fuente de carbono) a tal
concentracion que los microorganismos que pueden estar presentes sigan siendo activos. En particular, en el caso
de usar una levadura y/o un hongo, se pueden preferir condiciones acidas, en particular el pH puede estar en el
intervalo de pH 3 a pH 8, basado en un sistema basicamente acuoso a 25 °C. Si se desea, el pH se puede ajustar
mediante el uso de un acido y/o una base, o tamponarlo con una combinacién adecuada de un acido y una base.

En principio, las condiciones de incubacién se pueden elegir dentro de limites amplios, con tal de que el
biocatalizador muestre suficiente actividad y/o crecimiento. Esto incluye condiciones aerobias, microaerobias, con
limitacion de oxigeno y anaerobias.

Las condiciones anaerobias se definen en la presente memoria como condiciones sin oxigeno, o en las que el
biocatalizador sustancialmente no consume oxigeno, en particular un microorganismo, y normalmente corresponden
a un consumo de oxigeno menor de 5 mmol/l.h, en particular a un consumo de oxigeno menor de 2,5 mmol/l.h, o
menor de 1 mmol/l.h.

Las condiciones aerobias son condiciones en las que hay disuelto en el medio un nivel suficiente de oxigeno para el
crecimiento ilimitado, capaz de soportar una velocidad de consumo de oxigeno de al menos 10 mmol/l.h, mas
preferiblemente mas de 20 mmol/l.h, ain mas preferiblemente mas de 50 mmol/l.h, y lo mas preferiblemente mas de
100 mmol/l.h.

Las condiciones con limitacion de oxigeno se definen como condiciones en las que el consumo de oxigeno se limita
mediante la transferencia de oxigeno del gas al liquido. El limite inferior para las condiciones con limitacion de
oxigeno se determina mediante el limite superior para las condiciones anaerobias, es decir, normalmente al menos 1
mmol/l.h, y en particular al menos 2,5 mmol/l.h, o al menos 5 mmol/l.h. El limite superior para las condiciones con
limitacion de oxigeno se determina mediante el limite inferior para las condiciones aerobias, es decir, menor de 100
mmol/l.h, menor de 50 mmol/l.h, menor de 20 mmol/l.h, o menor de 10 mmol/l.h.

Si las condiciones son aerobias, anaerobias o con limitacion de oxigeno depende de las condiciones en las que se
lleva a cabo el método, en particular por la cantidad y composicion del flujo de gas de entrada, las propiedades
reales de mezcla/transferencia de masa del equipo usado, el tipo de microorganismo usado y la densidad del
microorganismo.

En principio, la temperatura usada no es critica, con tal de que el biocatalizador, en particular la enzima, muestre una
actividad sustancial. En general, la temperatura puede ser al menos 0 °C, en particular al menos 15 °C, mas en
particular al menos 20 °C. La temperatura maxima deseada depende del biocatalizador. En general, dicha
temperatura maxima se conoce en la técnica, p.ej. se indica en una ficha técnica del producto en caso de un
biocatalizador disponible comercialmente, o se puede determinar de manera rutinaria basandose en el conocimiento
general habitual y la informacion descrita en la presente memoria. La temperatura es normalmente 90 °C o menos,
preferiblemente 70 °C o menos, en particular 50 °C o menos, mas en particular 40 °C o menos.

Ademas, los disolventes, reactivos adicionales y agentes auxiliares adicionales, p.ej. cofactores (por ejemplo
cofactor FAD/FADH y/o NAD/NADH) se pueden elegir basandose en principios de reacciéon conocidos, para realizar
o acelerar una reaccion especifica, y/o se pueden tomar medidas para desplazar el equilibrio al lado deseado. En
particular, si se lleva a cabo una reaccion biocatalitica fuera de un organismo hospedador, se puede usar un medio
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de reaccion que comprende un disolvente organico a una concentracion elevada (p.ej. mas del 50%, o mas del 90%
en peso), en caso de que se use una enzima que conserva una actividad suficiente en tal medio.

El (éster o tioéster) de succinato y (éster o tioéster) de acetato usados en un método de la invencion se pueden
obtener en principio de cualquier manera.

El succinato, p.ej., se forma de manera natural como intermedio del ciclo del acido citrico (ciclo de Krebs), o como
producto final en el metabolismo celular. Asi, se puede obtener de una fuente de carbono renovable mediante el uso
de un biocatalizador adecuado. Los biocatalizadores, en particular microorganismos, se pueden usar para producir
succinato a partir de una fuente adecuada de carbono. El microorganismo puede ser un procariota o un eucariota. El
microorganismo puede ser recombinante o de tipo natural.

En un microorganismo recombinante, se puede alterar el metabolismo para incrementar el rendimiento y la
productividad de succinato con una fuente adecuada de carbono. Se han descrito métodos para incrementar la
produccion de succinato en procariotas en Song y Lee, Enzyme and Microbial Technology, 2006, 39: 352-361.
También se puede producir succinato en un eucariota. Ademas y de manera alternativa, se puede aplicar una
evolucion adaptativa, tal como se describe en la solicitud de EE.UU. 2007/111294.

Se puede obtener éster o tioéster de succinato a partir de succinato de cualquier manera. En particular, se puede
obtener éster o tioéster de succinato a partir de succinato mediante el uso de un biocatalizador. En particular, se
puede obtener succinil-CoA a partir de succinato mediante el uso de un biocatalizador que comprende una enzima
seleccionada del grupo de acido-tiol ligasa (EC 6.2.1), preferiblemente del grupo de succinil-CoA sintasa (EC 6.2.1.4
y EC 6.2.1.5). Ademas o de manera alternativa, se puede obtener succinil-CoA a partir de succinato mediante el uso
de un biocatalizador que comprende una enzima seleccionada del grupo de CoA transferasas (EC 2.8.3) tal como se
especifico para la reaccion 7.

También se puede obtener éster o tioéster de succinato a partir de moléculas distintas de succinato de cualquier
manera. En particular, se puede obtener succinil-CoA a partir de 2-oxoglutarato mediante el uso de un biocatalizador
que comprende un complejo de 2-oxoglutarato deshidrogenasa. El complejo de 2-oxoglutarato deshidrogenasa es un
complejo multienzimatico que participa en el ciclo TCA, conocido para los expertos en la técnica. Ademas o de
manera alternativa, se puede obtener succinil-CoA a partir de 2-oxoglutarato mediante el uso de un biocatalizador
que comprende una 2-oxoglutarato: ferredoxina oxidorreductasa (EC 1.2.7.3).

El acetato es un intermedio natural o producto final en el metabolismo celular. Asi, se puede obtener de una fuente
de carbono renovable mediante el uso de un biocatalizador adecuado. Los biocatalizadores, en particular
microorganismos, se pueden usar para producir succinato a partir de una fuente adecuada de carbono. El
microorganismo puede ser un procariota o un eucariota. El microorganismo puede ser recombinante o de tipo
natural.

Se puede obtener éster o tioéster de acetato a partir de acetato de cualquier manera. En particular, se puede
obtener acetil-CoA a partir de acetato mediante el uso de un biocatalizador que comprende una enzima seleccionada
del grupo de acido-tiol ligasa (EC 6.2.1), preferiblemente acetil-CoA sintasa (EC 6.2.1.1 y EC 6.2.1.13). Ademas o de
manera alternativa, se puede obtener acetil-CoA a partir de acetato mediante el uso de un biocatalizador que
comprende una enzima seleccionada del grupo de CoA transferasas (EC 2.8.3) tal como se especificé para la
reaccion 7.

También se puede obtener éster o tioéster de acetato a partir de moléculas distintas de acetato de cualquier manera.
En particular, se puede obtener acetil-CoA a partir de piruvato mediante el uso de un biocatalizador que comprende
una enzima seleccionada del grupo de complejo de piruvato deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa (NADP+) (EC
1.2.1.51), piruvato formiato liasa (EC 2.3.1.54) o un biocatalizador o enzima que convierte de manera eficaz piruvato
en acetil-CoA. El complejo de piruvato deshidrogenasa es un complejo multienzimatico que convierte piruvato en
acetil-CoA, conocido para los expertos en la técnica.

También se puede obtener acetil-CoA a partir de acetaldehido mediante el uso de un biocatalizador que comprende
una enzima seleccionada del grupo de oxidorreductasas (EC 1:2.1), preferiblemente del grupo de aldehido
deshidrogenasas (acetilante) (EC 1.2.1.10), acilo graso-CoA reductasas (EC 1.2.1.42), butanal deshidrogenasas (EC
1.2.1.57) y succinato semialdehido deshidrogenasas (acetilante) (como se describe en Sohling et al. 1996. J
Bacteriol. 178: 871-880).

Cuando el biocatalizador es un eucariota, el suministro de acetil-CoA, preferiblemente en el compartimento citosélico
de la célula hospedadora, se puede incrementar sobreexpresando genes homologos y/o heterélogos que codifican
enzimas que catalizan la conversién de una molécula precursora en acetil-CoA. La molécula precursora puede ser,
por ejemplo, acetato, como se describe en Shiba et al., Metabolic Engineering, 2007, 9: 160-8.

En un método ventajoso de la invencion, en particular un método para preparar 6-ACA, acido adipico o un
compuesto intermedio para 6-ACA o acido adipico, se usa una biotransformacién con células completas del sustrato
para 6-ACA, acido adipico o un intermedio de los mismos, que comprende el uso de un microorganismo en el que se
producen una o mas enzimas que catalizan cualquiera de las reacciones anteriores, y una fuente de carbono para el
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microorganismo.

La fuente de carbono puede contener en particular al menos un compuesto seleccionado del grupo de alcoholes
monohidricos, alcoholes polihidricos, acidos carboxilicos, didxido de carbono, acidos grasos, glicéridos, lo que
incluye las mezclas que comprenden cualquiera de dichos compuestos. Los alcoholes monohidricos adecuados
incluyen metanol y etanol. Los polioles adecuados incluyen glicerol y carbohidratos. Los acidos grasos o glicéridos
adecuados se pueden proporcionar en particular en forma de un aceite comestible, preferiblemente de origen
vegetal.

En particular se puede usar un carbohidrato, ya que normalmente los carbohidratos se pueden obtener en grandes
cantidades a partir de una fuente biolégicamente renovable, tal como un producto agricola, por ejemplo un material
de desecho agricola. Preferiblemente se usa un carbohidrato seleccionado del grupo de glucosa, fructosa, sacarosa,
lactosa, sacarosa, almidon, celulosa y hemicelulosa. Se prefiere en particular glucosa, oligosacaridos que
comprenden glucosa y polisacaridos que comprenden glucosa.

En un método especifico de la invencion, el método es un método de fermentacion. Tal método puede comprender,
en particular, poner en contacto células que comprenden un biocatalizador, opcionalmente una célula hospedadora
como se describe en la presente memoria, con una fuente de carbono fermentable, en el que la fuente de carbono
contiene cualquiera de dichos compuestos que se van a convertir en el compuesto a preparar, o en el que las células
preparan el compuesto a convertir en el compuesto a preparar a partir de la fuente de carbono.

Se puede construir una célula que comprende una o mas enzimas para catalizar una etapa de reaccién en un
método de la invencion mediante el uso de técnicas de biologia molecular, que se conocen en la técnica por si
mismas. Por ejemplo, si se van a producir uno o mas biocatalizadores en un sistema heterodlogo, tales técnicas se
pueden usar para proporcionar un vector que comprende uno o mas genes que codifican uno o mas de dichos
biocatalizadores. Un vector que comprende uno o mas de tales genes puede comprender uno o mas elementos
reguladores, p.ej. uno o mas promotores, que pueden estar unidos de forma operable a un gen que codifica un
biocatalizador.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "unido de forma operable" se refiere a una union de
elementos polinucleotidicos (o secuencias codificantes o secuencias de acido nucleico) en una relacion funcional.
Una secuencia de acido nucleico esta "unida de forma operable" cuando esta colocada en una relacién funcional con
otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta unido de forma operable a una
secuencia codificante si afecta a la transcripciéon de la secuencia codificante.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "promotor" se refiere a un fragmento de acido nucleico que
funciona para controlar la transcripcion de uno o mas genes, localizados en posicion anterior con respecto a la
direccion de la transcripcion del sitio de inicio de la transcripcion del gen, y se identifica estructuralmente mediante la
presencia de un sitio de union para la ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de inicio de la transcripcion y
cualquier otra secuencia de ADN, que incluye, pero sin limitacion, sitios de union de factores de transcripcion, sitios
de unién de proteinas represoras y activadoras, y cualquier otra secuencia de nucleétidos conocida para un experto
en la técnica que actuan directamente o indirectamente para regular la cantidad de transcripcion del promotor. Un
promotor "constitutivo" es un promotor que es activo en la mayoria de condiciones ambientales y del desarrollo. Un
promotor "inducible" es un promotor que es activo en la regulacion ambiental o del desarrollo. El término "homologo”,
cuando se usa para indicar la relacién entre una molécula de &acido nucleico (recombinante) o polipéptido
determinado y un organismo hospedador o célula hospedadora determinada, se entiende que significa que en la
naturaleza la molécula de acido nucleico o polipéptido es producida por una célula hospedadora u organismo
hospedador de la misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa.

El promotor que se podria usar para llevar a cabo la expresion de las secuencias de nucleétidos codificantes de una
enzima para el uso en un método de la invencion tal como se describié anteriormente en la presente memoria puede
ser nativo respecto de la secuencia de nucleétidos codificante de la enzima a expresar, o puede ser heterélogo
respecto de la secuencia de nucledtidos (secuencia codificante) a la que estd unido de forma operable.
Preferiblemente, el promotor es homologo, es decir, endégeno respecto de la célula hospedadora.

Si se usa un promotor heterdlogo (respecto de la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima de interés), el
promotor heterdlogo preferiblemente es capaz de producir un mayor nivel en el estado estacionario del transcrito que
comprende la secuencia codificante (0 es capaz de producir mas moléculas de transcrito, es decir, moléculas de
mARN, por unidad de tiempo) que el promotor que es nativo respecto de la secuencia codificante. Los promotores
adecuados en este contexto incluyen los promotores naturales tanto constitutivos como inducibles, asi como los
promotores modificados, que son muy conocidos para la persona experta en la técnica.

Un "promotor constitutivo fuerte" es uno que provoca que los mMARNSs se inicien con una frecuencia elevada en
comparacion con una célula hospedadora nativa. Los ejemplos de tales promotores constitutivos fuertes en los
microorganismos Gram-positivos incluyen SP01-26, SP01-15, veg, pyc (promotor de piruvato carboxilasa), y amyE.

Los ejemplos de promotores inducibles en microorganismos Gram-positivos incluyen el promotor Pspac inducible
con IPTG, el promotor PxilA inducible con xilosa.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2655710713

Los ejemplos de promotores constitutivos e inducibles en microorganismos Gram-negativos incluyen tac, tet, trp-fet,
Ipp, lac, Ipp-lac, laclq, T7, T5, T3, gal, trc, ara (Psap), SP6, A-Pr, y A-Py.

El término "heterdlogo”, cuando se usa con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina, se refiere a un
acido nucleico o proteina que no se da de manera natural como parte del organismo, célula, genoma o secuencia de
ADN o ARN en el que esta presente, o que se halla en una célula o localizacion o localizaciones en el genoma o
secuencia de ADN o ARN que difieren de aquella en la que se halla en la naturaleza. Las proteinas o acidos
nucleicos heterélogos no son enddgenos respecto de la célula en la que se introducen, sino que se han obtenido de
otras células o se han producido de manera sintética o recombinante. En general, aunque no necesariamente, tales
acidos nucleicos codifican proteinas que no se producen normalmente en la célula en la que se transcribe o expresa
el ADN. De forma similar, el ARN exégeno codifica proteinas que no se expresan normalmente en la célula en la que
esta presente el ARN exdgeno. Las proteinas y acidos nucleicos heterélogos también se pueden denominar
proteinas o acidos nucleicos exégenos. Cualquier proteina o acido nucleico que un experto en la técnica reconoceria
como heterdlogo o exdgeno respecto de la célula en la que se expresa, esta abarcado en la presente memoria por la
expresion proteina o acido nucleico heterdlogo.

Un método segun la invencién se puede llevar a cabo mediante el uso de un organismo, que puede ser un
organismo hospedador, en particular un microorganismo hospedador, o un microorganismo de tipo natural. Por lo
tanto, también se describe una célula (hospedadora), que puede ser un microorganismo, que comprende un
biocatalizador capaz de catalizar al menos una etapa de reacciéon en un método de la invencion, y preferiblemente la
célula es capaz de producir una enzima o una diversidad de enzimas, por lo que se catalizan dos o mas etapas de
reaccion en un método de la invencioén. La descripcion se refiere ademas a un vector nuevo que comprende uno o
mas genes que codifican una o mas enzimas capaces de catalizar al menos una etapa de reacciéon en un método de
la invencion.

Ademas se describe una célula o un vector que comprende una secuencia de acido nucleico, que puede ser
recombinante, que codifica una enzima con actividad de éster o tioéster de 5-carboxi-2-pentenoilo hidrogenasa, en
particular actividad de 5-carboxi-2-pentenoilo hidrogenasa.

Preferiblemente, la célula comprende ademas al menos (un vector recombinante que comprende) una secuencia de
acido nucleico que codifica una enzima seleccionada del grupo de enzimas capaces de catalizar la conversion de un
éster o tioéster de adipilo, en particular adipil-CoA, en 5-FVA y enzimas que catalizan la conversion de éster o
tioéster de adipilo, en particular adipil-CoA, en acido adipico.

En particular, cuando la célula comprende una enzima capaz de catalizar la conversién de un éster o tioéster de
adipilo en 5-FVA, la célula puede comprender de manera ventajosa (un vector recombinante que comprende) una
secuencia de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la conversién de 5-FVA en 6-ACA. Tal
enzima puede ser en particular una enzima con actividad de 5-FVA aminotransferasa.

Ademas o de manera alternativa, la célula (hospedadora) respectivamente comprende al menos una de las
secuencias de acido nucleico siguientes:

- una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la formacién de éster o tioéster
de 3-oxoadipilo haciendo reaccionar un éster o tioéster de succinilo con un éster o tioéster de acetato;

- una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la formacion de un éster o
tioéster de 3-hidroxiadipilo a partir de un éster o tioéster de 3-oxoadipilo;

- una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la formacion de un éster o
tioéster de 5-carboxi-2-pentenoilo a partir de un éster o tioéster de 3-hidroxiadipilo;

- una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima capaz de catalizar la formacion de un éster o
tioéster de adipilo a partir de éster o tioéster de 5-carboxi-2-pentenailo.

Se puede seleccionar en particular uno o mas genes adecuados de los genes que codifican una enzima como se
mencion6 anteriormente en la presente memoria, mas en particular de los genes que codifican una enzima segun
cualquiera de las SEQ IDs 1-67, 94, 96, 98, 100, 102, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 116 o un homologo de las
mismas.

La célula hospedadora puede ser procariota o eucariota. En particular, la célula hospedadora se puede seleccionar
de bacterias, arqueas, levaduras, hongos, protistas, vegetales y animales (que incluyen seres humanos).

En particular, se puede seleccionar una célula hospedadora usada en un método segun la invencién del grupo de
géneros que consiste en Aspergillus, Bacillus, Corynebacterium, Escherichia, Saccharomyces, Pseudomonas,
Gluconobacter, Penicillium, Pichia. En particular, se puede seleccionar una cepa hospedadora vy, asi, una célula
hospedadora del grupo de E. coli, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Corynebacterium glutamicum,
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae.
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Pueden ser ventajosas las células hospedadoras capaces de producir acidos grasos de cadena corta tales como
succinato y/o acetato y/o ésteres o tio-ésteres de los mismos. Los organismos capaces de ello estan presentes en
general en el rumen de los rumiantes. En particular, se prefiere un organismo capaz de coproducir succinato y
acetato o ésteres o tioésteres de los mismos.

El microorganismo puede ser recombinante o de tipo natural. En particular, los microorganismos capaces de producir
succinato incluyen E. coli, Actinobacillus (en particular A. succinogenes), Mannheimia (en particular M.
succiniciproducens), Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus (en particular A. niger), Penicillium (en particular P.
chrysogenum y P. simplicissimum) y otros organismos mencionados en Kaemwich Jantama, M.J. Haupt, Spyros A.
Svoronos, Xueli Zhang, J.C. Moore, K.T. Shanmugam, L.O. Ingram. Biotechnology and Bioengineering (2007) 99,
5:1140-11583.

En particular, los microorganismos capaces de producir acetato incluyen Enterobacteriaceae (en particular E. coli,
Salmonella, y Shigella), bacterias de acido acético (que incluyen Acetobacter (en particular Acetobacter aceti),
Gluconobacter (en particular Gluconobacter oxidans), Acidomonas, Gluconacetobacter, Asaia, Kozakia,
Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia, Granulibacter, Clostridium (en particular C. aceticum, C. thermoaceticum,
C. thermoautotrophicum, C. formicoaceticum, C. kluyveri, C. propionicum), Megasphaera (en particular M. elsdenii),
Acetobacterium (en particular A. woodii y A. wieringae), Lactobacillus (en particular L. plantarum, L. brevum),
Bifidobacterium (en particular B. bifidum), y Leuconostoc.

También se describen nuevos polipéptidos y secuencias de nucledtidos que codifican tales polipéptidos. En
particular, se describe un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de SEQ IDs
57, 68-72, 79, 85 y los homdlogos de las mismas. En particular, se describe un polinucledtido que codifica un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos segun cualquiera de SEQ IDs 57, 68-72, 79, 85 y los
homologos de las mismas.

Ejemplos
Ejemplo 1: Métodos Generales
Técnicas moleculares y genéticas

Las técnicas habituales de genética y biologia molecular se conocen en general en la técnica, y se han descrito
previamente (Maniatis et al. 1982 "Molecular cloning: a laboratory manual". Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y.; Miller 1972 "Experiments in molecular genetics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor; Sambrook y Russell 2001 "Molecular cloning: a laboratory manual" (32 edicion), Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press; F. Ausubel et al, eds., "Current protocols in molecular biology",
Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva York 1987).

Plasmidos y Cepas

Se obtuvo pBAD/Myc-His C y pET21d de Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.) y EMD Biosciences (Darmstadt,
Alemania), respectivamente. pF113 (un derivado de pJF119EH (Furste, J. P., W. Pansegrau, R. Frank, H. Blocker, P.
Scholz, M. Bagdasarian, y E. Lanka. 1986. Molecular cloning of the plasmid RP4 primase region in a multi-host-
range tacP expression vector. Gene 48:119-131) que contiene dos sitios Notl en las posiciones 515 y 5176,
respectivamente, siendo el promotor tac el inicio de la numeracion), pACYC-tac (Kramer, M. (2000). Untersuchungen
zum Einfluss erhohter Bereitstellung von Erythrose-4-Phosphat und Phosphoenolpyruvat auf den Kohlenstofffluss in
den Aromatenbiosyntheseweg von Escherichia coli. Berichte des Forschungszentrums Julich, 3824. ISSN 0944-2952
(Tesis PhD, Universidad de Disseldorf) y pMS470 (Balzer, D.; Ziegelin, G.; Pansegrau, W.; Kruft, V.; Lanka, E.
Nucleic Acids Research 1992, 20(8), 1851-1858) se han descrito previamente. Se usé TOP10 de E. coli (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) para todos los procedimientos de clonacion. Las cepas de E. coli Top10 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.), Rv308 (ATCC31608), Rv308AaraB, y BL21 A1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) se usaron
para la expresion de proteinas.

Todos los vectores se adaptaron insertando un ligador comun para permitir una estrategia de clonacion idéntica. El
esquema de adaptacion y clonacién general se muestra en la Figura 2.

Medios

Se us6 el medio 2xTY (16 g/l de triptopeptona, 10 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl) para el cultivo de E. coli.
Se aportaron antibidticos (100 pug/ml de ampicilina) para mantener los plasmidos. Para la induccion de la expresion
génica se uso arabinosa (para derivados de pBAD), IPTG (para derivados de pMS470 y pF113), y una combinacion
de arabinosa e IPTG (para derivados de pET21d en BL21-A1 de E. coli) a concentraciones finales del 0,005-0,2%
(arabinosa) y 0,1-0,5 mM (IPTG).
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Identificacion de plasmidos

Los plasmidos que portaban los diferentes genes se identificaron mediante medios genéticos, bioquimicos, y/o
fenotipicos conocidos en general en la técnica, tales como la resistencia de los transformantes a antibidticos, el
analisis de diagnostico mediante PCR de los transformantes o la purificacion del ADN plasmidico, el analisis de
restriccion del ADN plasmidico purificado o el andlisis de la secuencia de ADN.

Método de analisis mediante HPLC-MS para la determinacion de derivados de CoA

Las concentraciones de adipil-CoA y 6-carboxi-2,3-en-hexanoil-CoA se determinaron mediante LC-MS. Se us6 una
columna Agilent SB-C18 de 2,1*50 mm para la separacién con acetonitrilo/agua tamponado con 750 mg/l de acetato
de octilamonio (pH=7,5) como fase movil. El flujo fue de 300 pl/min, y la elucién se realizé con un gradiente (Inicio:
70% de agua, disminucion hasta 58% en 3 min, escalén hasta 45%, disminucion adicional hasta 20% en 1,5 min,
seguido de reequilibrado de la columna, de tal manera que el tiempo total de funcionamiento fue 7 min). Se usé un
aparato LTQ Orbitrap en modo de ionizaciéon negativa por electronebulizacién, con barrido a m/z 765-900. El adipil-
CoA y 6-carboxi-2,3-en-hexanoil-CoA eluyeron a 2,25 min y 2,5 min, respectivamente. La selectividad del método se
increment6 observando las moléculas protonadas exactas de los compuestos solicitados (adipil-CoA: 894,15123-
894,16017, 6-carboxi-2,3-en-hexanoil-CoA: 892,13437-892,14329). Para determinar las concentraciones, se realizé
una curva patrén de compuestos preparados de manera sintética para calcular un factor de respuesta para los iones
respectivos. Esto se usé para calcular las concentraciones en las muestras desconocidas.

Se puede detectar el adipato y cuantificarlo como se describe en Kippenberger, M.; Winterhalter, R.; Moortgat, G. K.
Anal. Bioanal. Chem. 2008, 392(7-8), 1459-1470.

Ejemplo 2: Determinacion de la actividad de 6-carboxi-2,3-en-hexanoil-CoA reductasa
Construcciones de expresion
Se seleccionaron supuestas 6-carboxi-2,3-en-hexanoil-CoA reductasas de las bases de datos (Tabla 1).

Los genes objetivo que codificaban las proteinas seleccionadas se optimizaron con respecto a los pares de codones
(mediante el uso de la metodologia descrita en el documento WO08000632) y se construyeron de manera sintética
(Geneart, Regensburg, Alemania). Antes de la optimizacion, las secuencias selectivas (p.gj. las sefiales de secrecion
o las secuencias de seleccion peroxisdmicas/mitocondriales) se eliminaron de la secuencia de aminoacidos. Tales
secuencias selectivas se pueden identificar mediante herramientas bioinformaticas muy conocidas en la técnica, tal
como se describe en Emanuelsson et al. 2007. Nature protocols, 2: 953-971). En el procedimiento de optimizacion,
se evitaron los sitios de restriccion internos, y se introdujeron sitios de restriccion comunes en el inicio y la parada
para permitir la clonacién segun la estrategia mostrada en la Figura 2. Estas modificaciones pueden dar como
resultado cambios menores para las secuencias de las proteinas respectivas, que se considera que no alteran las
propiedades de la proteina respectiva de ninguna manera. Cada ORF fue precedido por un sitio consenso de union
al ribosoma y una secuencia lider para controlar la traduccién en pF113, pMS470 y pET21d. En la traduccién de
pBAD, el vector proporciona las sefiales de inicio. Los genes objetivo "Adi4", "Adi5", "Adi8" y "Adi9" se clonaron en
los cuatro plasmidos con y sin lectura de la etiqueta de His C-terminal proporcionada por la secuencia ligadora.

Expresion de proteinas en E. coli

Los cultivos iniciadores se cultivaron durante la noche en placas de 96 pocillos con 200 pl de medio/pocillo. Se
transfirieron 40-160 ul a placas nuevas de 24 pocillos profundos con 4 ml de medio. Para las construcciones de
pBAD en TOP10 de E. coli o Rv308AaraB de E. coli, este medio contuvo directamente un 0,005% de arabinosa para
las inducciones. Las placas se incubaron en un agitador orbital (Infors, 550 rpm) a 25 °C. Después de 4-6 h se
afadieron los inductores (IPTG 0,5 mM para pF113 y pMS470 en Rv308 de E. coli, BL21 de E. colio TOP10 de E.
coli; IPTG 0,5 mM y 0,2% de arabinosa para pET21d en BL21A1 de E. coli), y las placas se incubaron durante otras
4-48 h hasta que se recogieron las células mediante centrifugacion.

Preparacion de un extracto exento de células y purificacion mediante la etiqueta de His

Las células del cultivo a pequeia escala (véase el parrafo previo) se recogieron mediante centrifugacion, y se
descartd el sobrenadante. Los sedimentos celulares formados durante la centrifugacion se congelaron a -20 °C
durante al menos 16 h, y después se descongelaron sobre hielo. Se afiadieron 2 ml de tampoén de lisis recién
preparado (fosfato potasico 50 mM de pH 7,5, 0,1 mg/ml de ADNasa | (Roche, Almere, NL), 2 mg/ml de Lisozima,
MgSO4 0,5 mM, ditiotreitol 1 mM, e inhibidores de proteasas (comprimidos Complete Mini EDTA-free™, Roche,
Almere, NL, usados segun las especificaciones del fabricante) a cada pocillo, y las células se resuspendieron
agitando en vortex enérgicamente la placa durante 2-5 min. Para conseguir la lisis, la placa se incubé a temperatura
ambiente durante 30 min. Para eliminar los restos celulares, la placa se centrifugd a 4 °C y 6000 g durante 20 min. El
sobrenadante se transfirié a una placa nueva, y se mantuvo sobre hielo hasta su uso posterior. Para la purificacion
de proteinas con etiqueta de His, se usaron placas con filtro His Multitrap HP (GE Healthcare bioscience AB,
Uppsala, Suecia) segun las instrucciones del fabricante.
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Sintesis de sustratos

El sustrato (J.R. Stern, A. del Campillo, J. Biol. Chem., 1956, 985. A.K. Das, M.D. Uhler, A.K. Hajra, J. Biol. Chem.,
2000, 24333. H. Oku, N. Futamori, K. Masuda, Y. Shimabukuro, T. Omine, H. Iwasaki, Biosc. Biotech. Biochem.,
2003, 2107. Elvidge et. al, J. Chem. Soc., 1953, 1793. F. Liu, H-Y. Zha, Z-J. Yao, J. Org. Chem., 2003, 6679-6684) y
el producto (documento W0O2004/106347) de la reaccion bioquimica deseada fueron sintetizados por Syncom
(Groningen, NL) segun los procedimientos publicados.

Ensayo enzimatico de enoil-CoA

Se preparé una mezcla de reaccion que comprendia tampoén de potasio 50 mM (pH 7,5), NADH y NADPH cada uno
0,7 mM, y aproximadamente 20 uM del sustrato 6-carboxi-2,3-en-hexanoil-CoA. Se dispensaron 190 pl de la mezcla
de reaccion en cada pocillo de placas de 96 pocillos. De la misma manera, se usaron 10 ul de extracto exento de
células preparado a partir de la cepa respectiva que portaba el vector vacio en las reacciones de control. Para iniciar
la reaccion, se anadieron 10 pl de los extractos exentos de células o proteina purificada a cada uno de los pocillos.
Las mezclas de reaccioén se incubaron a temperatura ambiente (20-25 °C) durante 15 min a 24 h con monitorizacion
en linea de la absorcion UV a 340 nm. Al final, las reacciones se pararon afiadiendo un volumen igual de MeOH, y
las muestras se centrifugaron. El sobrenadante se transfirié a una placa nueva y se almacené a -80 °C hasta el
analisis posterior mediante HPLC-MS. El adipil-CoA se hallé como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Adipil-CoA (la cantidad se indica mediante el area relativa del pico) hallado en el ensayo enzimatico.

Biocatalizador SEQ ID N° Modificaciones’ adipiI-CoA2
Adi4 63 134 AA del extremo N-terminal eliminados 3266

Adi5 96 196031
Adi8 60 22 AA del extremo N-terminal eliminados 581859
Adi9 100 12 AA del extremo N-terminal eliminados 117077

- (vector de control) 0

" Si el polipéptido resultante tras la modificacion no se inicia con una metionina en el extremo N-terminal, el
polipéptido resultante se modifica adicionalmente afiadiendo una metionina en el extremo N-terminal.

2 Los resultados mostrados se obtuvieron con BL21 de E. coli que contenia el gen adi clonado en pMS470 tras una
incubacion de 20 h. También se obtuvieron resultados positivos con otros vectores de expresidon y cepas
hospedadoras (tales como pET21d en BL21-A1 de E. coli, pPBAD/Myc-His C en Rv308 de E. coliy pF113 en BL21
de E. coli) y diferentes periodos de incubacion (p.gj. 2 h).

Ejemplo 3: Produccién de adipato mediante un microorganismo heterélogo
Construccién de una ruta biosintética de adipato

Se disefi6 una ruta sintética que consistio en las actividades enzimaticas mostradas en la Figura 3. Las enzimas que
codificaban estas actividades se identificaron en las bases de datos. Los genes objetivo que codificaban estas
enzimas se optimizaron para los pares de codones y se construyeron de manera sintética (Geneart, Regensburg,
Alemania). En el procedimiento de optimizacion, se eliminaron los sitios de restriccion internos, las secuencias
selectivas indeseadas (p.ej. sefiales de secrecion o secuencias selectivas peroxisémicas), y se introdujeron sitios de
restriccion en el inicio y en la parada para permitir el montaje de la ruta en los vectores de expresion segun la Figura
4. Estas modificaciones pueden dar como resultado cambios menores para las secuencias de las proteinas, que se
considera que no alteran las propiedades de la proteina respectiva de ninguna manera. Cada ORF fue precedido por
un sitio consenso de union al ribosoma y una secuencia lider para controlar la traduccion.

Para las reacciones 1, 2, y 3, se usaron las combinaciones de adi21+22+23 o adi26+27+28. Para la reaccion 7, se
us6 adi29, adi30 o una combinacién de adi24+25. Para la reaccion 4, se puede usar adi1-20 con adi8, adi6,
adi13+12.

Tabla 2: SEQ IDs de las diferentes proteinas Adi.
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Proteina SEQ ID N°
Adi21 5
Adi22 18
Adi23 33
Adi24 119
Adi25 120
Adi26 3
Adi27 29
Adi28 14
Adi29 116
Adi30 117

Construccién de una cepa de E. coli que produce adipato

Para construir cepas de E. coli que producen adipato, se transformaron plasmidos que codificaban una ruta completa
de adipato en las cepas hospedadoras adecuadas para la expresion de los genes clonados. Las construcciones de
pMS470 que contenian las rutas completas se transformaron en BL21, TOP10 y Rv308 de E. coli. Las
construcciones de pBAD/Myc-His C se transformaron en TOP10 y Rv308AaraB de E. coli. Las construcciones en
pF113 o pACYC-tac se transformaron junto con construcciones compatibles pF113, pACYC-tac o pMS470 de
manera que la cepa final contuvo una ruta completa de adipato. Estos plasmidos se cotransformaron en TOP10,
BL21, y Rv308 de E. coli.

Produccién de adipato

Para la produccion de adipato, se hicieron cultivos iniciadores durante la noche en placas de 96 pocillos con 200 pl
de medio a 30 °C. Se transfirieron 50 pl a una placa nueva de 24 pocillos con 4 ml de medio y se cultivaron durante
4-6 h a 25 °C, y después se afadieron inductores para inducir la expresion de la ruta de adipato. Los cultivos se
incubaron durante otras 12 h - 72 h a 25 °C. Las placas se centrifugaron y las muestras se prepararon para el
analisis mediante LC-MS. EIl sobrenadante se mezclé en una proporcion 1:1 con MeOH para precipitar las proteinas,
y después se analizé directamente. Los metabolitos de las células se extrajeron resuspendiendo el sedimento en 1
ml de etanol. La suspension celular se transfirid a un tubo con rosca superior y se calentd en un bafio de agua
hirviendo durante 3 min. Tras la centrifugacion, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se evapord en un
aparato Speed-Vac. Las muestras secas se resuspendieron en 100 ul de fase mévil antes del analisis.

Ejemplo 4: Preparacion de 5-FVA a partir de adipil-CoA
Método de analisis mediante HPLC-MS para la determinacion de 5-FVA

5-FVA se detecté mediante monitorizacion selectiva de reacciones (SRM)-MS, que mide la transiciéon de m/z 129—
83. Las concentraciones de 5-FVA se calcularon midiendo el area del pico de 5-FVA que eluye aproximadamente a
los 6 min. La calibracion se llevd a cabo mediante el uso de un procedimiento de patréon externo. Todos los
experimentos de LC-MS se llevaron a cabo en un sistema Agilent 1200 LC, que consistié en una bomba cuaternaria,
un automuestreador y un horno de columnas, acoplado con un triple cuadrupolo de MS modelo Agilent 6410 QQQ.

Condiciones de LC:

Columna: Precolumna de 50 x 4,6 mm Nucleosil C18, 5 ym (Machery & Nagel) acoplada a una
250 x 4,6 mm d.i. Prevail C18, 5 ym (Alltech)

21



10

15

20

25

30

35

ES 2655710713

Temperatura de la columna: temperatura ambiente
Eluyente: A: agua que contiene un 0,1% de acido formico

B: acetonitrilo que contiene un 0,1% de acido férmico

Gradiente: Tiempo (min) % de eluyente B

0 10

6 50

6,1 10

11 10
Flujo: 1,2 ml/min, antes de entrar en MS el flujo se divide 1:3
Volumen de inyeccién: 2 ul

Condiciones de MS:
lonizacion: electronebulizacion de iones negativos
condiciones de la fuente:  tension de nebulizacion idnica : 5 kV
temperatura : 350 °C
tension del fragmentador y energia de colision optimizada
Modo de barrido: modo de reaccién selectiva: transicién m/z 129 — 83
Construcciones de Expresion

Se seleccionaron las supuestas adipil-CoA-reductasas (SEQ ID 74, 75, 77, 79, 80, 139-148). Se disefian
construcciones de expresion y se preparan de la misma manera que se describié antes en el Ejemplo 2 mediante el
uso de pBAD/Myc-His C y pET21d.

Expresion, extraccion y purificacion de proteinas
Todas las etapas se llevan a cabo como se describié en el Ejemplo 2.
Ensayo enzimatico de adipil-CoA reductasa

Se prepara una mezcla de reaccion que comprende tampén de potasio 50 mM (pH 7,5), NADH y NADPH cada uno
0,7 mM, y 10 yuM-10 mM del sustrato adipil-CoA. Se dispensan 190 ul de la mezcla de reaccién en cada pocillo de
placas de 96 pocillos. El adipil-CoA se preparé como se describid en el Ejemplo 2. Para iniciar la reaccion, se
afiaden 10 pl de los extractos exentos de células o proteina purificada a cada uno de los pocillos. De la misma
manera, se usan 10 ul de extracto exento de células preparado a partir de la cepa respectiva que porta el vector
vacio en las reacciones de control. Las mezclas de reaccion se incuban a temperatura ambiente (20-25 °C) durante
15 min - 24 h con monitorizacioén en linea de la absorcion UV a 340 nm. Al final, las reacciones se paran afiadiendo
un volumen igual de MeOH, y las muestras se centrifugan. El sobrenadante se transfiere a una placa nueva y se
almacena a -80 °C hasta la deteccion de 5-FVA mediante HPLC-MS. La medida de 5-FVA demuestra la actividad de
adipil-CoA reductasa de las enzimas seleccionadas.

Ejemplo 5 Preparacion de 6-ACA a partir de 5-FVA
Analisis mediante HPLC-MS para la determinacion de 6-ACA
Calibracion:

La calibracion se llevé a cabo mediante una linea de calibracion externa de 6-ACA (m/z 132 — m/z 114, Rt 7,5 min).
Todos los experimentos de LC-MS se llevaron a cabo en un aparato Agilent 1100, equipado con una bomba
cuaternaria, desgasificador, automuestreador, horno de columna, y un aparato de MS de cuadrupolo simple (Agilent,
Waldbronn, Alemania). Las condiciones de LC-MS fueron:

Columna: 50*4 Nucleosil (Mancherey-Nagel) + 250 x 4,6 Prevail C18 (Alltech), ambas a
temperatura ambiente (TA)

Eluyente: A =0,1 (v/v) de acido férmico en agua ultrapura
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B = Acetonitrilo (pa, Merck)
Flujo: 1,0 ml/min, antes de entrar en MS el flujo se dividi6 1:3

Gradiente: El gradiente se inicié a t=0 minutos con un 100% (v/v) de A, permanecid durante 15
minutos y cambié en 15 minutos a un 80% (v/v) de B (t=30 minutos). De 30 a 31
minutos el gradiente se mantuvo constante a un 80% (v/v) de B.

Volumen de inyeccion: 5l
Deteccion MS: ESI(+)-MS

La ionizacion por electronebulizacion (ESI) se realizé en el modo de barrido positivo
con las siguientes condiciones; m/z 50-500, fragmentador a 50 V, tamafo de escalén
de m/z 0,1, temperatura del gas de secado de 350 °C, gas de secado a 10 L de
N2/min, presion del nebulizador de 344,7 kPa (50 psig) y tension del capilar de 2,5 kV.

Clonacién de los genes objetivo
Disefo de construcciones de expresion

Se afiadieron sitios attB a todos los genes en posicidn anterior al sitio de unién al ribosoma y al codén de inicio, y en
posicion posterior al codon de parada para facilitar la clonacion mediante el uso de la tecnologia de Gateway
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.).

Sintesis de genes y construccion de plasmidos

Se obtuvieron genes sintéticos de DNA2.0 y se optimizaron los codones para la expresion en E. coli segun los
procedimientos habituales de DNA2.0. En los genes de aminotransferasas de JS17 de Vibrio fluvialis [SEQ ID N° 86]
y KBAB4 de Bacillus weihenstephanensis [SEQ ID N° 89] que codificaban las secuencias de aminoacidos de la w-
aminotransferasa de JS17 de V. fluvialis [SEQ ID N° 82] y la aminotransferasa de KBAB4 de B. weihenstephanensis
(ZP_01186960) [SEQ ID N° 83], respectivamente, se optimizaron los codones, y se obtuvieron las secuencias
resultantes [SEQ ID N° 88] y [SEQ ID N° 91] mediante sintesis de ADN.

Las células a las que se proporcionaron dichos genes se denominan mas adelante en la presente memoria E. coli
TOP10/pBAD-Vfl_AT y E. coli TOP10/pBAD-Bwe_AT, respectivamente

Clonacion mediante PCR

Se amplificaron diversos genes que codificaban un biocatalizador a partir de ADN gendmico mediante PCR con el
uso del kit PCR Supermix High Fidelity (Invitrogen) segun las especificaciones del fabricante.

Las reacciones de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa, y los productos de PCR del tamafio
correcto se eluyeron del gel mediante el uso del kit de purificacion mediante PCR QIAquick (Qiagen, Hilden,
Alemania). Los productos de PCR purificados se clonaron en vectores de expresion pBAD/Myc-His-DEST mediante
el uso de la tecnologia de Gateway (Invitrogen) por medio de los sitios aftB introducidos y pDONR-zeo (Invitrogen)
como vector de entrada como se describe en los protocolos del fabricante. La secuencia de los genes clonados
mediante PCR se verific6 mediante secuenciacion de ADN. De esta manera, se obtuvieron los vectores de
expresion, pBAD-Bsu_gi1-6077991_AT (que comprende un gen representado mediante SEQ ID 133, que codifica un
péptido representado mediante SEQ ID 134), pBAD-Pae_gi9946143_AT (mediante el uso de los cebadores
identificados en SEQ IDs 130 y 131), pBAD-Pae_gi9951072_AT(que comprende un gen representado mediante
SEQ ID 135, que codifica un péptido representado mediante SEQ ID 136), pBAD-Pae_gi9951630_AT (que
comprende un gen representado mediante SEQ ID 137, que codifica un péptido representado mediante SEQ 1D
138). Se obtuvieron las cepas de expresion correspondientes mediante la transformaciéon de TOP10 de E. coli
quimicamente competentes (Invitrogen) con las construcciones pBAD.

Reacciones enzimaticas para la conversion de acido 5-formilpentanoico en 6-ACA

A menos que se especifique de otra manera, se preparé6 una mezcla de reaccién que comprendia acido 5-
formilpentanoico 10 mM, a-metilbencilamina racémica 20 mM, y piridoxal-5'-fosfato 200 uM en tampodn de fosfato
potasico 50 mM, pH 7,0. Se dispensaron 100 ul de la mezcla de reaccién en cada pocillo de las placas de pocillos.
Para iniciar la reaccién, se afnadieron 20 pl de los extractos exentos de células a cada uno de los pocillos. Las
mezclas de reaccion se incubaron en un agitador a 37 °C durante 24 h. Ademas, se incubé una mezcla de blanco
quimico (sin extracto exento de células) y un blanco bioldgico (TOP10 de E. coli con pBAD/Myc-His C) en las
mismas condiciones. Las muestras se analizaron mediante HPLC-MS. Los resultados se resumen en la tabla
siguiente.

Tabla 3: Formacion de 6-ACA a partir de 5-FVA en presencia de aminotransferasas
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Biocatalizador

Concentracion de 6-ACA [mg/kg]

E. coli TOP10/pBAD-Vfl_AT 43*
E. coli TOP10/pBAD-Pae_pBAD-Pae_gi 9946143 930
E. coli TOP10/pBAD-Pae_AT 25*
E. coli TOP10/pBAD-Bwe_AT 24*
E. coli TOP101/pBAD-Bsu_gi16077991_AT 288
E. coli TOP10/pBAD-Pae_gi9951072_AT 1087
E. coli TOP10/pBAD-Pae_gi9951630_AT 92
E. coli TOP10 con pBAD/Myc-His C (blanco bioldgico) 0,6

Nada (blanco quimico)

no detectable

* El método difiri6 en que se usaron 10 ul de extracto exento de células en vez de 20 ul, la concentracién de
piridoxal-5'-fosfato fue 50 uM en vez de 200 uM, y el volumen de la mezcla de reaccion en los pocillos fue 190 pl en

vez de 100 pl

Se muestra que se forma 6-ACA a partir de 5-FVA en presencia de una aminotransferasa, y que E. coli es capaz de

catalizar esta formacion.
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)

Lys

Thr

Lys

Leu

Gly

85

Ala

Arg

Ile

Met

Gly

Ccys

Asn

70

Ser

Leu

Gln

Gln

Ser

Arg

Ala

Ala

Thr

Lys

val

val

Cys

Ser

135

Ser

Leu
Ala
Leu
40

Ala
Ser
Leu
Ala
Ser
120

Gly

Gln

Ser

Ala

25

Arg

Gly

Gly

Ala

Gly

105

Ser

Met

Tyr

Gln

Ile

Thr

Ala

val

Pro

90

Phe

Gly

Ile

Gly

Vval Ser
Thr Glu
Ala Leu

Asp Leu
: 60

Asp Pro

15

Gly Gly

Pro Glu

Leu Gln

Asp val

140

Pro Gly

25

Ser

Lys

Thr

45

Leu

Ser

Gly

Ser

Ala

1258

Gly

1-_\la

His

His

Lys

Ala

Ser

Ala

Thr

110

Ile

Ile

Val

Phe

‘15

Pro

Gly

Gly

val

‘Thr

95

Ala

Ala

Gly

Thr

Gly

Asp

Gly

val

Gln

80

Glu

val

Asp

Ala

Glu



ES 2655710713

145 ; ‘ 150 155 160

Phe Ser Asp Leu Leu Glu Ser His Pro Glu Ser Ala Asn Cys Lys Val
' ' 1€65 : 170 175

Pro Met Gly Val Leu Ser Glu Asn Met Ala Lys Asp Axg Gly Val Thr
180 185 190

Arg Ala Ser Gln Asp Ser Phe Ala Ala Gln Ser Tyr Gln Lys Ala Val
185 200 205

Ala Ala Gln Lys Ala Gly Leu Phe Asn Glu Glu Ile Ala Pro Leu Asp
210 . 215 a22¢

Vai Lys Trp Thr Asp Pro Lys Thr Gly Glu Glu Lys Thr Ile Thr Val
225 230 235 240

Lys Ala Asp Asp Gly Val Arg Gln Gly Ile Thr Ala Glu Ser Leu Gly
245 250 - 255

Lys Ile Lys Pro Ala Phe Ala Lys Asp Gly Ser Ile His Ala Gly Asn
‘ ’ 260 ] 265 i 270

Ala Ser Gln Ile Ser Asp Gly Ala Ala Ala Val Leu Leu Met Lys Arxg
275 - 280 285 :

Ser Thr Ala Glu Arg Leu Gly Gln Lys Ile Leu Gly Lys Tyr Val Thr
290 . 295 300 S

Ala Ser Val val Gly Val Lys Pro Leu lLeu Met Gly Val Gly Pro Txp
305 - 310 315 320

Lys Ala Ile Pro Val Ala Leu Glu Lys Ala Gly Ile Thr Lys Asp Asp
: 325 ~ 330 335

val Asp Ile Tyr Glu Ile Asn Glu Ala Phe Ala Ser Gln Cys Val Trp
340 345 350

Cys Val Rsn Glu Leu Gly Ile Pro Ala Glu Lys Val Asn Pro Lys Gly
355 - , 360 . 365

Gly Ala Ile Ala Phe Gly His Pro Leu Gly Cys Thr Gly Ala Arg Gln
370 . 375 : 380

Val Ser Thr Leu Phe Thr Glu Leu Lys Arg Thr Asn Lys Lys Ile Gly

385 . 390 395 400

Val Thr Ser Met Cys Val Gly Thr Gly Met Gly Met Ala Ala Val Trp
405 410 415

Val Ser Glu

5 <210> 2
<211> 418
<212> PRT

26



<213> Penicillium chrysogenum

<400> 2

Met

1

Pro

val

Gly

Thr

65

Cys

Ala

Asn

Gln

Ser

145

Ile

Thr

Ser

Gly

Ile

Leu

50

Vval

val

val

Arg

Ile

139

Met

Thr

Ser

Ser

Ser

Thr

Lys

Arg

Gly

Leu

Phe

‘118

Ile

Ser

Lys

Glu

Pro
Ala
Tyr
Asp
Glu
Asn
Ala
100
Cys
Ala
Lys

His

“Asn

180

Gln

Arg

‘Leu

Thr

Lys

Val

85

Ala

Ser

Gly

Asn

Pro

165

val

Gln
Gln
Ala
Thr
Ser
70

Leu
Gly
Ser
Ser
Ala
150

Ile

Ala

Arg

Lys

Arg

val
55

Asn

Cys

Tyr

Gly

Ile

135

Asp

Ala

Asn

Leu

Ile

Thr

40

Asp

Leu

Pro

Pro

Leu

120

Asp

Gly

Ser

Gln

ES 2655710713

Asn
Leu
Pro
Asp
Asp
Gly
val
105
Leu
V;l
Gly

Gln

Phe
185

Ser

10

Ala

Leu

Leu

Pro

Ser

90

Thr

Ala

Gly

Ala

Asn

170

Asn

Val Ala

Lys Asn

Thr

Leu

Lys

Ile
60

Asn Leu

15

Ala Tyr

Ala Ala

val Gln

Val Ala.

140

Pro Glu

155

Ser Gln

Ile

27

Ser

Asn
Pro
Ala’
45
Ser
Val;
Val
Ala
Asn
125
val
Met

Pro

Arg

Gln

Aép

30

Axg

Leu

Glu

Ala

Ser
110

‘Ile

Gly

'Sgr

Met

Glu

190

Leu Ala
Asp Val
Lys Gly
Léu Thr

Asp Val
80

Arg Ser
85

Ile Ala
Ala Asn
Ala Glu

Glu Arg
160

Gly Gln
175

Gln His



Asp

Ala

Asp

225

Gly

Ala

Gln

aAla

Val

305

Ile

Ile

Asn

Ile

Thr

385

Ser

Glu

Arg

Gly

210

Pro

Ile

Phe

Ile

Gln

2390

Ser

Pro

Phe

Lys

Ala

370

Ala

Met

His

<210>3

<211> 418

Phe
195

Trp

Lys

Arg

Pro

Thr

275

Gln

Gly

Lys

Glu

Leu
355

Phe-

Leu

Cys

<212> PRT

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 3

Ala
Leu
Thr
Tyr
Gln
260
Asp
Leu
Leu
Ile
Ile
340
Gly
Gly

Ser

Val

Ala
Glu
Gly
Gly
245
Trp
Gly
Gly
Glu
Leu
325
Asn
Leu
His

Glu

Gly
405

Asn
Asp
Glu
230
Thr
Ala
Ala
Gln
Pro
310
Ser
Glu
Asp
Pro
Leu

390

Thr

Ser
Glu
215
val
Thr
Prd
Ala
Pro
295
Aryg
Lys
Ala
Glu
Leu
375

Arg

Gly

Phe

200

Ile

Lys

Pro

Ser

Ala

280

Ile

Ile

Phe

Phe

Ser

360

Gly

Arg

Met

ES 2655710713

Gln
val
Asp
Glu
Ala
265
Leu
val
Met
Asn
Ser
345
Lys
Ala

Gln

Gly

Lys

Pro

Ile

Ser

250

Thr

val

Ala

Gly

Leu

330

Ser

Val

Thr

Asp

Met
410

Ala

Val

Val

235

Leu

Thr

Leu

Lys

Ile

315

Ser

Met

Asn

Gly

Lys

395

Ala

Glu
Arg
229
val
Gly
Gly
Met
Phe
300
Gly
Ly=s
Gly
Pro
Ala
380

Arg

Gly

28

Arg
205
Thr
val
Lys
Gly
Lys
285
Cys

Pro

Asp

Val

Arg

365

Axg

Val

Ile

Ala

Gln

Arg

Vval

Asn
270

Arg

Gly

Ser

Asp

Tyr

350

Gly

Gln

Ala

Phe

Gln

Ile

Asp

Arg

2557

Ala

Ser

Ala

Leu

Ile

335

Cys

Gly

val

val

val

Lys

Lys

Asp

240

Ala

Ser

Arg

Thr

Ala

320

Asp

Val

Ala

Val

Thr

400

Ser

415



Met

Ala

Val

Gly

lGlu

65

Cys

“Ala

Asn

Gln

Leu

145

Val

Thr

Asp

Asn

Asp
225

Ala

Thr

Ile

Phe

Thr

Leu

Ala

Arg

Ile

130

Met

Leu

Ser

Arg

Gly

210

Pro

Ala

Asn

Thr

Lys

Leu
Gly
Leu
Fhe
115
Gln
Ser
Arg

Glu

Tyxr
195

trp

Lys

hsp

Gly

20

Leu

Asp

Ala

Asn

Ala

100

Cys

Leu

Ala

Asn

‘Agn
180

Ala

Leu

Thr

Leu

Ala

Thr

Lys

Val

85

Ala

Ser

Gly

Ser

Gln

165

Val

Ala

Asp

Gly

Leu

Ala

Ile

Glu.

Ser
70

Asn

Gly

Ser
Ala
Gly
150
Glu
Gly
Glu

Asp

Glu
230

Ser

Ala

Arg

GLn

Glu

Ile

Gly

Ile
135

Asp

Ala

Lys

Ser

Glu

215

Val

Lleu

Ser
Ile
Thr
40

Asp
Ile
val
Pro
Leu
120
Asp
Arg
Ala
ASp
Phe

200

Ile

Lys

ES 2655710713

Leu
Thr
25

Pro
Tyr
Asp
Lys,
Bis
105
Lys
Val
Leu
Asp
Phe
185
Arg
Ala

Glu

Leu

10

Gln

Leu

Met

Pro

Ala
90

Ser His

Lys Asn

Thr Lys

Ile Tyr

60

Ala Leu
75

Ala Tyr

Thr -Ala Gly

Ala

Gly

hap

Cys

7;70

Asp

Arg

Pro

val

val Gln

val Ala
140

Arg Pro
155

Met Gln
Iie Pro
Ala Glu
Ile Ala

220

Thr Leu
235

29

Leu Lys

Pro Asp
3¢

Ala.Arxg

‘Ala Leu

Ile Glu

Met Val

Ala Serx
110

Asp Ile
125

Leu Gly
Phe-Aan
Pro Met
Arg Glu

150

Ala Ala
205

Val Lys

Ser Arg

Pro

15

Asp

Lys

Leu

Asp

Arg

Ser

Ala

Ala

Glu

Gly

175

Gln

Gln

Val

Asp

Gly

Vval

Gly

Lys

val

BO

Ala

val

Asn

Glu

Glu

160

Gln

Gln

Asn

.Lys

ASDP
240



ES 2655710713

Gly Ile Arg Pro Gly Thr Thr Phe Glu Ser Leu Ser Lys Ile Arg Pro
‘ 245 250 255

Ala Phe Pro Gln Phe Gly Asp Lys Ser Thr Gly Gly Asn Ser Ser Gln
260 : 265 270

Val Thr Asp Gly Ala Ala Ser Val Leu Leu Met Arg Arg Ser Lys Ala
275 ' 280 285 -

Ile Glu leu Asn Gln Pro Ile Leu Ala Lys Phe Cys Gly Ala Thr Val
290 295 300

Ala Gly Val Pro Pro Arg Val Met Gly Ile Gly Pro Thr Ala Ala Ile
305 : 310 315 320

Pro Lys Leu Leu Ser Lys Phe Gln Leu Asp Lys Asn Asp Ile Asp Ile
o 325 330 . 335

Tyr Glu Ile Asn Glu Ala Phe Ala Ser Met Ala Val Tyr Cys Val Lys
340 o 345 350

Asn Leu Gly Leu Asp His Ala Lys Val Asn Pro Arg Gly Gly Ala Ile
355 360 365

Ala Leu Gly His Pro Leu Gly Ala Thr Gly Ala Arg Gln Ile Ala Thr
370 375 380

Ile Leu Ser Glu Ala Arg Arg Thr Lys Ser Lys Ile Leu Val Thr Ser
385 390 395 ' 400

Met Cys Ile Gly Thr Gly Gln Gly Met Ala Gly Leu Phe Val Asn Glu

405 410 ) 415
Gln Leu
<210> 4
<211> 413
<212> PRT
<213> Penicillium chrysogenum
<400> 4
Met Ala Ser Pro Ile Pro Arg Gly Leu Arg Gln Val Leu Gln Lys Ser
1 : 5 . . 10 ! 15

Ser Asn Asp Ile Val Ile Leu Ser Ser Leu Arg Thr Pro Val Thr Arg
20 . 25 ’ 30

30



Ala
Sér
Gln
65
Ala
Val
Ile
val
Ile.
145
Ala
Ser
Ser
Glu
Ala
225
Gly

Thr

Ala

Lys

Val

50

Tle

Lys

'Prd

Thr

Gly

130

Pro

Arg

Arg

His

Ile

210

Pro

Leu

Gly

Ala

Lys

38

Leu

Asp

Ala

Fhe

Thr

115

Gly

The

Isp

Tyr

Ala
195

val -

Ala

Ser

Ala

Thr
275

Gly

Gln

Asp

Gly

Asn

100

Ile

Gly

val

Cys

Gly

Gly
Ala
Val
Arg
85

Thr
Aia
M?t
Leu
Ile

165

Val

180 -

Lys

Ser

Ile

Ser
260

Leu

Ala

Val
Asp
Glu
245

Thx

Leu

Phe lys

Thr Leu
55

Leu Ile
70
Met Gly

Ile Asn

Agn Gly

Glu Ser

135

Trp Pro
150

Met Pro
Sar Arg
Ser Ala

Thr Thr
215

val Thr
230

Lys Val

Ala Gly

Met Arg

ES 2655710713

Asp Ala
40

Lys Ala

Gly Ser

Gln Ile

Arg Gln
105

Ile Arg
120

Met -Thr
Glu Leu
Met Gly
Ala Asp
185
Ala Gln
200
Lys Thr
val Ser

Gly A;a

Asn Ser
265

Arg 'Sex

280

Tyr
Asn
val
His
50

Cys
Ala
Arg
Lys
Ile
170
Gln
Lys
Leu
Gln
Leu
250

Ser

Thr

Pro

Pro

Leu
15

Ala

Ser
Gly
Asn
Glu
155
Thr
Asp
Ala
Asp
Asp
235
Lys

Gln

Ala

Glu

Asn

60

Gln

Gly

Ser

Ala

Tyr

140

Ser

Ser

Ala

Gly

Pro

220

Asp

Pro

Val

Glu

31

Glu
45

leu
Glu
Phe
Gly
Ile
125
Gly
Tyr
Glu
Phe
Arg
205
Glu
Gly
Ala

Ser

Glu
285

Leu’

Asp

Leu

Pro

Leu

110

Asn

Ser

Ser

Asn

Ala

190

Phe

Asn

Ile

Phe

Asp

270

Leu

Leu
Pro
Gly
His
95

Ala
val
Arg
Gln
Vval
175
val
Asp
Pro
Afg
Ser
255

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

Ala

Gly

Ala

Asp

160

Ala

Glu

Ser

Asp

His

240

Pro

Ala

Leu



10

Ser

" Ala

305

Leu

Asn

Ile

His

Glu:

385

Gly

Gly

290

Pro

Gln

Glu

Asp

Pro

370

Leu

Thr

<210>5
<211> 401

<212> PRT

Ser

Asp

Thr

Ala

Gln

355

Leu

Glu

Gly

Ile

Glu

Val

Phe

340

Ala

Gly

Arg

Met

Lys

Met

Gly

325

Ala

Lys

Ala

Ser

Gly
405

<213> Acinetobacter sp.

<400> 5

Met
1

His
v.al
Glu
 Asn

65

Pro

Leu

Ala

Ile

Asp

50

Ile

Gly

Asn
Gly
Gln
35

val

Ala

Gln

Ala

Glu

Arg

I le‘

Arg

Thr.

Tyr
5

Leu
Leu
Phe

His

val
85

Ala
Gly
310
Val
Ser
Val
Thr
Gly
390

Met

Ile
Ala
I-le
Gly
Ala

10

Asn

Arg

295

val

Glu

Gln

Asn

Gly

375

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

Asp

55

Ala

Arg

Gly

val

Ala

Pro

360

Ala

Glu

GLy

Asp

Ile

Lys

40

Thr

Leu

Leu

ES 2655710713

val

Pro

Pro

Leu

345

Asn

Arg

Ile

Met

Gly

Arg’

25

Thr
Asn
Leu

Cys

Ala

Ala

Glu
330

Tyr

Gly

Gln

Gly

FPhe
410

Leu

10

Pro

Gly

Gln

Ala

Ala

Ser Ala
300

Vval Ala
315

val Gly
Ser Vval
Gly Ala
Leu Ala

380

val Ile
3958

Val Arg

A:g Thr
Asp Asp
Val Ala
Ala Gly

60‘

Gly Leu
75

Ser Gly

32

val

Ile

Val

Arg

Ile

365

Thr

Ser

Glu

Fro

Leu

Gly

45

Glu

Pro

Léu

Ala

Pro

Trp

Lys

Gly.

Lys

Glu
335

Leu

350 .

Ala

Leu

‘Met

Phe

Ala

Ala

Asp

val

Ala

Ile

Leu

Cys

Gly
15 .
Gly
Asp
Ser

Thr

Ala
98

Cys

Leu

320

Ile

Gly

Gly -

Pro

Ile
400

Arg

Leu

Ile

Arg

Val

80

Ile



Ile
Ala
-Ala
Gly

145

Ser

Lys
- Val
His
225
Leu
Asp
Tyr
val
Ala
305
Ile

Gly

Asp

Gly

Glu

130

Thrx

Met

Glu

Ala

Ser

210

Pro

'Phe

Gly

Gly

Glu

290

Val

Asn

Ile

Sér

Gly

115

Ser

Arg

Pro

Gln

Leu

185

Gln

Arg

Glu

Ala

Leu

275

Pro

Ala

Glu

Asp

Ala
100
val
Ala
Phe
Glu
Ala
180
Glu
Gly
Pro
Gly
Ala
260
Thr
Arqg
Arg

Ala

Phe

Arg
Glu
Tyr
Pro
Thr
165
Asp
Glu
Lys
Ser
Gly
245
Ala
Pro
Ile

Ala

Fhe

325

-ASn

Ala
Ser
Ser
ARen
150
Gly
Leu
Gly
Lys
Ser
230
Val
Leu
Met
Met
Gly
310

Ala

Asp

Ile

Met

Arg

135°

Lys
Asp
Phe
Pﬁe
Leu
215
Thr
val
Leu

Ala

Gly

295

Leu

Ser

Pro

Thr

Ser

120

Asp

Lys

Asn

Ala

Phe

200

Pro

Leu

Thr

Ile

Lys

280

Ala

Thr

Gln

Arg

ES 2655710713

Cys

105

Arg

Ala

Ile

Val

Ala

185

Ala

Pro

Glu

Ala

Gly

265

Ile

Gly

Leu

Val

val

Gly

Ala

Lys

val

Ala

170

Gln

Gly

Lys

Ala

Gly

250

Ser

Lewu

Pro

Asp

Leu

330

Asn

Glu
Pro
Ile
Ala
155
val
Ser
Glu
Gln
Leu
235
Asn
Glu
Ser
Ile
Asp
315
Ser

Pro

Gly Asp

Phe Val
125

Tyr Asp
140

Gln Tyr
Glu Tyr
Gln Ala

Ile Thr
205

Val Thr
220

Ser Lys
Ala Ser
Val Ala

Ala Ala
285

Glu Ala
300

Leu Asp

Cys Leu

Asn Gly

33

Leu

110

Met

Thr

Gly

Gly

Lys

130

Ala

Glu

‘Leu

CGly

Gly

270

Ala

Ile

Ile

Lys

Gly

Tyr
Gly
Thr
Gly
'Ile
175
Tyr
Yal

Aep

Lys.

Ile
255
Gln
Ala
Lys

Ile

Gly
335

-Ala

Ile
Lys
Ile
His
160

Se:

Gln

“Glu

Glu
Pro
240
Asn
Lys
Cly
Lys
Glu
320

Leu

Ile



10

340

Ala val Gly His Pro Leu

Val

Leu
385

355

/Ala Arg Glu Leu Gln

37Q

Cys Ile Gly Val Gly

ser |

<210>6
<211> 393

<212> PRT

<213> Clostridium kluyveri

<400> 6
-Met Arg Glu

1

Phe
‘val
Aép
Leu
Ala
Leu

Gly

His

Gly
Ile
Glu
50

Ala
Phe

Ala

Gly

' Phe

130

Asp

Gly

Lys

35

val

Arg

Thr

Ala

Ser

115

Gly

Gly

Val Val
5

Thr Leu

20

Glu Ala

Ile Phe

Gln Ser

Val Asn

Ser Leu

100

Glu Asn

Tyr Arg

Leu Ile

330

Ile
Lys
val
Gly
Ala
Lys
Ile
ot
Met

Asp

Gly

Arg

375

Gln

val

Asp

Lys

Asn

55

val

Leu

Ser

Ser

Gly

135

Ser

aAla
360

Arg

Gly

Ser

Val

Arg

40

val

Tyx

Cys

hsn

Ala

120

Glu

Phe

ES 2655710713

345

Ser Gly

Asn

Leﬁ

Ala

Ser

25

Ala

Ile

Ala

Gly

Gly

105

Ser

Ala

Asn

Lys

Ala

val

Ala

Gly

Gln

Gly

Ser

90

Asp

Pro

Lys

Asn

Ala Arg Leu

Lys

Met
395

Arg
val
Ile
Ala
Leu
75

Gly
Ala
Tyzr

Ile

Tyr

Tyr
380

Val

Thr

Asp

Lys

Gly

60

Pro

Leu

Asp

Leu

Tyr

140

His

34

365

Ala

Ile

Ala

Leu

Pro

45

val

val

Arg

Thr

Ile

125

Asp

Met

350

Ala Leu Thx

val

Glu

Ile

Gly

30

Glu

Gly

Glu

Thr

Ile

110

Pro

Ala

Gly

Val

Asn

Gly
Ala
Gln
Gln
val
val
val
Lys
met

Ile

Ser

Val

400

Ser
Ile
val
Se;
Pro .
80"
Ser
val
Ala

Leu

Thr



145

Ala
Lys
Gly
Lys
Ile
225
Gly
Ala
Pro
Ile
"Thr
305
Phe
Ser
Gly

Lys

Gln
385

Glu

Phe

Lys

Glu

210
Glu
Thr
Leu
Met
Met
290
Asn
Ala

Lys

Cys

Arg

370

Gly

<210>7
<211> 391

<212> PRT

aAsn

Ala

Phe

195

Val

Tﬁr

val

Ile

Ala

275

Gly

Leu

Ala

Val

Ser
358

asp

Thr

Ile
Leu
180

Lys

val

Leu

Thr
Leu
260
Lys
Tyr
Thr
Gln
Asn
340
Gly

Ala

Ala

Ala
165

Ala

Asp

Phe

Ala

Ala

245

Met

Tyr

Gly

Ile

Ser

325

val

Ala

Lys

val

<213> Clostridium kluyveri

<400> 7

150

Glu

Ser

Glu

hsp

Lys

230

Gly

Ser

val

Pro

Lys

310

Ile

Asn

Arg

Lys

val
390

Lys

Gln

Ile

Thr
215

‘Leu

Asn

Ala

Asp

Tyr

295

Asp

Ala

Gly

Ile

Gly

375

val

Trp

Gln

val

200

Asp
Lys
Ser
Asp
Phe
280
Tyr
Phe
Val
Gly
Leu
360

Leu

Giu

ES 2655710713

Gly

Lys

Ile
170

Ala

185

Pro
Glu
Pro
Ser
Lys
265

Ala

Ala

Asp

Ala

Ala

345

val

Ala

Arg

val

Asp

Ala

Gly

250

Ala

Ser

Thr

Leu

Axg

330

Ile

Thr

Thx

155

Thr
Glu
Thr
Pro
Phe
235
Ile
Lys
Ala
s

Ile
315

Asp

Ala

Leu

Leu

Arg

Ala

val

Arg

220

Lys

Asn

Glu

Gly

Lys

Glu

Ala

Lys

205

Phe

Arg

Asp

Leu

Leu
285

val

300 .

Glu

Leu

Leu

Leu

Cys
380

35

Ala

Glu

Gly

His

365

Ile

Asp

Ile

190

Mef.

Gly

Asp

Ser

Gly

270

Asp

-Leu

Asn

Phe

His

350

Glu

Gly

Gln

175

Lys

Lys

Thr

Gly

Ser

255

Val

Pro

Ala
Glu
Asp
335
Pro

Met

Gly

160

Asp

Ala

Lys

Thr

Thye

240

Ala

Lys

Ala

Lys

Ala

320

Met

Vval

Gln

Gly



Met
Phe
Val
Asp
Pro
Ala
Leu

Gly

Lys
145
Ala
Glu

Gly

‘Lys

Lys

Gly

Ile

‘Glu
50

Ala:

‘Phe

Ala

Gly

130

Agp

Glu

Phe

Lys

Glu .

210

Asp
G_ly
Lys
35

val
Arg
Thr

Ala

Thr

115°

Sly

Gly

Asn

Ala

-Phe

195

Ile

Ala

Thr
20

Glu

Ile

Gln

Leu

Gln

100

Glu

His

Leun

Ile

Leu

180

Lys

Ile

val

Leu

Ala

Fhe

Ala

Asn

85

Leu

Asn

Arg

Trp

Ala

165

Ala

Asp

rhe.

Ile
Lys
val
Gly
Ala
70

Lys
Ile
Met
Met
Glu
150
Glua
Ser

Glu

hsp

val
Asp
Lys
Asn
55

Val
val
Lys
Ser
Gly
135
Ala
Lys
Gln

Ile

Thr
21%

Ser

Ile

Arg

val

Lys

Cys

Ile

Ala

120

Glu

Phe

Trp

Gln

val

200

Asp

ES 2655710713

Ala
Ser
25

Ala
Ile
Ala
Gly
Gly
105
Ala
Gly
Asn
Gly
Lys
185

Pro

Glu

val
10

Ala
Gly
Gln
Gly
Sex
90

Asp
Pro
Lys
Asn
Ile
170
Ala

val

Phe

Arg
Val
Ile
Ala
Ile
75

Gly
Asp
Ty
Leu
Tyr
155
Thr
Glu

Thr

Pro

36

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro
Leu
AsSp
Leu
val

140

His

Ala

val

Arg
220

Ala

Leu

Pro

45

Leu

Val

Arg

Ile

Leu
125

Asp

Met.

Asp

Ala

Lys
20%

Phe

Ile

Gly
36

Glu

Gly

Glu
Ser
val
110

Pro

Ala

Gly

Met

Ile

190

Gln

Gly

Gly
15

Ala
Gln
Gln
val
val
95

val

Lys

Met

Ile

Gln

175

Lys

Lys

Thr

Ser
Ile
Vval
Ser
Pro
80

Ser
val
Ala
Ile
Thr
160
Asp
Ala
Lys

Thr



ES 2655710713

Ile Glu Ala Leu Ala Lys Leu Lys Pro Ser Phe Lys Lys Asp Gly Thr
225 ’ 230 235 240

Val Thr Ala Gly Asn Ala Ser Gly Ile Asn Asp Ala Ala Ala Ala Leu
245 . 250 255

Val val Met Ser Ala Asp Lys Ala Lys Glu Leu Gly Ile Lys Pro Leu
260 ' 265 © 270

Ala Lys Ile Val Ser Tyr Gly Ser Lys Gly Leu Asp Pro Thr Ile Met
275 : 280 285

Gly Tyr Gly Pro Phe Tyr Ala Thr Lys Leu Ala Leu Glu Lys Ala Asn
290 295 ' 300

Leu Ser Ile Ala Asp Leu Asp Leu Ile Glu Ala Asn Glu Ala Phe Ala
305 . 319 ' 315 320

Ser Gln Ser Leu Ala Val Ala Lys Asp Leu Glu Phe Asp Met Ser Lys
325 - 330 ' 335

Val BAsn Val Asn Gly Gly Ala Ile Ala Leu Gly His Pro Val Gly Cys
340 345 350

Ser Gly Ala Arg Ile Leu Val Thr Leu Leu Tyr Glu Met Gln Arg Arg
355 360 365

Asp Ala Lys Lys Gly Leu Ala Thr Leu Cys Ile Gly Gly Gly Met Gly
370 375 380

Thr Ala Leu Ile Val Glu Arg
385 390

<210> 8

<211> 391

<212> PRT

<213> Clostridium kluyveri

<400> 8

Met Arg Glu Val Vval Ile Val Ser Ala Val Arg Thr Ala Ile Gly Ser
1 5 - .10 15

Phe Gly Gly Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Val Glu Leu Gly Ala Val
20 25 30

Val Ile Lys Glu Ala Val Lys Arg Ala Asn Val Lys Pro Glu Gln Ile
35 ’ 40 ’ 45

37



Asp
Pro
65

Ala

Leu

Gly

Lys
145
Rla
Glu
Gly
Lys
Val
225
val
val

Ala

Gly

Glu
50

ala
Fhe
Ala
Gly
Trp
130
Asp
Glu
Phe
Lys
Glu
210

Glu

Thr

Val’

Lys

Tyxr
230

Val'

Arg
Thr
Ala
Met

115

Gly

,Gly

Asn
Ser
Phe
195
val
Thzr
Ala

Met

Ile
275

Ile

Gln

Leu

Gln

100

Glu

His

Leu

Ile

Ala

180

Lys

VvVal

Leu

Gly

Ser

260

val

Pro

Phe

Ala

Asn

85

val

Asn

Arg

Trp

Ala

165

Ala

Asp

Phe

Ala.

Asn
245

Ala

Ser

Phe

Gly
Ala
70
Lys
Ile
Met
Met
Glu
150
Glua
Ser
Glu
hsp
Lys
2390
Ala

Asp

Tyr

His

Asn

55

Val

val

Lys

Ser

Gly.

135

Ala

Lys

Gln

Ile

Thr

215

Leu

Ser

Lys

Gly'

Ala
295

val

Lys

Cys

Ala

Ala

‘120

Glu

Pha

Trp

Gln

Val

200

Asp

Arg

Gly

Ala

Ser

280

Thr

ES 2655710713

Ile

Ala

Gly

Gly

105

Ala

Gly

Asn

Gly

Lys
185

Pro

Glu,

Pre

Ile

Lys

265

Ala

Lys

Gln
Gly
Ser
920

Asp
Pro
Lys

Asn

Leu

170

Ala

Val

Tyr

Ala

.Asn

250

Glu

Gly

Ala’

Ala

Ile

75

Gly

Ala

Tyr

Ile

Tyr

1585

Thr

Glu

Thxr

Ile

Phe

235

Asp

Leu

Leu

Ala

Gly.
60
Pro
Leu
Asp
Val
Vval
140
His
Arg
Ala
Val
Ljs
220
Lys
Ala
Gly

Asp

Leu
300

38

Leu
val
Arg
Ile
Leu
125
Asp
Met

Glu

Ala

Lys

205

Pxo
Lys
Ala
Tle.
Pro
28.5 .

Glu

Gly
Glu
Ser
val
110
Pro
Ala
Gly
Glu
Gln
190
Ile
Gly
Asp
Ala
Lys
270

Thr

Lys

Gln

val

val

95

val

Lys

Met

Ile

Gln

175

Lys

Lys

Thr

Gly

Ala

253

Pro

Ile

Ala

Ser
Pro
80

Ser
val
Ala
Ile
Thr
160
Asp
Ala
Lys
Thr
Thr
249

Leu

Leu

Met

Asn



10

Leu
308

Ser

val

Ser

Asp

Thr
38s

Ser
Gln
Asn
iy
Ala

370

Ala

<210>9
<211> 408

<212> PRT

val

Ser

val

Ala
355"

Lys

Leu

Ala

Leu

Asn

340

Arg

Lys

Ile

Asp

Ala

325

Gly

Ile

Gly

val

Leu

310

val

Gly

Leu

Leu

Glu
390

Asb
Ala
Ala
Val
Ala

375

Arg

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 9

Met
1
Gly
Thr
Asp
Pro
65
Val

Ile

TIle

Asn

Ala

Thr

Val
50

Ala

Pro’

Val

Ala

Pro

Tyf

val

Asp

Leu

Gly

‘Thr

Gly

115

Gln

Gly

20

Ile

Asp

Gly

Met

Ala

100

Gly

"Asp

Gly

Asﬁ
Leu
Gln
85

Ala

Ala

Ile

Ser

Ala

Ile

val

70

Leu

Ala

Glu

Val

Phe

Ile

Leu
Lyé
Ile
Thr

360

Thr

Ile

Thr

val’

. .40

Leu

val

Asp

His

Ser

Gly

aAla

val

Met
120

ES 2655710713

Ile
Asp
‘Ala
345

Leu

Leu

Cys
Gly
25
Glu
Gln
Leu
Arg
ala.
105

Ser

Glu

Leu

Ala Asn
315

Glu Phe

330

Leu

Leu

Cys

Ser

10

vVal

Ala

Ala

‘ASp

Cys
90

Ser

Arg

Gly His

His Glu

Ile Gly
380

Pro Leu

Pro Val

Thr Gly

Ser Pro
60

Ser Lys
75

Gly Ser

Gly Ala

val Glu

39

Glu

Asp

Pro

Met

365

Gly

Arg

Glu

Ile

45

Asn

Leu

Gly

‘Ala

Tyr
125

Ala

Met

val

350

Gln

Gly

Thr

Glu

Phe

Ser
335

Gly

Met

Pro

15

Leu

30

Thr

Gly

Gly

Leu

Asp

110

Thr

Gly

Ala

Gln

Gln

95

Leun

val

Ala
320
Lys
Ala

Arg

Gly

Val
Ala
Asp
Ala
Asn
Ala
Ile

Ser



ES 2655710713

Gly Asp Ile Arg Trp Gly Val Lys Gly Gly Asp Met Gln Leu Arg Asp
130 135 140

Arg Leu Ala Glu Ala Arg Glu Thr Ala Gly Gly Arg Asn His Pro Ile
145 150 155 160

Pro Gly Gly Met Ile Glu Thr Ala Glu Asn Leu Arg Arg Glu Tyr Gly
165 170 : 175

Ile Ser Arg Glu Glu Gln Asp Lys Ile Ser Ala Ala Sexr Gln Gln Arg
180 185 190

Trp Gly Lys Ala Ala Asp Ala Gly Leu Phe Asp Asp Glu Ile val Pro
195 200 205

‘Val Thr Val Pro Ala Lys Lys Arg Gly Gln Glu Pro Thr Ile Val Ser
210 215 220 ]

Arg Asp Glu Eis Gly Arg Pro Gly Thr Thr Val Glu Lys Leu Ala Ala
225 : - 230 235 240

Leu Arg Pro Ile Met Gly Arg Gla Asp Ala Glu Ala Thr Val Thr Ala
245 250 255

Gly Asn Ala Ser Gly Gln Asn Asp Gly Ala Ala Ala Val Ile Val Thr
260 265 270

Thr Arg Ala Lys Ala Glu Glu Lys Gly Leu Arg Pro Val Met Arg Leu
275 280 . 285

Ala Gly Trp Ser Val Ala Ala Val Pro Pro Glu Thr Met Gly Ile Gly
290 . 295 300

Pro Val Pro Ala Thr Lys Lys Val Leu Asp Arg Leu Gly Leu Thr Leu
305 310 315 320

Glu Asp Ile Gly Ala Ile Glu Leu Asn Glu Ala Phe Ala ala Gln Ala
325 330 335

Leu Ser Val Leu Lys Glu.Trp Asn Ile Ser Trp Glu Asp Glu Arg Val
340 345 .350

Asn Pro Leu Gly Ser Gly Ile Ser Met Gly His Pro Val Gly Ala Thr
. 355 . 360 . 365 ‘

Gly Ala Arg Met Ala Val Thr leu_Ala_His-Arg -Met-Gln=RArg=Glu=Asn=—
e & [ R ¥ /- T 380

Thr Gln Tyr Gly Leu Ala Thr Met Cys Ile Gly Gly Gly Gln Gly Leu
385 , 390 395 400

Ala Ala val Phe Glu Lys Glu Asn
' 405

5 <210> 10
40



<211> 401
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 10

Met Arg Glu
1

Tyr Gly Gly

Pro Leu Arg
35

Ile Asp Asp
50

Arg Asn Val
65

Val Ser Gly
Leu Gly Phe

Ile Ala Gly
115

Lys Ala Ala
13¢ -

Ile Gly Tzp
145

‘ Aép Ser Met

Ser Arg Glu

Ala
Ala
20

Glu

Val

‘Ala

Thr
Ala
100
Gly
Ser

Arg

Prp

Asp
180"

P_he _

Leuv

Leu

Ile

Arg

Thr

85

Ala

val

Ala

‘Phe

Glu
165

Gln

Ile

Ser

Leu

Leu

Met

70

Ile

Glu

Phe

vVal

150

Thr

Asp

Cys

Ser

val

Asp

Val

Arg

- 40

Gly

Ala

Asn

Ala

Ser

Sér

135

Asn

Ala

Ser

Cys
Thr
Arzg
Ile
Met
120
Arg
Pro

Glu

Phe

ES 2655710713

Gly

Arg

25

Asn

Ala

Leu

Leu

Lys

105

Ser

Gln

Asn

Ala
185

Ile
10

Ala
Pro
Asn
Leu
Cys
90 |
Ala
Arg
Ala
Met
val

170

Leu

Axrg
Asp
Arg
Gln
Ala
75
Gl.y
Gly.
Ala
Glu
Ala
155

Ala

Arg

41

Thr

Asp

Leu

Ala

Gly

‘Ser

Asp

Pro

Met

140

Gln

Glu

Ser

Pro
Leu

Asp

45

Gly
Leu
Gly
Gly
Phe
125
Phe
Gln
Leu

Gln

Ile

Ala
30

Ala.

Glu
Pro
Leu
Asp
110
val
Asp
Phe

Leu

Gln

190

Gly

15

Ala

Glu

Asp

Gln

Asp

95

Leu

Met

Thr

Gly

Lys

175

Arg

Arg
Ile
Cys
Asn
Ser
80

Ala
Leu
Gly
Thr
Thr
160

Ile

Thr



Ala
val
His
225
" Pro
Asn
Ala
Gly
Arg
305
Glu
Leu
Ile
Ala
Thr

385

val

Lys
Leu
210
Leu

Phe

Asp

‘Gln

"Val

290

val

Leu

Gly

Ala

‘Ala

370

Met

<210> 11
<211> 400

<212> PRT

Ala

Gln

195 .

Lys

Arg

Arg

Gly

Gly

275

Glu

Leu

Asn

Leu

Leu

3s5

Ser

Cys

Asn

Pro-

Ala

Ala

260

Leu

Pro

Glu

Glu

Pro

340

Gly

His

Ile

Ser
Lys
Glu
Asn
245
Ala
Thr
Axg
Arg
Ala
325
Asp
Hi.s
Glu

Gly

Ser

Lys

Thr

230

Gly

Ala

Pro

Leu

Ala

31¢

Phe

Asp

Pro

Leu

val
390

<213> Pseudomonas putida

<400> 11

Gly
Gly
215
Thr
val
Leu
Arg
Met
295
Gly

Ala

Ala

His
375

Gly

Ile
200
Val
Leu
Ile
Ile
Ala
280
Gly
Leu
Ala
FPro
Gly
360

Arg

Gln

ES 2655710713

Leu

val

Glu

Thr

Ile

265

Arg

Leu

Ser

Gln

Ala

Thr

Gln

Ala

250

Ala

Ile

Gly

Ile

Ala

© 330

His

345 -

Met

Arg

Gly

Vval

Ser

Asn

Ile

Glu Glu

Glu Ile-
220

Leu Arg
235

Gly Asn
Ser Glu
Val Ala
Pro Val

300

His Asp
315 -

Leu‘Glx
Asn Pro
Gly ala
Gly Arqg

380

Ala Met
395

42

Ile
205
Gln
Gly
Ala
Gln
Met
285
FPro
Met
val
Asn
Arg
365

Tyr

Ile

Val Pro

His Asp

Leu Lys

Ser Gly

255

Met Ala
270

ala ?hg
Ala Thr
Asp Vai
leu Arg

33s

Gly Gly
350
Leu Ala

Ala Leu

Leu Glu

Val
Glu
Ala
240 .
val
Ala
Ala
Arg
Ile
320
Glu
Ala
Leu

Cys

Arg

- 400



ES 2655710713

Met His Asp Val Phe Ile Cys Asp Ala Ile Arg Thr Pro Ile Gly Arg

Phe Gly Gly Ala Leu Ala Ser Val Arg Ala Asp Asp Leu Ala Ala Val
-11 25 30

Pro Leu Lys Ala Leu Ile Glu Arg Asn Pro Gly Val Gln Trp Asp Gln
35 40 45 o

Val Agp Glu Val Phe Phe Gly Cys Ala Asn Gln Ala Gly Glu Asp Asn

Arg Asn Val Ala Arg Met Ala Ieu Leu Léu Ala Gly Leu Pro Glu Ser
65 70 o 75 80

Ile Pro Gly Val Thr Leu Asn Arg Leu Cys Ala Ser Gly Met Asp Ala

Val Gly Thr Ala Phe Arg Rla Ile Ald Ser Gly Glu Met Glu Leu Val
100 105 110 :

Ile Ala Gly Gly Val Glu Ser Met Ser Arg Ala Pro Fhe Val Met Gly
115 120 125

Lys Ala Glu Ser Ala Tyr Ser Arg Asn Met Lys Leu Glu Asp Thr Thr
130 135 140

Ile Gly Trp Arg Phe Ile Asn Pro Leu Met Lys Ser Gln Tyr Gly Vval
145 150 155 160

Asp Ser Met Pro Glu Thr Ala Asp Asn Val Ala Asp Asp Tyr Gln Val
165 : 170 175 -

Ser Arg Ala Asp Gln Asp Ala Phe Ala Leu Arg Ser Gln Gln Lys Ala
180 185 190

Ala Ala Ala Gln Ala Ala Gly Phe Phe Ala Glu Glu Ile Val Pro Val
185 200 205

Arg Ile Ala His Lys Lys Gly Glu Ile Ile Val Glu Arg Aép Glu His
210 215 220

Leu Arg Pro Glu Thr Thr Leu Glu Ala Leu Thr Lys Leu Lys Pro Val
225 ‘ 230 : 235 240

Asn Gly Pro Asp Lys Thr Val Thr Ala Gly Asn Ala Ser Gly Val Asn

43
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245

Ala Ala

260

Asp Gly Ala

Leu Thr Pro

275

His Gly

Ala
290

Val Pro Arg Val

Leu.
3058

Thr Glu Arg Leu

Asn Glu Ala Phe

325

Gly Val Ala Asp Asp
- .340

Ala leu Gly His Pro

. 355

Ala Leu His Gln Leu

370

Met val val

385

Cys Gly

<210> 12

<211> 394

<212> PRT

<213> Ralstonia eutropha
<400> 12

Met Thr Arg Glu Val
1 ‘ 5

Thr Phe Gly Gly Ser
20

Leu Val val Arg Glu
35

Val Gly His Val Vval
50

Met Tyr Leu Gly Arg

Met

Arg

Met

Gly

310

Ala

Ala

Leu

Glu

Gly

390

Val

Leu

Ala

Phe

Vql

Ile
Ala
Gly
295
Ile
Ser
Pro
Gly
Lys
375

Gln

val
Lys
Leu
Gly

55

Ala

Leu
Axg
280

Ile

Ala

'Gln

Gln
Met
360

Ser

Gly

val
Asp
Ala
Asn

Ala

Gly

ES 2655710713

250

Ala
265

Ser Ala Ala Ala

Ala
285

Val Leu Gly Met

val Pro Ala

300

Gly Pro

Val Ser Asp Phe Asp
315

Leu Ala Vval

33¢

Leu

Val Gly
345

Asn Pro Asn

Leu
365

Ser Gly Ala Arg

Gly Gly Arg Lys Gly

380

Ala Leu

395

Leu Ala Ile

Ser Gly Val

10

Arg Thr

val
25

Ala Pro Ala Glu

ala Gln Val Ser

45

aArg

val Gln Thr Glu

60

Ile

Val Asn Gly Gly Vval

44

val

255

Lys

270 -

Ser
val
Val
Arg
Gly

350

Vai

"Leu

Glu

Ala
Leu
30

Gly
Pro

Thr

Gly

Arg

Ile

Glu

335

Ala

Leu

Ala

Ile

15

Gly

Asp

Arg

Ile

Lys

Gly

Lys

Glu

320

Leu

Ile

Thr

Thr

val
400

Gly

Ala

Asp

Asp

Asn



65

Ala Pro Ala

Ile

’

val

Ser

Ile Gly Gly

Ala

Met

145

Thr

Asp

Ala

Lys

‘Thr

225

aly

Ala

Pro

Ala

Ala

305

Ala
130
Leu
Ala
Glu

Gly

ély
210

Ile

Thr

val

Leu

Met

290

Gly

115

Arg

Gly

Glu

Ala

Tyr
195
Asp
Asp
val
Vval
Ala
275

Gly

Leu

Leu

Ala
100

Gly

Trp

Ala

Asn

Ala

180

Phe

val

Asp

Thr

Met

260

Arg

Ile’

Gln

Thr

85

Ala

Ala

Gly

Leu

Val
165

Leu-

Lys
Thr
Met
Ala
245
Met
Leu
Gly

Val

70

Val

Gln

Glu

Ala

His
150

Ala

Glu
Asp
Phe
Thr
230
Gly
Glu
val

Pro

Sar

310

Asn

Thr

Ser

Arg

135

Asp

Lys

Ser

Gln

Rsp

215

Lys

Asn

Arg

Ser

val
295

Asp

Arg

Ile

Met
120

Met

Pro

Glu

His

Ile

200

Thr

Leu

Ala

Ala

Tyr

280

Pro

Leu

ES 2655710713

Leu
Leu
105
Ser
Gly
Phe
Tyr
Arg
185
val
Asp
Arg
Serx
Glu
265
Gly

Ala

Asp

Cys
90

Leu
Arg
Asp
His
Asp
170
Arg
Pro
Glu

Pro

Gly

250

Ala

His

Thr

Val

75

Gly
Gly
Ala
ala
Arg
155
Ile
Ala
Val
His
val
235
Leu
Glu
Ala

Lys

Ile
315

Ser
Asp
Pro
Gly
140
Ile
Ser
Ser
val
val
220
Phe
Asn
Arg

Gly

Ile

300

Glu

45

Gly

Thr

Tyzr

125

Leu

His

Arg

‘Ala

Ser

205

Axg

val

Asp

Arg

val
285

Ala

Ala

Leu
Asp
110
Lau
val
Met
Ala
Ala
190
Lys
His
Lys
Ala
Gly
270
Asp

Leu

Asn

Gln

95

VvVal

Ala

Asp

Gly

Gln

80

Ala
Ala
Pro
Met
val

160

Gln

175

Ile

Gly

Asp

GlLu

Ala

255

Leu

Pro

Glu

Glu

Lys

Arg

Ala

Asn

240

Ala

Lys

Lys

Arg

Ala
320
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Phe Ala

Ala Lys

Gly Ala

. Arg Val
370

Gln Gly
385

<210> 13
<211> 406

<212> PRT

Ala

val

Thr

355

Gln

Ile

Gln Ala

Asn
340

Gly

325

Pro

Ala

Gly Arg

Ala Ala

<213> Rhodococcus sp.

<400> 13
Met Ala

1

'Tyr Gly
Val val
Asp Glu

50

Asp val
Pro Gly
Ala Ser

Ala. Gly

‘Pro Gly
130

Glu

Gly

Ala

35

val

Ala

Tyr

Ala

Gly

115

Thr

Val

Ala

Glu

Ile

Thr
Ala
100

val

Pro

Phe

Leu

Ala

Leu

Met .

val

His

Glu

Trp

Cys
Asn
Leu
Tyr

Ile
390

Leu
Ala
Ala
Gly
Ala
70

Asn
Thr

Ser

Ala

ata
Gly
Ile
Ala

375

Phe

val
Gly
Arg
Ala
55

val
Arg
Ile
Mgt

Arg
135

val
Ser
Thr
360

Leu

Glu

AsSp
val
Arg
40

Ala

Leu

Leu

Thr
120

Pro

ES 2655710713

Thr

Gly

345

val

val

Arg

Gly

Arg
25

Ala

"AgSn

Leu
Cys
Ser
105

Arg

Gly

Lys
330
Ile
Lys

Thr

Ile

Ala
10

Pro
Gly
Gln
Ala
Ala
90

Gly

Ala

Glu

Ala

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

Met Cys

Arg

380

Thr

Asp Asp

Ile

Ala

Gly

‘75

Ser

Pro

Gly

60

Leu

Gly

Glu Ala

Pro

Trp

val Ala

46

140

Gly Leu

Gly His
350

His Glu
365

Ile Gly

Pro Gln

Leu Ala
30

Gly Asp
45

G;u Asp
Pro Asp
Feu Thr
Asp Ile

110

val Met

125

Asp Thr

Asp
335

‘Proc

Leu

Gly

Gly
Gly
Ala
Asn
ser

Ala

. 95

Val

Ala

Ser

Pro
Ile
Asn

Gly

Arg
Leu
val
Arg
val
80

Val
Ile

Lys

Leu



Gly
145
Pro
Glu
Ser
Asp
Gly
228
Lys
Ala
Ala
Ile
Gly
305
Iie
Ser
-Ala

Ala

Arg
‘385

Met

Trp
Ala
Thr
Asp
Ala
210
Glu
Leu
Gly
Ser
Val
290

Pro

Ser

Leu

Asp

Arg
370

Arg

Arg
Gly
Ala
Ala
195
Gly
Leu
Gly
Ser
Glu
275
Thr
val
Asp
Gly
Gly
355

ile

Gly

Phe

Ala

Glu

180

Phe

Arg

Ala

Ser

Ser

260

Ala

Ser

‘Pro

Leu
val
340
Gly

Leu

Leu

Thr

Gly

165

Glu

Ala

Phe

Ala

Leu

245

Ser

Ala

Ala:

Ala

Gly
325

Ile

Ala

Leu

Ala

Asn Pro
150

Pro ASp
val Ala
Lou Arg.
Glu aAxrg
© 215
Asp Glu
230
Lys Pro
Ser Leu

Val Glu

Ser Ala
© 285

Thr Arg

310

Ala Ala
Arg Gln
Ile Ala
Thx Leu

375

Thr Leu
390 '

Leu Ile Glu Ala Pro
' 405

<210> 14

<211> 327

<212> PRT
<213> Penicillium chrysogenum

Arg
val
Ala
Ser
200
Glu
Thr
val
Ser
Lys
280
Gly

Lys

Glu

. Leu

Leud
360

Leu

Cys

ES 2655710713

Phe

Arg

Leu

185

Gln

Ile

PTO

Phe
Asp
265

Tyx

Ile

Ala

Leu

Lys
345

Gly

Gly .

val

Thr

Lys

170

Glu

Glu

val

Arg

Arg

250

Gly

Gly

Ala

Leu

Asn

330

leu

His

Arg

Gly

Ala

155

val

Gly

Arg

Pro

Arg

23S

Thr

Ala

Leu

Pro

Ala

315

Glu

Asp

Pro

Metbt

val
395

Ala
Thr
val
Ala
Val
220
Gly
Gly
Ala
Thr
Agn
300
Arg
Ala
Glu
Leu
Glu

380

Gly

47

Asp

Leu

Thr

Ile

205

Pro

Thr

Gly

Ala

val

285

Val

ala

Phe

Ser

Gly

365

Arg

Gln

Arg
Ser

Arg

1390

Ala
val
Thr
Ile
Leu
270
Arg
Met
Asn
Ala
Ile
350
Cys

Glu

Gly

Asp
Met
175
Ala

Ala

Arg

Leu

Val

255

val

Gly

Gly

Trp

Ala

335

val

Ser

Gly

val

Val
160
Gly
Glu
Vai
Asp
Glu
240
Thr

vVal

Arg

Leu

Ser

320

Gln

Asn

Gly

Ala

Ala
400



<400>
Met
1

Trp
Ala
Phe
Phe
65

Asp
Pro
Lys
Phe
Gly .
14%
Glu
Gly

Glu

14
Ser

Gln

Asp

Pro

50

Arg

Gln

Gly

Ile

Glu

130

Thre

val

Trp

Gly

Ala
1ys
Glu
35

Thr
Thr
Glu
val
Thr
115
Leu
val
Tyr

Gly

Arg

195

Pro

Arg

20

Leu

Tyr

Ile

val

Pro

100

Ile

Arg

Ile

Ser

Gly

180

Ala

Gly

Asp

His

Ser

Ala

Thr

85

Asp

Leu

Asn

Glu

Lys

165

Fro

Pro

Ala

Val

Phe

Leu

leu

70

Asp

Leu

Lys

Lys

Thr

150

Val

Lys

Asp

Gly

Leu

Leu

Ile

55

Thr

Fhe

Asp

Pro

His
Leu
Tyx
40

Leu
Pro
Tyr
His

Leu

120

Val
135

Glu

val-

Gly

Ala

Ile

Gln

Ser

PEO

Thr

ES 2655710713

Glu

Fhe

25

Glu

Arg

Lys

Ala

Arg

105

Pro

Gly

Ser

Ser

Ser

185

His

200

Phe

Ala

Leu

Met

Pro

Arg

90

Hisg

Thr

Val

Ile

Gly

170

Thr

val

Pro Ala
Asn Ser
flis Pro
Ser Lys
60

Leu Ala
75

Gln Lys
Gly val

Thr Ser

Tyr AsSp
140

‘Val Asp

155

Phe Leu

Val Asn

val Gln

48

Gln

Ile

Asn

45

Asn

Phe

Ala

Asp

Ala

125

Lys

Lys

Val

Tyr

Ser
205

Glu

Gly

Phe

Thr

Lys

val

Gly

110

Gly

Gly

Glu

Gly

Ala

190

Asn

val

val

Ala

Ser

Leu

His

95

Gln

Lys

Ser

Gln

175

Pro

Ser.

Ser
Lys
val
Asp
Thr
Ile
Arg
Lys
Pro
Gly
160
Gly

Glu
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Thr Ala

210

Thr Pro

225

Gly Leu

Gly Gly

Ser Pro

Gly Asn

290

Asp Lys

305

Thr Gly

<210> 15
<211> 901

<212> PRT

His

Glu

Phe

Ser

Val

275

Ile

Gly

val

Leu

Tyr

Arg

Pro Gly Gln

Ser

Asn
260

Arg

Gln

Lys

Trp

245

Pro

Pro

Asp

val

Ser
325

230

Asn

Ala

Gly

Gly

Vval

310

Lys

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 15

Met
1

Gly
Ala

Lys

Cly

Tle.

Ser

Gly

Asn

Ser
50

Gly

Ile

Glu

Gly

val

35

Gly

LYB

Glu

Leu Arg Phe

Leu
20

val
Lys

Ala

Thr

5

Gly

Val

Ala

Val

Ala
85

Lys
Asn
ala
Ala

70

Ile

Leu

215

Lys

Ser

aAsn

Asp

Tyr

295

Leu

Leu

Asp

Ala

Asp

Asp

55

Asn

Lys

Asn
Met
Ala
Met
Lys
280

Glu

Ser’

.Asn
Tyr
Leu
40

val

Tyr

Ala
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Gly

Gly

Ala

Lys

265

Leu

Glu

Asn

Gln

Ala

25

Gly

val

Asp

Phe

Asp

Phe

His

250

Glu

Thr

Ile

Gly

Thr

10

Leu

Ala

val

Ser

Gly
90

Tyr
Gly
235
Gly
Phe
Thr
Arg

Arg
315

Val
FPhe
Ser
Glu
val
75

Arg

Asn
220
Gly
Ile
Gln
Glu
Phe
300

Cys

Val
Phe
His
Glu
60

Glu

Ile

49

Pro
Ile
Leu
Ala
Ile
285

val

Leu

val
Ala
Lys
45

Ile

Asn

Asp

Leu
Ile
Arg
Arg
270
Trp

Thr

Leu

‘Thr
Ser
30,

Gly
Arg

Gly

Tle

His

Ile

Glu

255

Phe

Arg

Lys

Lys

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Asp

Leu
95

Ala
His
240
Phe
Ala
Met

Asn

Val
320

Aia
Gly
Gly
Ala
Ala

Leu



Asn
Ala
Cys
val
145
Ala
Leu
Pro
Leu
val
225
Gly
Leu
Agn
Asp
Pro
3058

Gly

Gly

Asn

Asp

Ala

130

Ile

Asn

Ala

Ile

Glu

210

His

Gly

Lys

Asp

Phe’

230

Gly

Gly

Ala

Ala

Trp
115
Arg
Asn
Tyr
Lys
Ala
195
Asn
Ser
His
Thr
Val
275

Met

Gln

Ala

Ser

Gly

100

Asp

Ala

Thr

Ser

Glu

180

Ala
Leu
Ser
val
Asp
260
Asn
Ala
Glu

Gly

val
340

Ile
Leu
Ala
Ala
Ala
165
Giy

‘Ser

Lys

Asn

Ala

245

Asp

Asp

Phe

Pro

Leu

325

val

Leu

Ile

Trp

Ser

150

Ala

Ala

Arg

Pro

Thr

230

Lys

Ser

Phe

Leu

Asp
310

"Gly

Val

Arg

Asn

Pro

135

Ala

Lys

Lye

Met

Asp

215

Thr

Leu

Leu

Ser

Glu

295

Fhe

Agn

asp

Arg

120

His

Ala

Leu

Tyr

Thr

200

Trp

Glu

Thr

Gln

280

Asp

iys

Ala

Asp
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Ile

105

Val

Phe

Gly

Gly

Asgn

185

Ala

Val

Thr

Ser

His

Leu

Gln

Phe

Thr

Lys

Phe
155

Val

170

Ile

Thr

Val

Gly

Glu

. 250

Pro
265

Pro

Gly

.Gly

Tyr

Leu
345

Gly

Glu

Leu

Arg

Cys

330

Val

Ile
val
Pro
Gly
235
Arg
Ala
Tyr
Lyé
val
315

Leu

Asp

Lys

Tyr

Gln

140

Gly

Gly

Ala

Met

Leu

220

Ile

Ala

Ile

Pro

Thr

300

Ala

Gln

Pro

50

Asn

Gly

125

Lys

Ser

Phe

Aan

Pro

205

val

Tyr

Lys

Ala

Thr

285

Pro

Leu

Phe

Glu

Met
110
Ala
Phe
Phe
Thr
val
130
Pro
Ala
Glu
Gly
Arg
270
Gly
Ser
val

Ala

Pro
350

Lys

Tyr

Gly

Gly

Glu

175

Ile

Asp

Ala

val

Ala

255

Lys

Pro

Ala

Thr

Lys

335

val

hap

Lys

Gin

160

Thr

Ala

val

Leu

Gly

240

Leu

Trp

Ala

Gln

Gly

320

Leu

val



Gln
Cys
Arg
385

Phe

Leu,

Lys "

Tyr
‘Leu
465
Lys
Ile
" Pro
. Lys
Gln
545

Glu

Glu

Glu
370

Ile

Thr

Arg

Gln

ely

450
Gly
val
Met
Leu
Gly
530
Arg

Glu

Ala

Asn

Ile
355
Asp
Asp
asn
Gly
Lys
435
Asn
Leu
Asn
Pro
Val
515
Leu
Thx
val

Asp

Met

Lys

Gly

Ile

Met

Thr

4120

Tyr

‘Phe

Ser

Thr

Glu
500

Val

Phe

Gly

Val

His
580

Ser

Lys
Asp
Leu
Asp
405
Tyx
Gly
Gly
Arg
Ile
485
Glu
Leu
Glu
Gly
Arg
565

Pro

Asn

Leu

Ala

Val
390

Asp

Lys

Arg

Gin

Thr

470

Ala

Met

Leu

Cys

Hisg

550

Asn

Glu

Arg

Gly

val

375

Asn

Asn

val

Val

4490

Ala
455
Leu
Pro
val
Cys
Gly
535
Gly
Trp

ASp

val

Gly

360

Val

Asn

Leu

Thr

Val

Asn

Ala

Asn

Gln

Ser

520

Ser

Phe

Lys

Gly
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Lys

Lys

Ala

Trp

Lys

425

Asn

Tyr

Leu

Ala

Ala

505

Asp

Gly

Pro

Gln

Gln’

- 585

His

Gly

Ala
Ser
Gly
Asn
410

Ala

Thr

‘Ala

Glu

Gly‘

430

Phe

Met

Trp

Vval

Ile

570

Ala

Asp,

Val Gly

Ala Ile
380

Ile Leu
395

Ser Val
Ala Trp
Ala Ser
Ala Alé

460
Gly Ala
475
Thr Asn
Lys Pro
Ala Pro
Phe Gly

540

Asp Val
555
Ile Asn

Gly Ala

Thr Ser

51

Agn
365
Asp
Arg
val
Pro
Thr
445
Lys
Lys
Met
Asp
Glu
525
Arg
Lys
Phe

Glu

Thr

Lys
Ala
Asp
Asn
Tyxr
430
Sex
Leu
Tyxr
Thr
Tyr
510
Pro
Thr
Leu
Asp
Lys

530

Glu

Ala

Phe

Lys

val

415

Phe

Gly

Gly

Asn
Arg
495
val
Ser
Arg
Thr
Asp
575

Ile

Asn

Ser

Gly

Ala

400

His

Leu

Ile

Ile

Ile

480

Thr
Ala
Thr
Trp
Pro
560
Gly

Met

Glu



Thr

Pro

625

Gly

Phe

Thr

Leu

Thr

705

Lys

Lys

Gly
Lys
Val
785

Asn

Gly

Ser.

Len

610

Phe

Ala

Gln

Pro

Leu

690

Thr
Gly
Thr
Ser
Ala
770
val
Gly
a

Ala

595

Lys
Asn
i.ys
Ala
€75
His
Ala

Asn

‘Gly

Gly
755
Ala
Glu
Asp
Phe

Lys
835

Asn

Tyr

Leu
660

Asn

Gly

Asn

Ala

Glu

740

Gly

Thr

Glu

Arqg

Lys
820

Ala

Ile

Glu

Thr

645

Pro
Met
Glu
Thr
Ala
125
Asp
Phe
Ala
Lys
Asn
805

Thr

val

Lys

Asp

630

Asp

Ser

Asp

Gln

Leu

710

Ile

Leu

Gly

Ala

Thr

790

Pro

Pro

Phe

Lys
615
Arg
Leu
Tyr
Asp
Tyr
695
Thr

val

Phe

Gly

Tyr

775

Ser

Leu

Ile

Ser

600

Ala

Asp

Pro

Gly

Leu

680

Met

Tyx

val

Tyr

Ser

760

Lys

Glu

His

Leu

Lys
840
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Lys

val

Leu

val

665

Val

Glu

Pro

Ala

Asn

745

Pro

Ala

Asp

Ile

His

825

Tyr

Ala
Ile
Val
650
val
Lys
val
Lys
Gly
730

Glu

lys

Pro

Gln

Leu’

Leu

635

Tyr

Pro

Asp

Arg

Leu

715

Tyr

Ser

Pro

Gln

Ala:

795

Asp
810

Gly

Gly

Pro

Leu

Pro

Ser

620

Tyr

Glu

Trp

Phe

Lys

700

Ile

Thx

Ser

Thr

Arg

780

Ala

Glu

Cys

Tyr

52

605

Ser
Agn
Asn
Phe
Ser
685
Phe
As;p
Thx
val
Ala
765
Gln
Leu
Phe

Ser

Lys
845

Glu

Leu

Asn

Asn

€70

Pro

Pro

val

Lys

Phe

750

val

Pro

Tyr

Ser

Leu

830

Asn

Gly

Ser

Asp

€55

Thr

Met

Ile

Ile

Agp

735

Ile

Arg

Asp

Arg

Lys
8158

Gly

Leu

Thx

Leu

640

Gin

Ala

Met

Pro

Agp

720

Ala

Arg

Pro

Ala

Leu

800

val

Vval

Lys
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Val Arg Phe Ala Gly Val Val Leu Pro Gly Gln Thr Leu Lys Thr Glu
850 _ 855 860 -

Met Trp'Lys Glu Gly Asn Thr Val Leu Phe Gln Ala Thr Val Val Glu
865 870 875 880

Thr Gly Lg}s Pro Ala Ile Thr Gly Ala Gly Ala Glu Leu Leu Glu Gly
' B85 890 895

Ala Lys Ala Lys Leu
900

<210> 16

<211> 319

<212> PRT

<213> Penicillium chrysogerium

<400> 16

Met Leu Asn Ser Thr Leu Arg Phe Val Ser lLeu Arg Arg Gly Pro Thr
1 -5 . 10 15

Val Ala Arg Asn Phe Cys Ser Thr Ser Ala Val Arg Ala Ala Glu Val

Lys Ser Leu Gly Val Val Gly Ala Gly Gln Met Gly Leu Gly Ile Ala
35 40 : a5

Leu Val Ala Ala Gln Lys Ala Asn Val Pro Val Thr Leu val Asp .Thr
: 50 55 60

Ser Gln Ala Ser Leu Asp Lys Giy Leu Lys Phe Ala Asp Lys Leu Leu

Glu Lys Asp Val Ala Lys Gln Brg_heu Thr Arg Glu Ala Ala Asp Glu
85 - 90 . ' ‘95

Ala Arg Gly Leu Ile Ser Thr Ser Leu Thr Leu Asp Gly Leu Ser Ala
100 105 110

val Asp Phe Vval Ile Glu Ala Val Pro Glu Ile Pro Asp Leu Lys Thr
115 120 125

Lys Ile Phe Ala Ser Leu Ala Gln Ile Ala Pro Lys His Ala Ile Leu
130 ‘ 135 -140 -

Ala Thr Asn Thr Ser Ser Ile Ser Ile Thr'Lys'Iie Ala Ala Ala Thr
145 150 : 155 160

53
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Ser
His
Gly
Gln
Leu
225
Leu
Thr
Giy
Gly

Ala
305

Ala
Phe
Leu
Arg
210
Ala
Glu
Gly

Leu

Asp

Asp

Met

Gln

195

Met

Aan

Thr

Thr-

Asp
275

Ser

290

Gly

<210> 17
<211> 335

<212> PRT

Trp

Pro

Asn

180

Thr

Gly

Arg

Gly

Asn

260

Thr

Lys

Leu

Thr

165

Pro

‘Ser

Lys

Ile

Val

245

Val

Cys

Tyr

Gly

Asp

val

Glu

val

Leu

230

Gly

:P:’."o

Leu

Arg

Lys
310

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 17 )
Met Ala Thr Glu

1

Ile Gly Leu

Ser
20

Ile Thr Val Tyr

35

Thr Leu Pro Ser

50

‘Tyr
5
Met

Asp

Leu

Pro

Leu

Pro

Leu

Leu

Pro

Glu

Ala

215

Met

Gln

Met

Ala

Pro

295

Lys

His

Ala

Arg

Asp
55

Gln

Ile

'fhr

260

Ser

Pro

Arg

Gly

Ile

280

Ala

Ser

Arg

Met

Pro

40

Cys
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Ala

Gln

185

Met

val

Tyr

Glu

Pro

265

Met

Gly

Gly

Ile

His

25

Asn

Pro

Ser

170

Lys

Asp

Ser

Ile

Asp

250

Len

Asn

Leu

Lys

Ala

Leu

Tyr

Glu

Ser
Gly
Thr
Ala
A.sn
235
Ile
Val
Vval

Leu

Gly
315

Leu

Arg

Glu

Ser

Arg
val
Ala
Asp
220
Glu
Asp
Leu
Leu
Arg

300

Phe

Leu

Arg

Ser

Thr
60

54

val

Glu

Ile

205

Thr

Ala

Asn

Ala

His

285

Arg

Tyr

Gly

Pro

Gln

45

Thr

Ile
Ile
190
Ala
Pro
Val
Ile
Asp
270
Gln

Met

Asp

Leu
Asp
30

Ile

-Léu

Ser
175
Ile
Phe
Gly
Ile
Met
255
Phe
Asp

val

Tyr

Gly
15
Thr

Arg

Ile

Thr

Arg

val

Phe

Cys

240

Lys

Ile

Thr

Asp

Thr

Ser

Ser '

Asp



Rsp Leu Leu Arg Thr

Ala Ile Gln Asn Ala
85

Ala Ser Lys Gln Ala
100

Asp Val His leu Txp
1157

Ala Ser Gly Cys Glu
130

Ala His Pro Phe Asn
145

Pro Gly Pro . Glu Thr

Ser

70

Asn

Leu

Ser

Ala

Pro

150

Asn

165

Phe Gly Asp Val Pro
180

Ser Gln His Tyr Arg
195

Val Gly Asn Arg Leu
210

Val Gly Glu Gly Vval
225

Ala Ser Leu Gly Pro
245

His Ala Gly Gly Gly
260

Thr Pro Thr Ile Gln
275

Gln Gly Glu Gln Thr
290

Ala Tyr Gly Pro Tyr
3085

Leu Arg Asp Val Val Glu Leu Gln Lys Lys Lys Trp Gly Glu Leu

325

<210> 18

<211> 505

<212> PRT

<213> Acinetobacter sp.

Gly

Pro

Ala

val

230

Arg

Glu

Asp

Trp

‘Thr

310

Arg

Ile

Tcp

Ser

Ala

135

Pro

Pro

Pro

Ile

Phe

215

Ser

Trp

Gly

Val

Lys

295

Pro

Leu
Ile
Lys
Ser
120
ASp
His
Glu
Arg
Thr
200
Ala
Ala
Ala
Gly
Trp
280

Asp

Glu
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Lys

Gln

Glu

185

Ser

Arg

Leu

Ala

185

Leu

Leu

Lys

Gly

Ile

265

Gly

val

Thr

Leu

Glu

20

Val

Gly

val

Met

val
170

Ser

His

Leu

!ép
Ser
250
Gly
Glu

val

Arg

Ala
75

Gln
Ala
Ile
Ala
Pro
155
Glu
Gly
Lys
Arg
Leu
235
Gly
aAla
Leu

val

Lys
318

330

Ser
Ser
Gly
Ser
Glu
140

Leu

Phe

Gly

Glu

Glu

220

Agp

val

Phe

Gly

Lys

300

Lys

55

Thr

Pro

Leu

Ala

125

Arg

Ile

val

Asp

Ile

205

aAla

Ser

Phe

Leu

Gln

285

Gln

Lys

val

Glu

Thr

110

Ser

Leu

Glu

Arg

Gln

190

Pro

Cys:

Leu

Glu

Gln

270

Ile

Thr

Glu

Ala

Val

Gly

val

Leu

Ile

Lys

175

Ser

Gly

Tyxr

Val

Ser

255

Lys

Asp

Glu

Glu

Glu

Thr

Pro

Gln

val

Val

160

Tyr.

Ala

Phe

Leu

Thr

240

Tyr

Leu

ile

Asp

Met
320

335



<400> 18

Met

1

Gly

Leu

Ala

Tyr

65

Asp

Thr

- Ala

Asn

145

Thr

" His

Thr
Ser
Tyr
Ile
50

Ala
Leu
Ile
Thr
Ser
130
Fro
Asp

His

Ala

His
Gly
Asp
ThF
Asp
Lys
Lys
Ile
115
AsSn
Val
Pro

Arg

Gly
195

Pro
Ile
20

Ala
Phe
Ala
Asp
Gln
100
Leu

Cys

Pro

Lys

Pro

"180

Arg

Ile

Ala

Lys

‘Gln

Ala

Cys

85

Ser

Ala

Lys

Leu

His

165

Val

Ala

Lys

Gln

Ala

‘LyS

Asn
70

Asp
Leu
Ser
His
Met
150
Ile

val

Tyr

Lys

Ile

Gly

Leu

55

Ala

Leu

Met

Asn

Pro
135

Lys

Glu

Ala

Gly

Ile
Ala
Ala
40

Leu
Asn

Ile

Ser

Thr

120

Glu

val

‘Thr

Lys

Thr
200
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Ala

Ala

25

Ala

Asp

Leu

val

Gln

105

Ser

Arg

val

Leu

Asp

185

Glu

Ile

10

Gln

Gln

Lys

Leu

Glu

90

Leu

Ser

val

Glu

Asn

170

Thr

Ala

Ile Gly

Ser Gly

Gln Ala

Asn Lys
60

Ile Ala
75

Ala Ile
Glu Ala
Leu Ser
Ala Gly

140

val Ile
155
Gln Leu

Pro Gly

Leu Lys

56

Val

His

Lys

45

Ile
Asn
val
ile
Ile

125

Tyr

‘Gln

Ser

Phe

Ile
205

Gly

Ile

30

Gln

Thr

Glu

Glu

Val

110

Thr

His

Gly

arg

Ile

190

Leu

val

15

Thr

Gln

Thr

Leu

95

Pro

Ala

Phe

Leu

Val

175

Ile

Asn

Met
Tyx
Leu
Glu
His
80

Leu
Glu
Ile
Phe
Lys
160
Leu

Asn

Glu



ES 2655710713

Asn Val Thr Asp Ile Ser Glu Ile Agp Arg Ile leu Arg Asp Gly Val
210 S 21% 220

Gly Phe Arg Met Gly Proc Phe Glu Leu Met Asp leu Thr Gly Leu Asp
225 . 230 235 240

Val Ser His Pro Val Met Glu Ser Ile Tyr His Gln Tyr Tyr Glu Glu
245 250 : 255

Ala Arg Tyr Arg Pro Asn Ser Leu Thr Lys Gln Met Leu Glu Ala Lys
260 265 270

Gln Leu Gly Arg Lys Val Gly Gln Gly Phe Tyr Asp Tyr Arg Thr Gly
275 280 285

Ser Lys .Thr Gly Glu Thr Ser Ala Lys Val Ala Glu Arg Leu Thr Leu
200 295 300 -

.. Tyr Pro Lys Val Trp Ile Ala Ala Asp Phe Glu Asp Asp lys Gln Lel
305 _ 310 315 320

Leu Ile Asn Tyr Leu Thr Thr His Asn Ile Gln Leu Asp Val Gly Ala
‘325 330 335

Lys Pro Gln Ala Asp Ser leu Cys lLeu Leu Ala Cys Tyr Gly Glu Asp
340 . 345 350

Thr Thr His Ala Ala Leu Arg Leu Aan Vval Aen Pro Ala His Ser Val
355 360 ) ' 365

- Ala Ile Asp Met Leu Tyr Gly Ile Glu Lys His Arg Thr Leu Met Pro
370 375 380

Ser Leu Ile Thr Glu Val Thr Tyr Ser His Ala Ala His Ser Ile Phe
- 385 390 395 400

Asn Leu Asp Gly Alarﬁet Val Ser Thr Ile Gly Glu Ser Ile Gly Phe
405 410 415

val Ala Gln Arg Ile Leu Ala Met Val Ile Asn Leu Gly Cys Asp Ile
420 425 430

Ala Gln Gln Ala Ile Ala Ser Val Asp Asp Ile Asn Ala Ala Val Arg
435 440 445

Léu Gly Leu Gly Tyr Prc Phe Gly Pro Ile Glu Trp Gly Asp Glu Ile
450. . 455 460 '

Gly Ser Asn Lys Ile Leu Leu Ile Leu Asn Arg Ile Thr Alz Leu Thr
465 470 475 480

Ser Asp Pro Arg Tyr Arg Pro Ser Pro Trp Leu Gln Arg Arg Val Ala
485 490 495

Leu Asn Leu Pro Leu Thr Phe Thr Thr
500 508

57



<210> 19
<211> 282

<212> PRT

<213> Clostridium kluyveri

<400> 19
" Met Ser_Ile

1

Gly

Gly

Ala

Asp

65

Ala

Lys

Ile

Ala

Ala
145

Gln

Ile

Arg

Tyr

S0

Lya

Asp

Lys

Phe

Thr

130

Asn

Glu

val
Thr
Asp
Ile
Cys
asp
Ala
118
Lys

val

Thr

Lys
Gln
20

Glu
Lys
val
Asp
Tyr
100
Thr
Axg

Met

Phe

Ser

Ala

Gly

Lys

Gly

Leu

85

Phe

Asn

Pro

lys

Asp
165

Val
Phe
Ser
Val
Arg
70

Ile
Gly
Thr
Asp
Leu
150

Ile

Ala

Ala

Ile

Ser

55

val

Ile

Lys

Serx

Lys

135

val

Ile

Val
Glu
Gly
40

Lys
Ser
Glu
Leu
Ser
120

Phe

Glu

Lys

ES 2655710713

Leu
Ala
25

Lys
Gly
Thr
Ala
Glu
105
Leu
Ile

Ile

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Thr

Ala

90

Glu

Ser

Gly

Ile

Ala
170

Ser Gly

Ile Asp

Leu Ala

Ile

75

Ser

Thr GIu

Ser Glu

Ile Cys

Ile Thr

Met His

140

Arg Gly

185

Ser

58

Ile

Thr
Val
Ala
45

Gln
Leu
Asp
Lys
Glu
125
Phe

Met

Lys

Met Ser
15

Ile, Ile
30

Vval Lys

Glu Asp

Glu Lys

Met Asn

95

Preo Glu

110

Vval Ala

Phe Asn

Asn Thr

Ile Gly
175

Arg

Arg

Lys

Ala

Leu

80

Ile

Thr

Thr

Pro

Ser

160

Lys



10

Thr

Leu

Ala

Pro

225

Leu

Arg

Met

Pro

val

Ser
210

Ala

Ala:

Lys

<210> 20

<211> 319
<212> PRT
<213> Clostridium kluyveri

<400> 20

Met
1

Gly
Gly
Ser
Lys
65

Vval

Leu

Asp

Ile

Arg

Leu

Glu

Glu

Lys

Val

Pro
195

Ala

Gly

val

His

Ser.
275

Ile

val

Thr

Lys

Ile

Gly

Gln

Glu
180
Met
Glu
Pro
Met
Thr
260

Giy

Lys
Gln
20
Asp
Asn
Leu

Val

Glu
100

val
Ile
Asp
Leu
Asp
245

Leu

Lys

Asn
5 -

Leu
Ala
Leu
Lys
Asp
85

Val

Ala
Asn.
Ile
Ala
2390
val

Leu

Gly

val
Cys
Ser
Glu
Arg
.'J' 0.

Phe

Phe

Glu

Glu

aAsp

215

Leu

Leu

Arg

Phe

Ala

Ala

Leu

Glu

55

Ile

‘val

Ser

Ala
Ala
200
Thr
Gly
Tyr

Lys

Phe
280

val
Glu
Glu
40

Lys
Lys

Ile

Lys

ES 2655710713

Pro

185

Val

Ala

Asp

Ser

Tyr

265

Ala

Leu

Ser

25

Arg

Gly

Gly

Glu

Leu
105

Gly

Gly

Met

Leu

Glu

250

val

Tyr

Gly
106
Gly

Gly

Lys

val.

Cys
90

Asp

Phe
Ile
Lys
Ile
235

Thr

Arg

Thx
Leu
Phe
Ile
Lys
15

Ile

Glu

val
Leu
Leu
220
Gly

Gly

Ala

Gly
Asn
‘Thr
Lys
60

Thr

Ala

Ile

59

Val

Ala

205

Gly

Leu

Asp

Gly

Asn

190

Glu

Ala

Asp

Ser

Trp

270

Thr

val

Ser

45

Thr

Ile

Glu

Cys

Met

Asn

30

Ile

Asn

Glu

Asp

Ala
110

Lys

Gly

Asn

val

Lys

255

Leu

Gly

15

Met

Lys

Ile.

Glu

Leu
95

Pro

Ile
Ile
Hisg
val
240
Tyr

Gly

Asn
Phe .
Thr
Ser
‘Ala
80

Glu

Glu
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val

Ile

Pro

145

Asp

Lys

Gly

Gly

225

Gly

Cys

Gly

Glu

Phe
308

Ile

Asn

130

Fro

Ser

Lys

Leu

Phe

210

Arg

Leu

Asn.

Asn

Phe
290

Leu

<210> 21
<211> 475

<212> PRT

Leu

115

Thr

Gln

Lys

Gly

Gln

195

Ala

Arg

Asp

Asp

Leu

275

Leu

Glu

Ala

Lys

Phe

Thr

val

Sex

His

Ile

val

165

Lys

180

Leu

Thr

Leu

Ile

Thr

260

Gly

Gln

Lys

Ala

Ala

Pro

Phe

245

Glu

Se;:

Lys

Asp

<213> Escherichia coli

<400> 21

Met Met Ile Asﬁ Val Gln Thr Val Ala Val Ile Gly Ser Gly Thr Met
.15

1

5

Asn

Pro

Pro

150

Asp

Met

Leu

Glu

val

230

Asn

Pro

Lys

Lys

Lys
310

Thr

Glu

135

Leu

Ile

Arg

Leu

Glu

Ser

120

Arg

val

Thr

Lys

Arg

200

val

215 -

Thr

Asn

Ser

Thr

Gln

295

Asn

Gly

Ile

Lys

Gly

280

Agn

Asp

ES 2655710713

Gly

Val

Glu

Met

Glu

185

Glu

Asp

Prxo

Ser

Leu

L'eu
val
Vval
Asp
170
Gys
le.a
Lys
Ile
Ser

250

Leu

265"

Lys

Glu

Lys

Gly

Arg

Ser

10

Ser
Ile
Val
155
Trp
Leu
Leu
Ala
Cys
235
Tyr
Lys
Phe

Ile

Ile
315

Pro

Ala

140

Pro

Ile

Gly

Tyr

Ile

220

Ser

Leu

Ser

Tyr

Gln

300

Glu

60

Thr

128

His

Gly

Glu

Phe

Ile

205

Glu

Ala

Phe

LYS.

Asn
285

Leu

Arg

Agp
Phe
Lys
His
Ile
190
val
Tyr
Asp
LysS
val
270
Trp

Leu

Asn

Ile
Trp
His
Ile
175
Gly
Glu
Gly
Leu
Asp
255
Asp
Thr

Met

Ile

Ala
Asn
Thr
160
Gly
Agn
G_ln
His

Gly

‘240

Leu

Gly

Pro

Asp



Gly

Leu

His

Thr

65

Glu

Gln

Ala

Asn

145

Thr

Gly

Glin

GLy
225

val

Ala
Tyr
Ala
50

Cys
Leu
Val
Thr
Ala
130
Pro
Ala
Lys

val

val
210

.Phe

Asn

Gly

Asp
35

Arg

Glu

Ala

Lys

Leu

115

Glu

Ala

Ala

Gln

Ala

155%

Ala

Pro

Phe

Phe

Ile

20

Ile

Leu

Arg

Ala

Lys

100

Leu

Ile

Pro

Glu

Pro

180

Arg

Ala

Met

Ala

Leu

Ala

Ser

Asn

Thr

Ala

85

Ala

Thr

iys

Val

Val

165

val

FPro

Pro

Gly

Val

245

Pro

Glu

Ala

Ser

Leun

70

Asp

Leu

Thr

Asn

Met
150

‘val

Arg

Tyr

Glu

Pro

230

Thr

Ser

val
Glu
Arg
55

Lys
Leu
Phe
Asn
Pro
135
Lys
Glu
Cys
Tyxr
val
215

Leu

Cys

Leu’

Ala

Ala

40

val

Arg

Val

Ald

Thr

120-

Glu

Leu

Gln

His

Ser

200

Ile

Glu

Ser

val

ES 2655710713

Ala

25

Leu

Thr

Leu

Ile

Gln

105

Ser

Arg

Val

Leu

Ser
185

Glu

Asp

Leu

val

Gln

Ser

Thr

Arg

Ile

Glu

99

Leu

Ser

val

Glu

Cys

170

Thr

Ala

Ala

Thr

Phe

250

Gln

His

Arg

Gly

Pro

15

Ala

Ala

Ile

Ala

val

155

Glu

Pro

Trp

ala

Asp

235

Asn

Glu

Gly

Ala

Lys

60

val

Ala

Glu

Ser

Gly

140

val

Leu

Gly

Leu

220

Leu

Ala

Leu

61

His
Ile
45

Leu
Thr
Ser
Val
Ile
125
Leu
Ser
Thr
Phe
Ala
205
Arg
Ile
Phe

val

Gln
30

Asp
Thr
Asp
Glu
Cys
110
Thr
His
Gly
Leu
Ile
190

Leu

Asp

Gly

Trp

Ile

val

Gly

Ala

Ile

Arg
55

Pro

Ala

Phe

Leu

Ser

175

Vval

Glu

Gly

Gln

‘Gln

255

Gly

Leu
Ile
Glu
His
80

Leu
Pro
Ile
Phe
Ala
160
Trp
Asn
Glu
Ala
Asp
240

Glu

Gly



10

Met
305
Leu
Leu
Thr
Ile
Tyrx
385
Ala
Thr
Gly

Gln

Gln

465

Leu
Glu

290

Lys

Ala
Ile
Tyr
370

Pro

Leu

Ala

Ala

His
450

Arg

<210> 22
<211> 320

<212> PRT

Gly

275

Ala

Val

Ile

Arg

Ala

355

Tyr

Gly

Asp

Met

Gln

435

His

Ala

260

Lys

val

Glu

Glu

Pro

Lys

val

Lys

Thr

325

val

340 -

Ala

Leu

Met

Ala

Arg

420

Leu

Tyr

Leu

Ala
Gln
Leu
Leu
405 .
Leu
Gly

Gly

Leu

<213> Euglena gracilis

<400> 22

Ser
Gly
Lys
310
Gln
Va}
Ala
Gln
Ile

350

Gln

Gly.

Trp

Glu

Glu- |

470

Gly
Leu
295
Ser
Gly
val
val
Gln
375
Trp

Lys

Val

Gln

Glu
455

Ser

Leu

ES 2655710713

265

Gly

280

Glu

Asp

Glu

Ile

Asn

360

Gly

Gly

Asn

Arg

440

Arg

Gly

Ala
Gly
Thr
Asp
345
Pro
Lys
Thr
val
Tyr
425
Ile

Tyx

Tyx

Val

Val

val

Ala

330

Lys

Asp

Thr

Val

Ala

410

Pro

Leu

Glu

Tyr Asp

Ser Asp

300

Thr Glu

315

Gln Ala

Met Ala

Ser Ala

Val Leu

380

Ala Met
385
Ser Glu

Tyr Gly

Arg Leu

Pro Cys

460

Ser
475

62

Trp

285

Ser

Ile

Leu

Gly

270

Arg

Phe

Asp

Ala

iys

" 350

Thr

365

Gln

Ile

Gln

Pro

Leu

445

Ser

Arg

Ile

Ile

Asp

Leu

430

Glu

Leu

Ala
Ser
Asp
Ile
335
val
Lys
Ala
Asn
Ile
415
Ala

Asn

Leu

.Glu

Pro

val
320

Arg

val
Ala
Asp
Glu
400
Asp
Trp

Leu



ES 2655710713

Met Met -'S_er Arg Asn Val Phe Thr Cys CYs Arg Ala Ile Axg Thr Tyr
1 5 10 15

Ala Thr Ala Pro Gly Leu Ser Thr Val Gly Val Val Gly Met Gly Ala
20 25 30

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

Val Glu Asp Ser Leu Ser Lys Val Ala Ala Lys Ala Val Lys Asp Gly
65 70 . 15 80

Lys Ala Asp Lys Ala Thr Ala Glu Lys Asn Ala Ala Asp Val Arg Ser
85 90 95

' Arg Ile Thr Thr Ser Gly Asp Ile Gly Ala Leu Ser Ser Cys Asp Leu
100 105 110

Val Ile Glu Ser Ile Ile Glu Asp Leu Asn Ile Lys Lys Lys Phe Phe
115 120 125

Ala Asp Leu Gly Lys Val Ala Gly Ala Asn Ala Ile Leu Ala Ser Asn
130 135 140

Thr Ser Ser Phe Pro Ile Thx Gln Leu Gly Glu Ala Ser Gly Arg Thr
145 . : 150 - ) 155 - 160

Ser Asn Phe Leu Gly Leu His Phe Phe Asn Pro Val Gln Met Met Lys
165 170 175

Leu Val Glu Vval Ile Lys Thr Lys Asp Thr Lys Glu Asp Val Tyr Lys
180 185 190

Leu Gly Phe Ala Phe Ser Lys Ser Ile Gly Lys Glu Pro Val Ala Cys
195 . 200 . 205

_Gly' Asp Thr Pro Gly Phe Ile Val Asn Arg Leu Leu Val Prc Phe Leu
210 215 ) 220 ‘

Ala Gln Gly Leu Leu Met Leu Aép Arg Gly Val Ala Ser Val Gln Asp
225 230 : 235 - ) 240

Ile Asp Val Ala Met Met Tyr Gly Ala Gly Met Pro Met Gly Pro Leu
245 250 255

63
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Thr Leu Ala Asp Tyr Val Gly Leu Asp Val Cys

.. 260

ES 2655710713

265

270

Gly Trp Thr Ser Gln Tyr Pro Asn Glu Pro Ala Phe Val Ile Pro

275

Pro Leu Lys Ala Lys

290

Glu Gly Phe Trp Lys

305

<210> 23
<211> 505

<212> PRT

280

285

val Ala Ala Gly Lys Leu Gly Arg Lys

Trp Glu Gly Asp Lys Pro

310

<213> Pseudomonas putida

<400> 23
Met Ala Ala

1

Ala

Vval

Gly

Ala

65

Leu

Asn

Ala

Ser

Phe
145

Met

Lys

Tle

Ala

Glu

Leu

Ala

Leu

130

Phe

Gly

Leu

Asp

Glu

Ala

Gln

#ap

1115

Ala

Asn

Leu
Ala

20

Tyr

Arg
Leu
Val
100
Cys
Ala

Pro

Ala
5

Giy
Asp
Gln
Glu
Ala
Lyé
Ile

Gly

Ala

Sér

Ile

Asn

Leu

Thr

70

Asp

Gln

Leu

Leu

Pro
150

295

Asn

Ala

Arg

Ala

Ile

Ala

Ala

Ala

Glu

135

Leu

val

Gln

Pro

40

Arg

Asn

Gly

Leu

Ser

120

Arg

Met

Gln

val

25

Gly

Leu

Ala

Leu

Phe

105

Agn

Pro

Ala

300

315

val’

1¢

Ala

Ala

Val

Arg

val

Sex

Thr

Gln

Leu

Ala val
Ala Gln
Ala Ala
Asp Lys
60

Leu Cys
75

Ile Glu
Gln Leu
Ser Ser
His Vél

140

val Glu
155

64

Ile
Ala
Gln
45

Gly
Pxo
Ala
Glu
Leu
125

val

val

Vval Ala Pro

Gly
Gly
30

Ala
Lys
Val
Ile
Thr
110
Ser

Gly

Val

Thr

Ala

Ala

15

His

val

Leu

Agp

val

Leu .

ile

Met

Ser

Met His Ile Leu Glu

Gln

Gly

Ala
320

Gly

Pro

Thr

Leu

Thr

80

Glu

Cys

Thr

His

Gly
160



Ala

Val

Gln

Ser
225

His

Gly

Ala

Glu

Ala

305

Val

Ser.

Leu

Ser
-385

Leu

Ala
Trp
Asn
Glu
210
Gly
ASp
Asp

Gly

Gly
290

Glu-

Glu

Gly

Leu

Leu

370

Trp

Leu

The

-Gly

Arg
135
Gly
Gly
val
Phe
His
275
val
Ala
Arg
Leu
Ala
355
Asp

Ser

Gln

Asp

Lys

180

Val

Ala

Phe

Asn

Arg

260

Leu

Glu

Cys

Leu

Ile

340

Ser

Leu

Ala

Arg

Pro

‘le5

Gln

Ala

Ala

Arg

Tyr

245

Phe

Gly

Arg

val

Arg
325

Gln

Gln

Ala

Asp

Ala
405

Ala

Pro

Arg

Asp

Met

230

Ala

Gln

Pro

val

310

Gln

val

Arg

Leu

Thr

. 330

Gly

Val

val

Pro

Cys

215

Gly

Val

Pro

Lys

Gln

295

Glu

Ser

Gly

Ala

Asp

375

Ser

Leu

Ala

His

Phe

200

Ala

Ala

Thr

Ser

Thr

280

Pro

Gly

Gly

Asp

Arg

360

Tyr

Asp

Lys

ES 2655710713

ala

Ala

185

Tyr

Ser

Phe

Cys

Leu

265

Gly

Ala

Asn

Ile

Ala

345

Glu

Ser

Ser

val

Cys

‘170

Arg

Ala

Leu

Glu

‘Ser

250

val

Gln

Glu

Leu

Ala

330

Thr

Asp

Ser

Ala

Thzr
410

Ile

Ser

Glu

Asp

Leu

235

val

Gln:

Gly

Leu

Gly

315

val

Leu

Gly

Ala

Arg

395

Gly

Tyr

Thr

Ser

Ala

220

Thr

Phe

Lys

Phe

His

300

val

Thr

Ala

Leu

Thr

380

Asp

val

65

Ala

Pro

Leu

205

Leu

Asp

Asp

Glu

Tyr
285
Ser
Met
Gln
Leu
Arg
365
Arg

Gln

Ala

Thr

Gly

190

Arg

Met

Leu

Ala

Leu

270

Arg

Ser

Gln

Arg

Ser'

350

Asn

Ile

Ala

Asp

Ala
175
Fhe
Leu
Arg
Ile
Phe
25%
val
Ty
Ala
Pro
Ala
335
Asp
Leu
Ala

val

Leu
41%

Gln
Ile
Leu
Asp
Gly
240
Tyr
Asp
Ala
Cys
Leu
32¢
Gly
Gly
val
Ile
Ala
400

Pro
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Gly Leu Val

Asp Ala Val
435

Met Arxrg Ala
450

Asn Ile Gly
465

Ser Tyr Gly

Glu Ala Lys

<210> 24
<211> 246
<212> PRT

Val

420

Leu

Gly

Ile

Glu

Gly
500

Leu

Gln

Val

Ala

Ser

485

Gly

<213> Ralstonia eutropha

<400> 24

Met Thr Gln
1

Thr aAla Ile

Gly Cys Gly
35

Lys Ala Leu
50

Trp Asp Ser
65 ‘

Glu Val Asp

. Phe Arg Lys

Leu Thr Ser
) 115

Arg
Cys
20

Pro

Gly

Thr

val

Met
100

Leu

Ile

Gln

Asn

Phe

Lys

Leu

a5

Thr

Phe

Arg

Gly

Asn

His

470

Arg

Thr

Ala

Arg

Ser

Asp

Thr

70

Ile

Asn

Thx
val
Tyr
455
Thr

Tyr

Leu

Tyr

Leu

Pro

Phe

Ala

‘Agn

Ala

Val

val

Gly

440

Pro

Leu

His

val

Ala

Arg

40

Ile

Phe

Asn

Asp

Thr
120

ES 2655710713

Ala

425

Ser

Cys

Arg

Pro

Asp
505

Thr

lys

25

Axg

Ala

Asp

Ala

Trp
105

Lys

Met
Ala
Gly
val

Ser
490

Gly
Asp
Glu
Ser
Lys
'sl,‘,
920

Asp

Gin

Leu
Ala
Pro
Leu

475

Leu

Gly
Gly
Lys
Glu
val
75

Ile

Ala

val

66

Ala

Asp

Leu
460

Asp

Leu

Met
Phe
Trp
Gly
60

Lys
Thr

Val

Ile

Asn
Ile
445
Ala

Asn

Leu

Gly
Arg
Leu
45

Asn
Ser
Arg
Ile

Asp
125

Glu

430

Asp

Trp

Leu

Arg

Gly

val

30

Glu

val

Glu

Asp

Asp

110

Gly

ala
Leu
Ala
Gln

Arg
495

Ile
15

Vval
Gln
Ala
val
val
95

Thr

Met

Ala

Ala

Ala

Cys

480

Cys

Gly

Ala

Gln

Asp

Gly

a0

val

Asn

Ala
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Asp

Lys

145

His

Thr

Ala

Lys

Ser

225

Gly

Arg
130
Gly
Gly
va;
Ile
Arg
210

Ser

Gly

<210> 25
<211> 284

<212> PRT

Gly Trp
Gln Phe
Phe Thr
§sn Thr

180

Arg Gln
195
Leu -Gly

Glu Glu

Leu His

Gly

Gly

Met

165

Val

Asp

Leu

Sér

Met
245

<213> Rhodococcus sp.

<400> 25

Met
1

Met

Ile

Asp

Pro

65

Leu

Thr
Gly
Ile
Gly
50

Ala

Pro

Ser Thr

Ala Gly
20

Ala Glu
35 -
Leu Asp

Thr Ile

Pro'nla

Ala

Ile

Ser

Arg

Leu

Leu
85

Gln
150
Ala
Ser
val
Pro
Gly
230

Gly

Pro
Ala
Gly
Ala
Giy.
70

Asp

Ile
135
Thr
Leu
Pro
Leu
Glu
215

Phe

Lys

Gln

Asp

His
55

‘Arg

Leu

val

Asn

ala

Gly

Asp

200

Glu

Ser

AS_I\

val

Arg

40

Glu

Val

val

ES 2655710713

Asn

Tyx

Gln

Tyr

185

Lys

Ile’

Thx

val
Phe
25

Glu

Ser

val

ile

Ser

Glu

170

Ile

Ile:

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Glu
a0

Ser Ser
140

Thry Ala
155

val Ala
Ala Thr
Val Ala
Ser Ile

220

Ala Asp
235

Vval val
Thr Leu
Ala Vval
Lys Leu

60

Vval Ala
75"

Ala Val

67

Val Asn
Lys Ala
Thr Lys
Asgp Met

130

Thr Ile
205

Cys Ala

Phe Ser

Gly Gly

Gly Ser
30

Lys Arg
45
Gly Asp

Ala Pro

Pro Glu

Gly Gln

Gly Leu
160

Gly val
175

val Lys
Pro Val

Trp Leu

Leu Asn
240

Gly Arg
15

Thr Val
Val Ser
val Asp
Asp Ala

80

Leu Val
95
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Asp Leu Lys Leu Ser Val Leu Ser Leu Val Glu Lys Thr Val Ser Pro
100 105 110

Thr Thr Val Ilé Ala Ser Asn Thr Ser Ser Ile Ser Ile Ala Glu Leu
115 120 125

Gly Ser Ala Leu Gly'hsp Pro Ala Arg Leu Ile Gly Met His Phe Phe
130 135 140

Asn Pro Val Pro Ala Ser Ser Leu Val Glu Ile Val Arg Ala Prc Ala
145 150 _ - 155 . 160

Thr Asp Ala Gly Val Val Glu Lys Val Arg Glu Trp Val Ala Gln Leu
165 - ’ 170 : - 175

Gly Lys Thr Glu Val Leu Val Asn Asp Ser Pro Gly Phe Ala Thr Ser
180- 185 190

Arg Leu Gly Val Cys Leu Gly Leu .Glu.Ala Ile Arg Met Leu Glu Glu
" 195 T 200 - 205 -

Gly Val Ala Asp Ala Glu Ser Ile Asp Arg Ala Met Glu Leu Gly Tyr
210 215 . 220

Arg His Pro Met Gly Pro Leu Arg Ser Thr Asp Leu Val Gly Leu Asp
225 230 235 240

val Arg Leu Ala Ile Ala Glu His Leu Ala Lys Thr Leu Gly Asp Arg
‘ 245 250 255

Phe Ala Pro Prc Ala Leu Leu Arg Glu Lys Val Ala Lys Gly Glu Leu
260 265 270

Gly Arg Lys Thr Gly Gln Gly Phe Phe Thr Trp Ser
275 - 280

<210> 26

<211> 699

<212> PRT

<213> Rhodopseudomonas palustris

<400> 26

Met Ser Glu Val Val Thr Arg Ala Thr Gln Asp Gln Val Ala Ile Val
1 5 10 15

" Thr Val Asp Ser Pro Pro Val Asn Ala Leu Ser Ala Ala Val Arg Arg
20 25 - - 30

68



Gly
Ala
Ile
65

Ile

Gly

Gly
Gly
145

Ala

Leu

Lys
Lys
225
~ Ala

Gly

ala

Ile
Ile
50

Thr
Ala
Thr
Val
Leu
130
Pro
Ala
val
Pro
Ala

210

Ala

‘Ala

Phg

Phe

Leu .
35

val
Glu
Ala
Ala
Ala
115
Leu

Glu

Glu

Ala

Leu
195

Asp

Ile

Met

Phe
275

Glu

Leu

Phe

Leu

Leu

100

Val

Pro

Leu
Ala
Gly
180
Axrg
Arg
Gly
Asp
Lys
260

Ala

Asn

val

Gly

Glu

85

Gly

Lys

Gly

Ala

Leu

165

Ala

Ser

Leu

Leu

245

Leu

Glu

val Asn

Cys Ala
55

Lys Pro
70

Agn Ser

Gly Gly

Glu Ala

Ala Gly

135
val Glon
150
Lys His
val Ala

Leu Arg

Ile Phe
215

Glu Ala

230

Pro Phe

val val

Arg Glu

Ala

Gly

Fro

Pro

Leu

Lys

120

61y

Met

Gly

Phe

Asp

200

Thr

Pro

Glu

Ser

Ala

280

ES 2655710713

Ala

Arg

Gln

Lys

Glu

105

Leu

Thr

Ile

Leu

Ala

185

Asp

Asn

Phe

Glu

ASp

265

Ala

Val

Thr

Pro

Pro

Val

Gly

Gln

val

val

170

Lys

Asp

Ala

Ala

Gly

250

Gln

Lys

Ala

Phe

Pro

735

Thr

Ala

Leu

Arg

Gly.

155

Glu

Lys

Ser

Val

Cys

235

Leu

Ser

Vail

Asp

Ile

Ala
Ile
Leu
Pro
Leu
140
Gly
Glu
Val
Lys
Ala
220
Ala
Lys

Lys

Asp

69

Pro
Ala
Leu
Ala
Gly
Glu
125
Pro
Ser
val
Leu
Leu
205
Ala
Asp
Ly;
Ala

Gly
285

Ala

Gly

Asn

Ala

Cys
110

‘val

Arg

Pro

val

Ala

Qal
Ala
Asp
Ile
95

Lys
Ala
Ile
Glu

175

Glu

190 -

Ala

Mat

Ala

Glu

Gln

270

Val

Ala

Thr

Ile

Arg

255

Arg

Pro

Gln
Asp
val
80

His
Phe
Leu
val
Gly
160
Asn
Lys
Ala
Lys
Gly
240
Glu

Tyr

Asp



Gly
Thr
305
Vval
Ile
Pro
Leu
Thr
385
Lys
Glu
Phe
Ala
Lys
465
Gly
Phe

ély

Ile

‘Met

Thr -
290
Met
Thr
Met
Asp
Glu
370
Met
Pro
Ile
Phe
Lys
450
Ile

Asn

Glu

Gly

Lys

Gly

Leu

Gln.

Ala
355
Asn
Ala
Gly
Ala
Ser
435
Thx
Ala

Arg

Gly

‘Pro

515

Trp

Pro
Gly
Ile
Lys
340°
Pro
Val
Val
Ala
ala
420
Pro
Ala
Lys
Met
Ala
500
Met

Arg

Arg
Gly
Glu
325
Asn
Ala
Lys
Lys
Val
405
Thr
Ala
Pro
Val
Leu
485
Leu

Gly

Ser

Pro Val Ser
295

Ile Ala Met
310

Thr Gly Glu
Trp Glu Ala

Lys Arg Met
‘ 360

Asp Ala Asp
375

Lys Glu val
350

Leu Ala Ser
Thr Lys Arg

Asn Val Met
440

Asp Ala Leu
455

Pro Val val
4790

Ala Ala Arg
Pro Gln Gln
Pro Phe Ala

- 520

Arg Lys Asp

ES 2655710713

Arg

‘sex

Glu
Thr
345
Ala
Leu
bhe
Asn
Pro
425
Lys
Leu
val
Ser
val
505

Met.

Arg

val
Phe
Gln
330
Ala
Leu
Ile
Thr
Thr
410
Gln
Leu
Thr
Gly
Lys
490
Asp

Gly

Gly

Ala
Ala
315
Leu
Ala
Ile
Ile
Ala
395
Ser
Asp
Cys
Ala
val
475

Gln

Ala

Asp

Ile

Ile
300

Asn

Lys

Thr

Ile

Ala

Arg

Gly

Gly

365

Glu

380

Val

Tyr

val

Glu

val

460

Cys

Ser

val

Lys

70

Ala

Asp

Leu

Leu

Ile

4435

Ser

Asp

Glu

Val

Ala

525

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly-

350

Leu

val

Ala

Ser

Gly

430

val

Ile

Gly

Lys.

Thr
510

Gly

Glu

Ala
Ile
Leu
335
Leu
val
Phe
His
Ile
415
Met
Arg
Ala
Phe
Leu
495
Lys

Leu

Ile

Gly
Pro
320
Gly
Pro
Gly
Glu
Ala
400
AsSp
His
Gly
Lys
val
480
Leu
Phe

Asp

Ala



10

Asp
545

Tyr-

val

Ile

Ser

625

Ala

Glu

Rla

530

Ala

Tyr

Glu

: Asp

Asn
610

Asp

Gly

Glu

Pro

Ser
€90

<210> 27
<211> 278

<212> PRT

Leu

Lys

Thr

Ile
595

Glu

Ile

Gly

Arg

Ala

675

Leu

Cys Glu Ala
550

Tyr Glu Gln
565

Leu Ile Asn
580

Thr Asp Glu

Gly Rla Arg

Asp Val Vval
630

Pro Met Hisg
645

Leu Sexr Ala
660

Pro Leu Leu

Thr Gln Pro

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 27
Met Ser Leu

1

His Leu Thr

Leu Leu Thr

35

Leu His Ala

Leu Thr Thr
5

Ile Ser His
20

Ser Leu Thr

Ile Thr Leu

535

Glg
Gly
Asp
Glu
Ile
615
Trp
Tyr
Tyr

Ala

Ser
635

TYyr

Ala

Gln

Thr

Arg
Ser
Thr
Ile
600
Leu
Leu
Ala

Ala

Arg
680

Lys

Thr

Gln

Thr
40

Gly

ES 2655710713

Phe
Arg
Leu
585
Leu
Glu
Tyxr
Asp
Lys
665

Leu

Ala

Thr
Lys
25

Leu

Ala

Gly
Ala
570
Ala
Glu
Glu
Gly
Serx
650
Ala

Ala

Ala

Gln
10
Leu

Ser

Gly

Gln

555

Pro

Lys

Axrg

Lys

Tyr

635

val

Thix

Ala

Ala

Asn

Asn

Lys

Gln

71

540

Lys
Met
Leu
Met
Ile
620
Gly
Gly

Asn

Glu

Thr
Ser
Leu

Lys

Thr

Pro

Gly

vVal

€05

Ala

Trp

Leu

Asp

Gly
685

Thr

Leu

Ser

45

Ser

Gly
Asp
Leu
590
Tyx
Ala
Pre
Lys
Pro

670

Lys

Lys

Thr

30

Asn

Phe

Lys

Pro

575

Lys

Pro

Arg

Ile

His

655

Ser

Thr

Ile
15

Thr

.Thr

Ile

Gly
560
Glu
Arg
Met
Pro
Tyr
640
Ile

Leu

Phe

Ala

Pro

Asn

Gly



Gly

€5

Cys

Gly

Ala

Glu

145

Leu

Gly

Ala

Gly

225

Cys

Glu

- Ser

50

Ala

] Lys

Pro

Leu

val

130

Ala

Leu

Leu

Glu

Asp

Fhe

val

Glu

115

Fhe

Ala

Leu

val

Trp

- 195

Gin

‘210

Ile
Gly
Arg

Lys

<210> 28
<211> 244

<212> PRT

Lys

Glu

Thr

Ser

Gly
275

Leu
Ile
Pro
100
Ile
Gly
Leu
Leu
Glu
180
Thr
Ala
Ala
Glu
Lys
260

Glu

Asn
Thr
85

val
Ala
Met
Leu
Gly
165
Arg
Ser
Leu
Gly
Pro

245

Ala

Glu

Glu
Ser
Ile
Ala
Pro
Pro
150
Gly
val
Glu
Ile
Ile
230
Gly
Arg

Gly

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 28

55

Leu
val
Ala
Alz
Glu
135
Gly

Met

val

Ile

Ser
215
Glu

Arg

Ile

Ser

His

Arg

Cys

120

val

Leu

Ile

Glu

Gly

200

Arg

Ala

Met

Glu

ES 2655710713

Thr Leu
Glu Thr
Ile Asn
105
Asp Leu
Arg Leu
Ile Gly
Ser Ala
i70
Asp Glu
185
Arg Asn
Trp Glu

Phe Gly

Ile Gly

60

Arg Asn
15

Cys Thr
Gly Phe
Arg val

Gly Ile
140

Trp Gly
155

Ser Glu
Glu Leu
Gly Pro

Glu Leu
- 220

Glu Cys
235

Glu Phe

250 -

Ala Arg

265

Asn Lys

72

Ala
Ala
Ala
Ala

125

Pro

Ala
Asp
Leu
205 -
Ser
Phe

Phe

val

Pro

Ile

Leu

110

Ala

Ser

Thr

Leu

Leu

190

Ala

Leu

Asp

Arg

val
270

Thr

Arg

Gly

Lys

val

Arg

Arg

175

Ala

Val

Ala

Gly

Glu

255

ala

Ala

Thr

Ala

Gly

val

Gln

160

Trp

val

Arg

Gly

ASP

240

Lys

Gly
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Met

Asn

Ser

Ile

Ala

65

Pro

Asp

Gly

Asp

145

Glu

val

val

Phe
225

Lys

Thr

Val

Ser

Leu

Lys

Phe

Phe

Ala

Arg

‘130

Gly

Lys

Asp

Ala

Tyr

210

Gln

val

<210> 29

<211> 300
<212> PRT
<213> Penicillium chrysogenum

<400> 29

.Glu
Phe
Tyx
35

Gly
Phe
Ala

Pro

Cys

118

Gly

Ile

Met

Gly

Leu

195

Ala

Arg

Lys

Ile

val
20

Cys

Ser
Trp
Asn
Phe
100
Pro
Phe
Gly
Leu
Ile
180
Glu

Leu

Ile

Ile

Pro

Leu

Gln

Asp

Cys

Thr

85

l"ro

Leu

Ile

Ser

Leu

165

val

Leu

Leu

Ser

Thr

Thr

Glu

Ser

Phe

Met

Met

Glu

- 55

Thr

70

Asp

Thr

Ala

Ser

Leu

150

Glu

Asp

Gly

Arg

Tyr
230

Gly

Gly

val

Leu

Met

135

Pro

Ala

Ala

Ala

Gln

215

val

His

Gln

Ile

40

Gly

Leu

Phe

Ala

Ala

120

Pro

Arg

His

val

Lys

200

Glu

His

ES 2655710713

Asn
Lys
25

Arg
Ala
Glu
Tyr
Leu
105
His
Pro
Leu
Arg
Ala
185
Trp

Leu

Ser

Leu

10

Pro

hla

Vval

Leu

Pro

.90

Leu

Asp

val

Lys

Trp

170

Glu

Ala

Trp

Arg

Ser

Pro

Ile

ASp

Leu

Thr

Tyxr

Asn

Leu

155

Thr

Pro

Pro

Gly

Val
235

Leu

Glu

Arg

Thr

60

Glu
IJT_e
Gly
Arg
Leu
140
Arg
Gly
Glu
Lys
Asp

220

Thr

73

Glu
Asn
Ser
45

Arg

Ser

His
Ile
125
Gly
Pro
Pro
Asp
Ala
205

Ala

Ser

Arg

Arg

30

val

Gly

Asp

Thr

Thr
110
Met
Leu
Gln
Glu
Met
190

Lys

Ile

Ala

His

Leu

Glu

Asn

Ser

Ile

95

Phe

Asn

His’

val
Ala
175
Leu
Met
Lys

Pro

Gly

Asn

Arg

Asp

Asn

80

Leu

Gly

Ser

Phe

Ala

160

Leu

Asn

Gly

Lys

Ala
240



Met
Pro
Gln
Lys
Asp
Asp
-
Thr
Met

Ala
14%

Ile

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

Val
50

Ala
val
Phe
Tzp
Leu
130

Pro

Ser

val

Trp

Pxro
Gly.
Ile
35

val
Ile
Leu
Gly
Asp
115
Ala

Tyr

Ser

‘Ala

Gly
195

Ser

Leu

20

Gly

Val

Asn

Asp

Asn

100

Gly

Val

Phe

Thr '

Lys
180

Pro

Asp

Len

Ala

Ala

Ser

Ser

Gly

val

His

Arg

Ser

165

Ala

Ser

Arg

Ala

Glu

Asp

Ala

70

Asn

Lys

Ile

Asn

val

150

Gly

Gly

FPhe

Leu

Gly

Ala

Ile
55

Lys

Tyr

Ile

His

Thr

135

Lys

Vval

val

Gly

Thr

Gln

Ala

Asp

Ala

Ile

His

Lys
120

Ala

Asp

His

Val

Vval

ES 2655710713

Gln

Val

25

Arg

Ser

Gly

Thr

Ile

105

Met

Pro

Gln

Gly

Gly
185

Arg’

200

val
10

Ala
Leu
Lys
Arg
Glu
a0

Ile
Thr
Phe
Glu
Asn
170

Leu

Ser

Asn
Ile

fhe

Lys

Ala
75

Leu
Vval
Asp
Gln
Pro
155
Ala

Thr

Asn

Glu
Ile
Ala
Ala
60

Leu
Vval
Asn
Lys
Leu
140
Arqg
Gly

Arg

Thr

74

His
Thr
Asn
45

Asn
Ala
Lys
Asn
Gln
125
Va;
val

Gln

Thr

Ile
205

Leu
G}y |
Glu
Ala
Val
Lys
Ala -
110
Trp
Arg
val
ala

Iie

150

Ala

Asn’

15

Ala
Gly
val
Val
Thr
95

Gly
Glu
Ala
Ile
Asn
175
ala

Phe

Tyr

Gly

Ala

Ala

Gly

840

Ala

Phe

Thr

Ala

Asn

160

Tyr

Lys

Gly



10

Phe
Thr
225
Leu
Thr
Ala

Gly

val
210
Thr
Ala
Tyr
Arg

Glu

290

<210> 30

<211> 327

Thr

Pro

Thr

Pro

Ala
275

Thr

<212> PRT

<213> Penicillium chrysogenum

<400> 30

Met

1

Trp

Ala

Phe

Phe

Asp

Pro

Lys

Ser
Gln
AsSp
Pro
50

Arg
Gln
Gly

Ile

Thr

AsSp

Lys

Asp

Arg

Gly

Lys
245

Ile

260 -

Val

Ile

Leu

Arg

Ala Pro Gly

Lys

Glu

35

Thr

Thr

Glu

val

Thr

115

Arg

20

Leu

Tyr

Ile

val

Pro:

100

Ile

5

Asp

His

Ser

Ala

Thr

Asp

Leu

Leu

Thr

230

Gly

Pro

Gly

val

Thr

215

Lys

Ser

Leu

val

Thr

285

Ala

val

Phe

Leu

Gly

Leu

Leu

Ile

© 55

Leu

70

Asp

Leu

Lys

Thr

Phe

ASp

Pro

Ala

val

Ala

Gly

Ala

280

Gly

His

Leu

Tyr

40

Leu

Pro

Tyxr

Leu
120

ES 2655710713

Ala
Ala
Asp
Arg
265

Ser

Gly

Glu
Phe
25

Glu
Arg
Lys
Ala
Arg
105

Pro

Lys

Leu

Gln

250

Pro

Pro

Axrg

Fhe
10

Ala:

Leu

Met

Pro

Arg

His

Thr

Glu
Gly
235
Glu
Ala

Tzp

Asn

Pro
Asn
His
Ser
Leu
75

Gln

Gly

Thr

Glu

220

Ile

Lys

Thy

Phe

Met
300

Ala

Ser

Pro

Lys

60

Ala

Lys

vVal

Se:r

75

Gly

Pro

Lys

Pro

Ser
285

Gln

Ile

Asn

45

Asn

Phe

Ala

Asp

Ala
125

Ala

Gly

Ala

Glu

270

Tyr

Glu

Gly

30

Phe

Thr

Lys

Val

‘Gly.

110

Gly

Phe
Lys
Ala
255

Glu

val

val
15 -
val
Ala
Ser
Leu
His

Gln

Arg

Ile

Gln

240

Pro

Ala

Asn

Ser

Lys

val

Asp

Thr

Ile

Arg

Lys
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Phe Glu Leu Arg Asn Lys Val Ile Gly Val Tyr Asp Lys Gly lys Pro
130 135 140

Gly Thr val Ile Glu Thr Glu Gln Ser Ile Val Asp Lys Glu Ser Gly
145 ' 150 . 155 ) 160

Glu val Tyr Ser Lys Val Val Ser Ser Gly Phe Leu Val Gly Gln Gly
: 165 170 - 175

Gly Trp Gly Gly Pro Lys Gly Pro Ser Thr Val Asn Tyr Ala Pro Pro
180 185 190

Glu Gly Arg Ala Pro Asp Ala Thr His Val Val Gln Ser Asn Ser Glu
195 200 205

Thr Ala His Leu Tyr Arg Leu Asn Gly Asp Tyr Asn Pro Leu His Ala
2100 ‘ 215 220

Thr Pro Glu Pro Gly Gln Lys Met'Gly Phe Gly Gly Ile Ile Ile His
225 230 235 - 240

Gly Leu Phe Ser Trp Asn Ser Ala Ala His Gly Ile Leu Arg Glu Phe
245 : 250 : 255

Gly Gly Ser Asn Pro Ala Asn Met Lys Glu Phe Gln Alaz Arg Phe Ala
260 265 - 270

Ser Pro Val Arg Pro Gly Asp Lys Leu Thr Thr Glu Ile Trp Arg Met
275 280 285

Gly Asn Ile Gln Asp Gly Tyr Glu Glu Ile Arg Phe Val Thr Lys Asn
290 295 300

Asp Lys Gly Arg Val Val Leu Ser Asn Gly Arg Cys Leu Leu Lys Val
305 : 310 315 320

Thr Gly Val Lys Ser Lys Leu
325

<210> 31

<211> 901

<212> PRT

<213> Penicillium Chrysogenum

<400> 31

Met ‘Ser Glu Leéu Arg Phe Asp Asn Gln Thr Val Val Val Thr Gly Ala
1 - 10 15

76
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3 Gly-G_ly Gly Leu Gly Lys Ala 'Tj,rr Ala Leu Phe Phe Ala Ser Arg Gly
S S 20 ' : 25 - 30

Ala Asn Val val val Rsn Asp Leu Gly Ala Sexr His Lys Gly Glu Gly
© 385 40 a5 -

Lys Ser G;y‘Lys:Ala Ala Asp Val Val Val Glu Glu Ile Arg Ala Ala

Gly Gly Lys Ala val Ala Asn Tyr Asp Seér Val Glu Asn Gly Asp ‘Ala
65 ' 70 : 75 80

Ile Ile Glu Thr Ala Ile Lys Rla Phe Gly Arg Ile Asp Ilé Leu Leu

Asn Asn Rla Gly Ile Leu Arg Asp Ile Ser Phe Lys Asn Met Lys Asp
100 . 105" 110

Ala Asp Trp Asp Leu Ile Asn Arg Val His Thr Tyr Gly Ala Tyr Lys
. ..115 . 120 _ 125 .

Cys Ala Arg Ala Ala Trp Pro His Phe Arg Lys Gln Lys Phe Gly Arg
130 135 140

Vval Ile Rsn Thr Ala Ser Ala Ala Gly Leu Phe Gly Sex Phe Gly Gln
145 150 . 155 160

Ala Asn Tyr Ser Ala Ala Lys Leu Gly Gln Val Gly Phe Thr Glu Thr
165 ' 170 175

Leu Ala Lys Glu Gly Rla Lys Tyr Asn Ile Ile Ala Asn Val Ile Ala
180 ) . 185 190

Preo Ile Ala Ala Ser Afg Met Thr Ala Thr val Met Prc Pro Asp Val
195 200 205

Leu Glu Asn Leu Lys Pro Asp Trp Val Val Pro Leu Val Ala Ala Leu
210 215 220 ’

val His Ser Ser Asn Thr Thr Glu Thr Gly Gly Ile Tyr Glu Val Gly
225 : . 230 . 235 . 240

Gly Gly His Val Ala Lys lLeu Arg Trp Glu Arg Ala Lys Gly Ala Léu
245 ’ 250 ‘ 255

Leu Lys Thr Aép Asp Ser Leu Thr Pro Gly Ala Ile Ala Arg Lys Tzp
260 265 27

77



Asn

Asp

Pro
305

Gly

Gly

Gln

Cys

Arg

385

Phe

Leu

Lys

Tyr

Leu

465

- Lys

Ile

Pro

Asp
Phe
290
Gly
Gly
Ala

Glu

Glu

370 .

Ile

Thr

Arg

Gln

Gly

450

Gly

VvVal

Met

Leu

val

275

Met

Gln

Ala

Ser

Ile

355

Asp

Asp

Asn

Gly

Lys

435

Asn

Leu

Asn

Pro

Val
515

Asn
Ala
Glu
Gly
Val
340
lys
Gly
Ile
Met
Thr
420
Tyr
Phe
Ser
Thr
Glu

500

Val

Asp

Phe

Prao

Leu

Phe

Leu

Rsp

310

Gly

325 |

Val

Lys

Asp

Leu

Asp

405

Tyx

Gly

Gly

Arg

Ile

485

Glu

Leu

Val
Leu
Ala
val
390

asp

Lys

Gln
Thr
470
Ala

Met

Leu

Ser

‘Glu

295

Phe

Asn

Gly

val

375

asn

Asn

val

val

Ala

455

Leu

Pro

Val

Cyse

Gln

280

Asp

Lys

Ala

Rep

Gly

360

val

Asn

Leu

Thr

Val

440

Asn

.Ala

Asn

Gln

Ser
520

ES 2655710713

Pro
Gly
“Gly
Tyr
Leu
345
Lys
Lys
Ala
Trp
Lys
425

Asn

Tyr

Leu
Ala
Ala
505

Asp

Glu
Leu
Axg
Cys
330
vVal
Ala
Ser
Gly
Asgn
410
Ala
Thrx
Ala
Glu
Gly
490

Phe

Met

Tyr

Lys

val

315

Leu

Asp

Val

Ala

Ile

395

Ser

Ala

Ala

Ala

Gly

475

Thr

Lys

Ala

Pro

Thr

300

Ala

Gln

Pro

Gly

Ile

380

Leu

Val

Trp

Ser

Ala

460

Ala

Asn

Pro

Pro

78

Thr
285
Pro
Leu
Phe
Glu
Asn
365
Asp
Arg
Val
Pro
Thr
445
Lys
Lys
Met

Asp

Glu
525

Gly

Ser’

val

Ala

Pro

350

Lys

Ala

Asp

Asn

Tyr

430

Ser

Leu

Tyr

Thr

Tyx

510

Pro

Pro

Ala

Thr

Lys

335

val

Ala

Phe

Lys

val

415

Phe

Gly

Gly

Asn

Arg

4385

val

Ser

Ala
Gln
Gly
320
Leu
val
Ser
Gly
Ala
400
His
Leu
Ile
Ile
Ile
480
Thr

Ala

Thr



Lys
Gln

545

Glu

Ala

Thr

Pro

625

Gly

Phe

Thr

Leu

Thr

705

Lys

Lys

Gly

Lys

Gly

530

Arg’

Glu

Ala

&sn

Leu

€10

Phe

Ala

Gln

Pro

Leu

€690

Thr

Gly

Thr

Sex

Ala

Leu

Thr

val

Asp

Mat

595

Lys

Asn

Lys

Ala

Trp

675

His

Ala

AS]“!

Gly

Gly

755

Ala

Phe
ély
val
His
580
Ser
Aan
Tyr
Arg
Leu
660
Asn
Gly
Asn
Ala
Glu
740

Gly

Thr

Glu
Gly
Arg
56_5
Pro
Asn
Ile
Glu
Thx
645
Pro
Met
Glu
Thr
bla
725

Asp

Phe

Ala.

Cys
His
550
Asn
Glu
Arg
Lys
Asp
€30
Asp
Ser
Asp
Gln
Leu
710
Ile
Leu

Gly

Ala

Gly
535
Gly
Trp
Asp
Vval
Lys
615
Arg
Leu
Tyr

hgp

Tyr
695

Thr

Val

Phe

Gly

Tyr

Ser
Phe
Lys
Gly
His
600
Ala
Asp
Pro
Gly
Leu
680
Met
Tyr
val

Tyr

Ser
760

rLys

ES 2655710713

Gly
Pro
Gln
Gln
585
Gly
Lys
val

Leu

‘Val

665

val

Glu

Pro

Ala

Asn

745

Pro

Ala

TP

val

Ile

570

Ala

Asp

Ala -

Ile

Val

650

Val

Lys

Val

Lys

Gly

730

Glu

Lys

Pro

Phe
Asp
5585
Ile
Gly
Thx
Leu
Leu
635
Tyr

Pro

Asp

Arg

Leu
715
Tyr
Ser
Pro

Gln

Gly
540
val

Asn

Ala

Ser

Ser
620
Tyr
Glu
TP
Phe
Lys
700
Ile
Thr
Ser

Thz

Arg

79

Arg

Lys

Phe

Glu

Thr

605

Ser

Asn

Asn

Phe

Ser

685

Phe

Asp

Thr

Vval

Ala

765

Gln

Thr

Leu

Asp

Lys

590

Glu

Glu

Leu

Agn

Asn

€70

FPro

Pro

val

Lys

Phe

750

val

Pro

Arg

Thr

Asp
575

Ile

Asn

Gly

Ser

Asp

€55

Thr

Met

Ile

Ile

Asp

735

Ile

Arg

Asp

Trp

Pro

560

Gly

Met

Glu

Thr

Leu

640

Gln

Ala

Met

Pro

Asp

720

i\la

Axg

Pro

Ala
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val
785
Asn
Gly
Ser
val
Met
865

Thr

Ala

770

Val

Gly

Gly

Ala

Arg

850

Trp

Gly

Lys

<210> 32

<211> 293

Glu Glu
Asp Arg
Phe Lys
820
Lys Ala
835
Phe Ala
Lys Glu

Lys Pro

Ala Lys
900

<212> PRT
<213> Penicillium chrysogenum

<400> 32
Met Phe Ala Arg Gln

1

Pro

. Gly

Leu

Lgu

Ser

Leu

Ser

Ile

50

Phe

Ile

Thr Ser
20

Tyr Glu
35
Thr Leu

Lys Glu

‘Gly Ala

Lys

Asn

805

Thr

val

Gly

Gly

Ala

885

Leu

5

TYr

His

Asn

Leu

Ile

Thr
790
Pro
Pro
Phe
Val
Asn
870

Ile

Cys
Leu
Iie
Arg
Asn

70

Ile

715

Ser Glu

Leu His

Ile ILeu

Ser Lys

8B40

Val Leu
855

Thr val

Thr Gly

ES 2655710713

Asp

Ile

His
825

Tyr

Pro

Leu

Ala

Gln

Asp

810

Gly

Gly

Gly

Phe

Gly
890

Thr Arg Leu Ala

Ala Arg

Leu Thr
40

Pro Lys
55

Glu Ala

Ile Thr

val
25

Ser
‘Ala
Leuy

Gly

10

Arg

Thr

Leu

Ser

Ser

780

Ala Ala
795

Pro Glu
Leu Cys
Pro Tyr

Gln Thr
_860

Gln Ala
875

Ala Glu

Thr_Ser
‘Gly Tyr
Pro Lyg
Asn Ala

60

Asn Tyr
75

Glu Lys

80

Leu

Phe

Ser

Lys

845

Leu

Thr

Leu

Arg

Ser

Pro

45

Leu

Asp

Ala

Tyr

Ser

Leu

830

Asn

Lys

val

Leu

Thx

Ser

30

Gly

Cys

Asn

Phe

Arg

Lys

815

Gly

Leu

Thr

val

Glu
895

Ser

13

Ala

val

Ser

Asp

Ala

Leu
800
val
Val
Lys
Glu
Glu "
880

Gly

Ala
Ala.
Gly
Pro
Lys

80

Ala
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85

Gly Ala Asp Ile lys
100

Ser Asp Asn Phe Ilg
115

Thr Pro Val Ile Ala
130

Glu Leu Ala Leu Met
145 ’

Phe Gly Gln Pro Glu
165

Ser Gln Arg Leu Thr
180

Ile Leu Thr Gly Lys
185

Vval Ala Ala Lys Val
210

Ala Tyr Lys Thr Ala
225 .

Val Ala Gly Lys Glu
245

Glu Gly Val Glu Tyr
co 260

Lys Asp Gln Lys Ile
. 2715

Glu Trp Ser His Glu
290

<210> 33

<211> 261

<212> PRT

<213> Acinetobacter sp.

<400> 33

Glu

Ala

Ala

Cys

150

Tle

Arg

Asn

val

Glu

230

val

Glu

Gly

Met
Pro
val
135
Asp
Lys
Ala
Phe
Pro
215

Thr

val

Met

Ala

Trp

120

Ser

Ile

Leu

‘Ile

Ser

200

ély

Ile

ASn

Arg

Thr
280

ES 2655710713

Pro

105

Ser

Gly

Leu

Gly

Gly

185

Gly

Gly

Ala

Lys

Leu

265

Ala

90

Leu

His

Tyr

Tyr

Thr

170°

Lys

Lys

Lys&

Ser

Ser

250

Phe

Phe

Ser Phe Ser Ala

Leu Ala

Ala Leu
140

Cys Ser

155

Ile Pro

Ser Lys

Glu Ala

Glu Glu

220

Tyr Ser

235

Gln Glu

His Ala

Ala Glu

Thr

125

Gly

Glu

Gly

Ala

Gly

205

Leu

Arg

Leu

Leu

Lys
285

110

Ser
Gly
Asn
Ala
Met
130
Glu
Leu

Val

Ser

Phe’

270

Lys

95

Ala

Ile

Gly

Ala

Gly

175

Glu

Trp

Glu

‘Ala

Leu
255

Gly

Lys

Tyr

Arg

Cys

Thr

160

Gly

Leu

Gly

Gln

val

240

Lys

Ser

Pro

Met Ile Pro Asp Gln Asp Asn Phe Val Glu Ile Asp Phe Ser Ile Glu

81
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Gln

Asn

Phe

Phe

65

Asp

Cys

Gly

Ala

Gly

145

Ile

ala

Gln

Ala

225

Glu

Ser

Ile
Thr
Asn
50

Ala
Met
Pro
Cys
Thr
130
Gly
Met
Gly
Ile
Gln
2190

Gly

Asp

Ala

Glu

35

Asp

Ala

Leu

Lys

Giu

Ile
20

val
Gln
Gly
Leu
Pro
100

Leu

115 |

Phe

Thr

Ile

Leu

Lys
195

Ile

Leu

Lys

Gly

Gln

Met

Vval
180
Met
Lys

Thr

Asn

val
Arg
Ile
Ala
Arg
85

val
Ala
Gln
Arg
Thr
165

Ser

Ala

Glu

Leu

‘ Glu

245

Lys

Lys

Asn

Asp

70

His

Ile

Met

‘Pro

Leu
150

Gly

.Gln

Gln

val

Glu

230

Gly

Tyr His Gly Lys

<210> 34

<211> 136
<212> PRT
<213> Aeromonas salmonicida

<400> 34

260

Ile

Gln

ala
55
Leu
Thr
Ala
Hisg
Glu
135
Phe
Val—

Val

Ser

Ala

215

Arg

Ile

Asn

Leu

Ile

Lys

Glu

Ala

Thr

120

Ile

Arg

Met

Thr

Leu

200

Leu

Lys

Asn

ES 2655710713

Arg
25

Ala

val
Glu
Arg
val
105
Asp
Lys
Ala
Val
Glu
185%
Ala
Met

Ser

Ala

10

Pro
Gln
Leu
Met
Tyx
90

Asn
Ile
val
val
Pro
170
Asp
Lys
Ser

Phe

Phe
250

Ala
Ala
Thr
Ala
75

Trp
Gly
Ile
Gly
Gly
155
Ala
Ser
Met
Glu
Gln

235

Ile

Ser

Fhe

Gly

60

Thr

Asn

Tyr

Ile

Leu

140

Lys

Glu

Gln

Pro

AsSp

220

Leu

Glu

82

Lys

Thr

Gly

Ala

Ala

Ala

Ala

125

Met

Phe

Glu

Thr

Pro
205

. val

Leu

Lys

Asn
30

Glu
Glu
Ser
Ile
Lep
110
Gly
Pro
His
Ala
Ile
190
Ile
Pro
Phe

Arg

15

Ala

Leu

Asp

Ser

Ala

Gly

Lys

Gly

Ala

Tyxr

175

Pro

Ala

Leu

Ser

Lys
255

Leu
Ser
val
‘Thr
Gln
Gly .
Ser
Ala
Met
160
Leu
Tl.nr ‘
Leu
Asn
Thr

240

Pro
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Met Asn Thr Leu Pro Leu Glu Ile Gly Gln Lys Ala Ser Leu Thr Lys

Arg Phe Gly Ala Ala Glu Val Glu Ala Phe Ala Gly Leu Ser Glu Asp
20 - 25 30

Phe Asn Pro Leu His Leu Asp Ser Ala Phe Ala Ala Thr Thr Pro FPhe
35 ) 40 45

Glu Arg Pro Ile Val His Gly Met Leu Leu Ala Ser Leu Phe Ser Gly
50 . 55 60

" Leu Leu Gly Gln Gln Leu Pro Gly Lys Gly Thr Val Tyr Leu Gly Gln

Ser Leu Ser Phe Lys Gln Pro Val Phe Val Gly Asp Glu Val Thr Ala
85 : 90 95

Glu Val Glu Ile Ile Ala Met Arg Ser Aép Lys Pro Ile Ile Thr Leu
: 100 105 : -110 '

Ala Thr Arg Ile Leu Ala Ala Gly Gly Ala Leu Ala Leu Ala val Thr
115 120 125

Gly Glu Ala Vval val Lys val Gly
130 : 135

<210> 35

<211> 259

<212> PRT

<213> Clostridium kluyveri

<400> 35

Met Glu Phe Lys Asn Ile Ile Leu Glu Lys Asp Gly Asn Val -Ala Ser
1 5 io . 15

Ile Thr Leu Asn Arg Pro Lys Ala»LeﬁrAsh Ala Leu Asn Ala AlaAThr
20 25 30

Leu Lys Glu Ile Asp Ala ARla Ile Asn Asp Ile Ala Glu Asp Asp Asn

83



val

Ala

Phe

Lys

Glu

Phe

Thr
145

Ile

Leu

Ala

Cys

Val
225

Lys

Tyr

50

Asp

Ser

Pro

Leu

Gly
130

Gln

Tyr

Val

Leu

Lys

210

Ala

val

Asn

<210> 36
<211> 257

<212> PRT

35

Ala

Ile

Val

Val

val

‘Ala

Ile

© 100

Ser

115

Gln

Arg

Thr

AsSn

Val

195

Ala

Tyxr

Glu

Lys

Leu

Pro

Leu

Gl_y

Lys

180

Asp

Ala

Glu

Gly

Ile

Glu

Gly

Ala

Ser

Glu

Ala

Lys

165

val

Ala

Ile

Ala

Met
245

<213> Clostridium kluyveri

<400> 36

Ile

Met

70

Asn

Ala

Cys

Vval

Arg

150

val

val

Ile

Asn

Glu

230

Thr

Thr
55

Lys

Lys

Ile

Asp
Gly
135
Ala
Ile
Glu
Ile
Gln
215

val

Ala

40

Gly

Asp

Ile

Asn

Ile

120

Leu

Ile

Asn

Pro

Val

200

Gly

Phe

Phe

ES 2655710713

Ser

Leu

Phe

Gly

105

Arg

Gly

Gly

Ala

Asp

185

Asn

Leu

Gly

val

Gly

Thr

Arg

Phe

Ile

Ile

Val

Glu
170

Lys

Ala

Gln

Glu

Glu
250

Lys

Ala

75

Lys

Ala

Ala

Thr

Gly

155

Glu

Leu

Pro

Cys

Cys
235

Lys.

Ala
60

val

Leu

Leu

Ser

Pro

140

Met
Ala
Léu
Ile
ASp
220

Phe

Arg

84

45
Fhe

Glu

Glu

Gly

Ser
125

Gly.

Ala
Leu
Glu
Ala
205
Ile

Ala

Asp

val

Gly

Asn

Gly

110

Lys

Phe

Lys

Arg

Glu

190

Val

Asp

Thr

Lys

Ala

Gly

Ala

Gly

Glu

Ile
175

Ala’

Arg

Thr

Glu

Ala
2585

Gly

Lys

80

Glu

Cys

Lys

Gly

Leu

160

Gly

Lys

Met

Gly

Asp

24¢

Phe



Met

Ile

val

Cys

Ala
65

Phe

Lys
Glu
Ile
Ala
145
Ile
Ile
Ser

Ala

Leu
225

Thr

Lys
Glu
Arg
50

Asp

Cys

Vval

val
Gly
130
Gin
Phe
Ala
Met
Lys
2;.0

Glu

Tyr

Met

Asp

val

Ile

Phe

.Phe

Ala

115

Phe

Arg

Thr

Asn

Ala

195

Glu

Tyr

Lys
Asn
20

Leu
val
1ys
Ala
Ile
100
Leu
Pro
Leu
Gly
Gln
180
Glu

Ala

Asp

Thr
fhr
Phe
Ile
His
Val
‘85

Ala
Gly
Glu
Gln
Asp
165

val

Lys

Lys

Leu

Pro

Ala

Leu

Met

-70

Ser

Ala

Cys

Thr

Arg

150

Ile

Thr

Ile

Gln

Asn
230

Leu

His

val

Thr

55

Ala

Lys

val

Asp

Gly

135

Leu

Ile

Glu

Leu

Lys

215

Leu

Leu
Asn
Leu
40

Gly
Cys
Cys
Asn
Ile
120
Leu
val
Gly
Pro
Thr
200
Gly

Phe
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Glu

Leu

25

Gln

Glu

Leu

Thr

Gly

105

Arg

Gly

Gly

Ala

Glu

185

Lys

Arg.

GlLy

Lys

10

Asn

val

Gly

Asp

Gln

Ala

Ile

Lys

Ala’

© 75

Leu
90

Phe
Ile
val
Ile
Asp
170
Ser
Ser

Asp

Leu

Glu

Ala

Phe

Ile

Gly

155

Asp

Leu

Pro

Thr

Cys
235

Asgn
Ile
Lys
Gly
60

Ile
Met
Leu
Ser
Pro
140
Lys
Ala
Met
val
Asp

220

Phe

Gly
Ser
Asn
45

Phe
Glu
Glu
Gly
Lys
125
Gly
Ala
Leu

Asp

Gly
205

Leu

Ser

Ile
Gln
Asp
Ile
Gly
Lys
Ala
110
His
Ala
Ser
Arg
Thr
180
Thr

Glu

Thr

Thr
15

Gln
Asp
Gly
Gly
Met
Gly

Ala

Gly

‘Glu

Phe
175

Ala

Lys

Glu

Ile

‘Ser

Asn

Gly

Gln

80

Gly

Leu

Lys

Gly

Ile

160

Gly

Met

Leu

Ala

Asp
240

Lys Lys Glu Gly Met Ala Ala Phe Ile Glu Lys Arg Lys Pro Val Phe

Lys

<210> 37
<211> 255

<212> PRT

245

250

85

255
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<213> Escherichia coli

<400> 37

Met
1
Leu

Gln

Val

Ala
Leu
Glu
Ile
145

Glu

val

Lys.

Leu

Arg
225

Ile

Ser’

Asn

-Leu_

Cys

50

Asn

Pro

Ala

Cys

Ile

130

Arg

Ser

Phe

Met

Arg

210

.Gln

Ser

<210> 38
<211> 257

<212> PRT

Glu

Arg

Val

'Val

Glu

Gln

Val

Asp

115

Thr

Serxr

Ile

Pro

Rla

195

Gln

Leu

Ala

Leu

Pro

20

Asn

Ile

Met

Leu

Asn

100

val

Leu

Val

The

Ser
180

Arg

Ser

Phe

Phe

Ile

Ala

Glu

Thr

Ala

85

Gly

Val

Gly

Gly

Ala

i65

Agp

His

Gln

Thr

Leu
245

val

Ala

Leu

Gly

Glu

70

Ala

Tyr

Val

Ile

Lys

150

Cln

Leu

‘Ser

Glu.

Leu
230

Gln

Ser

Glu
Asn
55

Lys
Arg
Ala
Ala
Met
135
Ser

Gln

Thr

Pro
Val
215

Leu

Lys

Arg
Asn
Ala
40

Ala
Asp
Leu
Leu
Gly
120
Pro

Leu

Ala

Leu

Leu

200

Ala

Ala

Arg

ES 2655710713

Gln

‘Ala
25

Ala

Arg

Leu

Gln

Gly

105

Glu

Gly

Ala

Gln

Glu
185

Ala

Leu

Ala

Thr

Gln
10

Léu
Ala
Phe
Ala
Ala
90

Ala
Asn
Ala
Sex
Gln
170

Tyxr

Leu

Gln

Thr

Pro
250

Arg Val Leu
Asn Asn Ala

Thr Asp Thr
45 -

Phe Ala Ala
© 60

Ala Thr Leu
Phe Asn Lys
Gly Cys Glu

Ala Arg FPhe
125

Gly Gly Thr
140

Lys Met Val
155

Ala Gly Leu

Ala Leu G1ln

Gln Ala Ala
205

Ala Gly Leu
220

Glu Asp Arg
235

Asp Phe Lys

86

Leu

Leu

3¢

Ser

Gly

Asn

Pro

Leu

110

Gly

Gln

Leu

val

Leu
150

Lys

Ala

His

Gly

Leu

15

Leu

Ile

Ala

Asp

Leu

95

Ala

Leu

Arg

Serxr

Ser

175

Ala

Gln

Gln

Glu

Arg
255

Thr

Met

Ser

Asp

Thr

Ile

Leu

Pro

Leu

Gly

160

Asp

Ser

Ala

Glu

Gly
240



<213> Pseudomonas putida

<400> 38

Met
1
Ile
Leu
Ile
Ala
65
Asp
Leu
val

Gln

Arg
145

Thr
Ser
Ala
Glu
Phe

225

Glu

Pro

Thr

Ala

Gly

50

Asp

Pro

Ile

Met

Pro

130

Leu

Gly

Glu

Arg

Ala

210

Glu

Gly

Arg

Leu

Glu

val

Ile

Arg

Ala

Cys

115

Glu

Leu

Glu
Ile
Asn
195
Leu

Arg

Ile

Tyx
Gln
20

Leu

Val

val
Ala
1¢0
Ala

Ile

Arg

Ala
Thr
180
Ile
Leu

Bis

Gln

Leu-

5

Arg

Ala,

va