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DESCRIPCION
Variantes de exoamilasa no maltogénica

Se hace referencia a las solicitudes provisionales US nos. de serie 60/485.413, 60/485.539 y 60/485.616
presentadas el 7 de julio, 2003. También se hace referencia a las solicitudes internacionales PCT/US2004/021723 y
PCT/US2004/021739 presentadas el 7 de julio, 2004 y designando a los EEUU (solicitante: Genencor International,
Inc). También se hace referencia a las solicitudes de utilidad US nuimeros de serie 10/886.905 y 10/866.903 todas
las cuales también se presentaron el 7 de julio, 2004.

También se hace referencia a la solicitud provisional US ndimero de serie 60/608.919 (presentada como solicitud de
utilidad US numero de serie 10/887.056 el 7 de julio, 2004 pero convertida en una solicitud provisional el 15 de
septiembre, 2004). También se hace referencia a la solicitud provisional US numero de serie 60/612.407 que se
presento el 22 de septiembre, 2004.

Se hace referencia adicionalmente a la solicitud US no. de serie 60/485.539 presentada el 7 de julio, 2003. También
se hace referencia a la solicitud internacional PCT/IB2004/002487 presentada el 7 de julio, 2004 y designando a los
EEUU (solicitante: Danisco A/S). También se hace referencia a la solicitud de utilidad US numero de serie
10/886.023 presentada el 7 de julio, 2004.

También se hace referencia a las solicitudes de utilidad US nimeros de serie 10/886.505, 10/886.527 y 10/886.504,
todas las cuales se presentaron el 7 de julio, 2004. También se hace referencia a la solicitud de utilidad US nimero
de serie 10/947.612 presentada el 22 de septiembre, 2004.

Campo

Esta invencion se refiere a polipéptidos, especificamente polipéptidos amilasa y acidos nucleicos que los codifican, y
a sus usos como exoamilasas no maltogénicas en la produccidon de productos alimenticios. Las amilasas de la
presente invencion se han preparado por ingenieria para tener cualidades mas beneficiosas. Especificamente, las
amilasas de la presente invencion muestran una exoespecificidad alterada y/o termoestabilidad alterada. En
particular, los polipéptidos derivan de polipéptidos que tienen actividad exoamilasa no maltogénica, en particular,
actividad glucan 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa (EC 3.2.1.60).

Antecedentes

Las amilasas mejoradas pueden mejorar problemas inherentes en determinados procesos, tal como horneado. La
cristalizacion de la amilopectina tiene lugar en granulos de almidén dias después del horneado, lo que da lugar a
una firmeza incrementada del pan y causa el endurecimiento del pan. Cuando el pan se endurece, el pan pierde
blandura en la miga y humedad en la miga. Como resultado, la miga se vuelve menos elastica, y se desarrolla en el
pan una corteza correosa.

La hidrdlisis enzimatica (por amilasas, por ejemplo) de las cadenas laterales de amilopectina puede reducir la
cristalizacion e incrementar el anti-endurecimiento. La cristalizacion depende de la longitud de las cadenas laterales
de amilopectina: cuanto mas largas son las cadenas laterales, mayor es la cristalizacion. La mayor parte de los
granulos de almidon estan compuestos por una mezcla de dos polimeros: amilopectina y amilosa, de los que
aproximadamente el 75% es amilopectina. La amilopectina es una molécula muy grande, ramificada, que consiste
en cadenas de unidades de a-D-glucopiranosilo unidas por uniones (1-4), en las que las cadenas estan unidas por
uniones a-D-(1-6) para formar ramificaciones. La amilosa es una cadena lineal de unidades de a-D-glucopiranosilo
unidas en (1-4) que tienen pocas ramificaciones a-D-(1-6).

El horneado de productos de pan harinosos tal como pan blanco, pan compuesto por harina de centeno y harina de
trigo enrollada y bollos se consigue horneando la masa de pan a temperaturas de horno en el intervalo de 180 a
250°C durante aproximadamente 15 a 60 minutos. Durante el proceso de horneado, un gradiente pronunciado de
temperatura (200 — 120°C) prevalece sobre las capas externas de la masa donde se desarrolla la corteza del
producto horneado. Sin embargo, debido al vapor, la temperatura en la miga es sélo aproximadamente 100°C al final
del proceso de horneado. Por encima de temperaturas de aproximadamente 85°C, puede tener lugar la inactivacion
enzimatica y la enzima no tendra propiedades anti-endurecimiento. Asi, sélo las amilasas termoestables son
capaces de modificar el almidén eficazmente durante el horneado.

La actividad endoamilasa puede afectar negativamente la calidad del producto de pan final mediante la produccion
de una miga pegajosa o gomosa debido a la acumulaciéon de dextrinas ramificadas. Se prefiere la actividad exo-
amilasa, porque consigue la modificacién deseada del almidén que da lugar al retraso del endurecimiento, con
menos de los efectos negativos asociados con la actividad endoamilasa. La reduccion de la actividad endoamilasa
puede dar lugar a una exoespecificidad mayor, lo que puede reducir las dextrinas ramificadas y producir un pan de
mayor calidad.
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Compendio

Proporcionamos, segun la invencion, un polipéptido variante PS4 como se muestra en las reivindicaciones.
Proporcionamos ademas el uso de dicho polipéptido variante PS4, incluyendo en y como aditivos alimenticios,
productos alimenticios, productos de panaderia, composiciones mejoradas, productos de pienso incluyendo piensos
animales, etc como se muestra en las reivindicaciones. Proporcionamos acidos nucleicos que codifican y que se
refieren a polipéptidos variantes PS4, como se muestra en las reivindicaciones. También se muestran en las
reivindicaciones métodos para producir dichos polipéptidos variantes PS4, asi como otros aspectos de la invencion.

La presente invencién proporciona:

1. Un polipéptido variante PS4 que tiene actividad exoamilasa no maltogénica y que tiene una secuencia de
aminoacido que es al menos un 95% idéntica a la SEQ ID NO: 15, en la que dicho polipéptido variante PS4 tiene la
mutacion de aminoacidos Y146G con referencia a la numeracién de posiciones de una secuencia de exoamilasa de
Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1, y en el que dicho polipéptido tiene una mayor
termoestabilidad comparado con el polipéptido de la SEQ ID NO: 1 cuando se ensaya en las mismas condiciones.

2. Uso de un polipéptido variante PS4 como se muestra en el Parrafo 1 como un aditivo de alimentario o de pienso o
para preparar un producto alimenticio o de pienso.

3. Un proceso para tratar un almidén que comprende poner en contacto el almidéon con un polipéptido como se
muestra en el Parrafo 1 y permitir que el polipéptido genere a partir del almidon uno o mas productos lineales.

4. Un proceso para preparar un producto alimenticio o de pienso que comprende mezclar un polipéptido como se
muestra en el Parrafo 1 con un ingrediente alimenticio o de pienso.

5. Un proceso para preparar un producto de panaderia que comprende: (a) proporcionar un medio de almidoén; (b)
afadir al medio de almidén un polipéptido como se muestra en el Parrafo 1; y (c) aplicar calor al medio de almidén
durante o después de la etapa (b) para producir un producto de panaderia.

6. Un producto de masa o un producto de panaderia obtenido por un proceso segun el Parrafo 4 o 5, en el que el
producto de masa o producto de panaderia comprende un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo 1.

7. Una composicion mejoradora para una masa, en la que la composicion mejoradora comprende un polipéptido
variante PS4 como se muestra en el Parrafo 1, y al menos un ingrediente de masa o aditivo de masa adicional.

8. Uso de un polipéptido variante PS4 como se muestra en el Parrafo 1, en un producto de masa para retardar o
reducir el endurecimiento, preferiblemente retrogradacion perjudicial, del producto de masa.

9. Una combinacién de un polipéptido variante PS4 como se muestra en el Parrafo 1, junto con Novamil, o una
variante, homdlogo, o mutantes de éste que tiene actividad alfa-amilasa maltogénica.

10. Uso de una combinacion segun el Parrafo 9 para una aplicacion, uso o proceso segun cualquiera de los Parrafos
2a8.

11. Un producto alimenticio o de pienso obtenido por un proceso segun el Parrafo 4 o producido por tratamiento con
una combinaciéon segun el Parrafo 9, en el que el producto alimenticio o de pienso comprende un polipéptido
variante PS4 segun el Parrafo 1.

12. Un acido nucleico que codifica un polipéptido segun el Parrafo 1.
13. Un plasmido que comprende un acido nucleico segun el Parrafo 12.

14. Un vector de expresion que comprende un acido nucleico segun el Parrafo 12, o capaz de expresar un
polipéptido segun el Parrafo 1.

15. Una célula huésped que comprende, preferiblemente transformada con, un plasmido segun el Parrafo 21 o un
vector de expresion segun el Parrafo 22.

16. Un método para expresar un polipéptido variante PS4, comprendiendo el método obtener una célula huésped
segun el Parrafo 15, y expresar el polipéptido a partir de la célula o célula huésped, y opcionalmente purificar el
polipéptido.

17. Un método para producir una variante de polipéptido PS4 segun el parrafo 1, comprendiendo el método
introducir una sustituciéon de aminoacidos en un polipéptido parental que tiene actividad exoamilasa no maltogénica,
estando la sustitucion de aminoacido en la posicién 146 con referencia a la numeracién de posiciones de una
secuencia de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1.
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Listados de secuencias

La SEQ ID NO: 1 muestra una secuencia de referencia de PS4, derivada de la secuencia de aminoacidos de
maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila. La SEQ ID NO: 2 muestra una secuencia de PSac-D34;
secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 11 sustituciones y delecion
del dominio de unién a almidon. La SEQ ID NO: 3 muestra una secuencia de PSac-D20; secuencia de aminoacidos
de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 13 sustituciones y delecion del dominio de union a
almidén. La SEQ ID NO: 4 muestra una secuencia de PSac-D14; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa
de Pseudomonas saccharophila con 14 sustituciones y delecion del dominio de union a almidén. La SEQ ID NO: 5
muestra un precursor de Glucan 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila (EC 3.2.1.60) (amilasa
G4) (amilasa formadora de maltotetraosa) (Exo-maltotetraohidrolasa) (exo-amilasa formadora de maltotetraosa).
Numero de acceso SWISS-PROT P22963. La SEQ ID NO: 6 muestra un gen mta de P. saccharophila que codifica
maltotetraohidrolasa (nimero EC = 3.2.1.60). NUmero de acceso GenBank X16732. La SEQ ID NO:7 muestra una
secuencia de referencia de PS4, derivada de la secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas
stutzeri. La SEQ ID NO: 8 muestra una secuencia de PStu-D34; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa
de Pseudomonas stutzeri con 9 sustituciones. La SEQ ID NO: 9 muestra una secuencia de PStu-D20; secuencia de
aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas stutzeri con 11 sustituciones. La SEQ ID NO: 10 muestra una
secuencia de PStu-D14; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas stutzeri con 12
sustituciones. La SEQ ID NO: 11 muestra un precursor de Glucan 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa de Pseudomonas
stutzeri (Pseudomonas perfectomarina). (EC 3.2.1.60) (amilasa G4) (amilasa formadora de maltotetraosa) (Exo-
maltotetraohidrolasa) (exo-amilasa formadora de maltotetraosa). Numero de acceso SWISS-PROT P13507. La SEQ
ID NO: 12 muestra un gen de amilasa formadora de maltotetraosa de P.stutzeri (amyP), cds completa. Numero de
acceso GenBank M24516. La SEQ ID NO: 13 muestra una secuencia de pMD55; secuencia de aminoacidos de
maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 11 sustituciones (G134R, A141P, 1157L, G223A, H307L,
S334P, N33Y, D34N, L178F, A179T y G121F). La SEQ ID NO: 13 muestra una secuencia de pMD55; secuencia de
aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 11 sustituciones (G134R, A141P, I157L,
G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N, L178F, A179T y G121F) y delecion del dominio de unién a almidén. La SEQ ID
NO: 13 muestra una secuencia de pMD55; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas
saccharophila con 11 sustituciones (G134R, A141P, 11571, G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N, L178F, A179T y
G121F). La SEQ ID NO: 13 muestra una secuencia de pMD55; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de
Pseudomonas saccharophila con 11 sustituciones (G134R, A141P, 1157L, G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N,
L178F, A179T y G121F) y delecién del dominio de unién a almidén. La SEQ ID NO: 14 muestra una secuencia de
PMD96: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones en
N33Y, D34N, G121F, G134R, A141P, 1157L, S161A, L178F, A179T, G223E, H307L y S334P. La SEQ ID NO: 15
muestra una secuencia de SSM 381: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas
saccharophila que tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 146G, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y
334P. La SEQ ID NO: 16 muestra una secuencia de SSM279 B1: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa
de Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157M,161A,
178F, 179T, 223E, 307L y 334P. La SEQ ID NO: 17 muestra una secuencia de SSM237 P2: secuencia de
aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y,
34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 158T, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P. La SEQ ID NO: 18 muestra una
secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones de
aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 198W, 223E, 307L y 334P. La SEQ ID NO:
19 muestra una secuencia de SSM325 F3: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudamonas
saccharophila que tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 229P, 307L y
334P. La SEQ ID NO: 20 muestra una secuencia de pMD129: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de
Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 198W,
223E, 229P, 307L y 334P. La SEQ ID NO: 21 muestra una secuencia de SSM341 A9: secuencia de aminoacidos de
maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L,
161A, 178F, 179T, 223E, 303E, 307L y 334P. La SEQ ID NO: 22 muestra una secuencia de SSM341 G11:
secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudonaonas saccharophila que tiene mutaciones en 33Y,
34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 303D, 307L y 334P. La SEQ ID NO: 23 muestra una
secuencia de SSM350 B11: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que
tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 306T, 307L y 334P. La SEQ ID
NO: 24 muestra una secuencia de SSM350 C12: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de
Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E,
306G, 307L y 334P. La SEQ ID NO: 25 muestra una secuencia de SSM332 Q4: secuencia de aminoacidos de
maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F,
134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 309P, 307L y 334P. La SEQ ID NO: 26 muestra una secuencia de
SSM365 B4: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudamonas saccharophila que tiene
mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316S, y 334P.
La SEQ ID NO: 27 muestra un SSM365 F4: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas
saccharophila que tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316P y
334P. La SEQ ID NO: 28 muestra un SSM360 C7: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de
Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E,
307L, 334P y 353T.
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Descripcion detallada

En la descripcion y ejemplos siguientes, a no ser que el contexto dicte otra cosa, las dosificaciones de polipéptidos
variantes PS4 se proporcionan en partes por millén (microgramos por gramo) de harina. Por ejemplo, "1 D34" tal y
como se usa en la Tabla 2 indica 1 parte por millon de pSac-D34 basado en peso/peso. Preferiblemente, las
magnitudes o cantidades de enzima se determinan sobre la base de ensayos de actividad como equivalentes de
proteina enzima pura medida con albumina de suero bovino (BSA) como un estandar, usando el ensayo descrito en
Bradford (1976, A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72:248-254).

En la descripcién de las diferentes variantes de polipéptido variante PS4 producidas o que se contempla que estan
englobadas por este documento, se adoptara la nomenclatura siguiente para facilitar la referencia:

(i) cuando la sustitucién incluye un nimero y una letra, por ejemplo, 141P, entonces esto se refiere a [posicion segin
el sistema de numeraciéon/aminoacido sustituido].

De acuerdo con esto, por ejemplo, la sustitucion de un aminoacido a prolina en la posicion 141 se designa como
141P;

(ii) cuando la sustitucion incluye una letra, un ndmero y una letra, por ejemplo, A141P, entonces esto se refiere a
[aminoacido original/posicion segun el sistema de numeracién/aminoacido sustituido]. De acuerdo con esto, por
ejemplo, la sustitucion de alanina con prolina en la posicion 141 se designa como A141P.

Cuando son posibles dos 0 mas posibles sustituyentes en una posicién particular, eso se designara por letras
contiguas, que pueden estar separadas opcionalmente por barras diagonales "/", por ejemplo, G303ED o G303E/D.
Cuando el aminoacido relevante en una posiciéon puede sustituirse por cualquier aminoacido, esto se designa por
[posicion segun el sistema de numeracion/X], por ejemplo, 121X.

Las mutaciones multiples pueden designarse separandolas por barras diagonales "/, por ejemplo, A141P/G223A
que representa mutaciones en la posicion 141 y 223 que sustituyen alanina con prolina y glicina con alanina,
respectivamente.

A no ser que se defina otra cosa en la presente memoria, todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente memoria tiene el mismo significado que el entendido cominmente por un experto en la técnica a la que
pertenece esta invencion. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 22
ED., John Wiley y Sons, Nueva York (1994), y Hale y Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF
BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991) proporcionan a un experto en la técnica un diccionario general de muchos
de los términos usados en esta invencidon. Aunque muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los
descritos en la presente memoria pueden usarse en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen los
métodos y materiales preferidos. Los intervalos numéricos son inclusivos de los numeros que definen el intervalo. A
no ser que se indique otra cosa, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la orientacién 5' a 3'; las
secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion amino a carboxi, respectivamente.

La practica de la presente invencién empelara, a no ser que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de las capacidades
de un experto en la técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografia. Véase, por ejemplo, J. Sambrook, E. F.
Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Libros 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periddicos; Current Protocols in Molecular
Biology, cap. 9, 13, y 16, John Wiley y Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, DNA Isolation
and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley y Sons; J. M. Polak y James O'D, McGee, 1990, In Situ
Hybridization: Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis:
A Practical Approach, Irl Press; D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Parte
A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press; Using Antibodies: A
Laboratory Manual: Portable Protocol NO. | por Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow (1999, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, ISBN 0-87969-544-7); Antibodies : A Laboratory Manual por Ed Harlow (Editor), David Lane
(Editor) (1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-314-2), 1855, Lars-Inge Larsson
"Immunocytochemistry: Theory and Practice", CRC Press inc., Boca Ratén, Florida, 1988, ISBN 0-8493-6078-1, John
D. Pound (ed); "Immunochemical Protocols, vol 80", en la serie: "Methods in Molecular Biology", Humana Press,
Totowa, Nueva Yersey, 1998, ISBN 0-89603-493-3, Handbook of Drug Screening, editado por Ramakrishna
Seethala, Prabhavathi B. Fernandes (2001, Nueva York, NY, Marcel Dekker, ISBN 0-8247-0562-9); y Lab Ref: A
Handbook of Recipes, Reagents, and Other Reference Tools for Use at the Bench, Editado por Jane Roskams y
Linda Rodgers, 2002, Cold Spring Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-630-3.

Polipéptidos variantes PS4

Proporcionamos una exoamilasa no maltogénica que tiene una sustitucién en una o mas posiciones que producen
una propiedad alterada, preferiblemente exoespecificidad alterada o termoestabilidad alterada, o ambas, respecto a
la enzima parental.
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Proporcionamos ademas composiciones, que incluyen aditivos alimenticios, productos alimenticios, productos de
panaderia, composiciones mejoradoras, productos de pienso incluyendo piensos animales, etc que comprenden
polipéptidos que tienen actividad exoamilasa no maltogénica, asi como métodos para preparar y usar dichos
polipéptidos y las composiciones. Proporcionamos otros usos de dichas composiciones tal como en la preparacion
de detergentes, como edulcorantes, jarabes, etc. Las composiciones incluyen el polipéptido junto con al menos un
otro componente. En particular, proporcionamos aditivos alimenticios o de piensos que comprenden los polipéptidos.

Dichos polipéptidos y acidos nucleicos se diferencian de sus secuencias parentales por la inclusién de un niumero de
mutaciones, y se conocen por conveniencia como "polipéptidos variantes PS4". En otras palabras, la secuencia del
polipéptido o acido nucleico variante PS4 es diferente de la de su parental en un nimero de posiciones o residuos.
En realizaciones preferidas, las mutaciones comprenden sustituciones de aminoacidos, esto es, un cambio de un
residuo de aminoacido por otro. Asi, los polipéptidos variantes PS4 comprenden un nimero de cambios en la
naturaleza del residuo de aminoacido en una o mas posiciones de la secuencia parental.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "variante" debe tomarse como que significa una molécula que
puede derivar de una molécula parental. Las variantes incluyen polipéptidos, asi como acidos nucleicos. Las
variantes incluyen sustituciones, inserciones, transversiones e inversiones, entre otras cosas, en una 0 mas
localizaciones. Las variantes también incluyen truncamientos. Las variantes incluyen derivados homologos y
funcionales de las moléculas parentales. Las variantes incluyen secuencias que son complementarias a secuencias
que son capaces de hibridar con las secuencias de nucleétidos presentadas en la presente memoria.

Sustituciones para polipéptidos variantes PS4

Proporcionamos polipéptidos variantes PS4 con alteraciones en la secuencia que comprenden sustituciones de
aminoacidos en una secuencia de exoamilasa no maltogénica. La sustitucion de aminoacidos puede ser en una
cualquiera o mas de las posiciones 26, 70, 121, 145, 146, 157, 158, 161, 188, 198, 223, 229, 272, 303, 306, 309,
316, 339 y 353 con referencia a la numeracion de posiciones de una secuencia de exoamilasa de Pseudomonas
saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1.

La mutaciéon de aminoacidos puede estar en una o mas posiciones seleccionadas de los grupos que consisten en:
(a) posiciones 121, 161, 223; (b) posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316, 353; y (c) posiciones 26,
70, 145, 188, 272, 339; y cualquier combinacién de (a), (b) y (c).

La sustitucion de aminoacidos puede comprender un cambio a 121F, 121Y, 121W, 161A, 223E, 223K.
Alternativamente, o ademas, la sustitucion de aminoacidos puede comprender un cambio a 146G, 146M, 157M,
158T, 158A, 158S, 198W, 198F, 229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P, 316K, 316Q, 353T. Ademas,
alternativamente, o ademas, la sustitucion de aminoacidos puede comprender un cambio a 26E, 70D, 1145D, 188S,
188T, 188H, 272Q, 339A, 339E.

Dichos polipéptidos variantes se refieren en este documento como "polipéptidos variantes PS4". También se
describen los acidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos variantes y se referiran por conveniencia como
"acidos nucleicos variantes PS4". Los polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4 se describiran con mas detalle
mas adelante.

Las secuencias "parentales", es decir, las secuencias en las que se basan los polipéptidos y acidos nucleicos
variantes PS4, preferiblemente son polipéptidos que tienen actividad exoamilasa no maltogénica. Los términos
"enzimas parentales " y "polipéptidos parentales" deben interpretarse de acuerdo con esto, y tomarse como que
significan las enzimas y polipéptidos en los que se basan los polipéptidos variantes PS4. Se describen con mas
detalle mas adelante.

En realizaciones particularmente preferidas, las secuencias parentales son enzimas exoamilasas no maltogénicas,
preferiblemente enzimas exoamilasas no maltogénicas bacterianas. En realizaciones altamente preferidas, la
secuencia parental comprende una glucano 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa (EC 3.2.1.60). Preferiblemente, la secuencia
parental se puede derivar de especies de Pseudomonas, por ejemplo, Pseudomonas saccharophilia o Pseudomonas
stutzeri.

En algunas realizaciones, el polipéptido parental comprende, o es homodlogo a, una secuencia de tipo salvaje de
exoamilasa no maltogénica, por ejemplo, de Pseudomonas spp.

Asi, el polipéptido parental puede comprender una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas saccharophilia que
tiene una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 1. Alternativamente, como se describe en la presente memoria, el
polipéptido parental comprende una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas stutzeri que tiene una secuencia
mostrada como SEQ ID NO: 11, o una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas stutzeri que tiene el nimero de
acceso SWISS-PROT P13507.

Por otra parte, el polipéptido parental puede ser una variante de cualquiera de las secuencias de tipo salvaje, es
decir, el polipéptido parental puede prepararse por ingenieria en si mismo, o comprender un polipéptido variante
PS4.
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Sin embargo, estara claro para el lector experto que, aunque los polipéptidos variantes PS4 pueden derivarse
mutando secuencias ya mutadas, es posible construir dichos polipéptidos variantes empezando a partir de una
secuencia de tipo salvaje (o de hecho cualquier secuencia adecuada), identificando las diferencias entre la
secuencia de partida y la variante deseada, e introduciendo las mutaciones requeridas en la secuencia de partida
con el fin de conseguir la variante deseada.

Las proteinas y acidos nucleicos relacionados con, preferiblemente que tienen homologia de secuencia o funcional,
con la secuencia de exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1 o
una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas stutzeri que tiene una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 11
se refieren en este documento como miembros de la "familia PS4". Los ejemplos de enzimas exoamilasa no
maltogénica de la "familia PS4 " adecuadas para uso en la generacion de los polipéptidos y acidos nucleicos
variantes PS4 se describen con mas detalle mas adelante.

Los polipéptidos variantes PS4 descritos en este documento preferiblemente retienen las caracteristicas de los
polipéptidos parentales, y adicionalmente preferiblemente tienen propiedades beneficiosas adicionales, por ejemplo,
actividad o termoestabilidad aumentadas, o resistencia a pH, o cualquier combinacion (preferiblemente todas). Esto
se describe con mas detalle mas adelante.

Los mutantes de sustitucién PS4 descritos aqui pueden usarse para cualquier propésito adecuado. Pueden usarse
preferiblemente para propdsitos para los que es adecuada la enzima parental. En particular, pueden usarse en
cualquier aplicacion para la que se usa la exo-maltotetraohidrolasa. Los mutantes segun la invencion tienen la
ventaja afiadida de una mayor termoestabilidad. También pueden tener una mayor actividad exoamilasa o mayor
estabilidad en pH, o cualquier combinacion. Los ejemplos de usos adecuados para los polipéptidos y acidos
nucleicos variantes PS4 incluyen produccién de alimentos, en particular panaderia, asi como produccion de
productos alimenticios; los ejemplos adicionales se muestran con detalle mas adelante.

Los polipéptidos variantes PS4 pueden comprender una o mas mutaciones adicionales ademas de las posiciones
mostradas anteriormente. Pueden ser una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete 0 mas mutaciones preferiblemente
sustituciones ademas de las ya mostradas. También pueden incluirse otras mutaciones, tales como deleciones,
inserciones, sustituciones, transversiones, transiciones e inversiones, en una o mas localizaciones. Ademas, las
variantes PS4 no necesitan tener todas las sustituciones en las posiciones listadas. De hecho, pueden tener una,
dos, tres, cuatro, o cinco sustituciones ausentes, es decir, el residuo de aminoacido de tipo salvaje esta presente en
dichas posiciones.

Polipéptidos variantes PS4 basados en secuencias de tipo salvaje

Cuando el polipéptido parental comprende una secuencia de tipo salvaje, los polipéptidos variantes PS4 pueden
comprender una secuencia de tipo salvaje, pero con una mutaciéon en una cualquiera o mas de las posiciones 121,
161 y 223, preferiblemente 121F, 121Y, 121W, 161A, 223E 6 223K, mas preferiblemente G121F, G121Y, G121W,
S161A, G223E o G223K.

Los polipéptidos variantes PS4 pueden comprender una secuencia de tipo salvaje, o una secuencia como se
muestra en el parrafo precedente, pero con una mutaciéon en una cualquiera o mas de las posiciones 146, 157, 158,
198, 229, 303, 306, 309, 316 6 353, preferiblemente 146G, 146M, 157M, 158T, 158A, 158S, 198W, 198F, 229P,
303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P, 316K, 316Q ¢ 353T, mas preferiblemente 146G, 157M, 158T, 198W,
229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P ¢ 353T.

Los polipéptidos variantes PS4 pueden comprender una secuencia de tipo salvaje, o una secuencia como se
muestra en los dos parrafos precedentes, pero con una mutacién en una cualquiera o mas de las posiciones 26, 70,
145, 188, 272 6 339, preferiblemente 26E, 26D, 70D, 145D, 188S, 188T, 188H, 272Q, 339A &6 339E, mas
preferiblemente N26E, N26D, G70D, N145D, G188S, G188T, G188H, H272Q, W339A o W339E.

En general, cualquier combinacion de las posiciones, sustituciones y mutaciones especificas puede combinarse de
cualquier manera y en cualquier numero para producir los polipéptidos variantes PS4 descritos en la presente
memoria.

Asi, describimos polipéptidos variantes PS4 basados en una secuencia parental PS4 de tipo salvaje,
preferiblemente, una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas saccharophilia que tiene una secuencia mostrada
como SEQ ID NO: 1. Asi, el polipéptido variante PS4 puede comprender una secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1,
pero con una cualquiera 0 mas mutaciones en las posiciones mostradas anteriormente. Los polipéptidos variantes
PS4 también pueden estar basados en una secuencia de enzima no maltogénica de Pseudomonas stutzeri de tipo
salvaje mostrada como SEQ ID NO: 7 mas adelante, pero con una cualquiera o0 mas mutaciones en las posiciones
mostradas anteriormente.

Aunque los polipéptidos variantes PS4 pueden estar basados en secuencias parentales PS4 de tipo salvaje, los
polipéptidos variantes PS4 estan basados preferiblemente en versiones preparadas por ingenieria (o mutadas) de
secuencias parentales PS4 de tipo salvaje. De acuerdo con esto, las secuencias parentales comprenden secuencias
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PS4 ya mutadas. Dichas secuencias pueden hacerse de novo, o mediante mutacién de una secuencia base, una o
mas veces, como se describe con mas detalle mas adelante.

Posiciones 121, 161 ylo 223

El polipéptido variante PS4 puede comprender una secuencia de tipo salvaje, o secuencia mutante siendo una
variante de una secuencia de tipo salvaje, tal como una secuencia ya mutada, con sustituciones en una o mas
posiciones tales como 121, 161 y 223.

Asi, en general, la mutacién o mutaciones objeto en la posicidn o posiciones relevantes pueden combinarse
ventajosamente con una Unica mutacion adicional en una, dos o todas las posiciones 121, 161 6 223.

La sustitucion en la posicién 121, cuando esta presente, se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en:
121F, 121Y, 121W, 121H, 121A, 121M, 121G, 121S, 121T, 121D, 121E, 121L, 121K y 121V. Preferiblemente, la
sustitucién en la posicion 121 es 121F, 121Y 6 121W. La sustitucion en la posicién 161, cuando esta presente, es
preferiblemente 161A, mas preferiblemente S161A. Cuando la posicion 161 estd mutada, también puede estar
presente una mutacion adicional en la posicién 160, preferiblemente 160D, mas preferiblemente E160D.

La sustitucion en la posicién 223, cuando esta presente, se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en:
223K, 223E, 223V, 223R, 223A, 223P y 223D. Mas preferiblemente, la sustitucion 223 es 223E 6 223K. En
realizaciones particularmente preferidas, la sustitucién o sustituciones adicionales se seleccionan del grupo que
consiste en: G121F, G121Y, G121W, 161A, 223E y 223K.

En una realizacion particularmente preferida, el polipéptido variante PS4 comprende al menos las tres sustituciones
siguientes 121F/Y/W, 161A, 223E/K. También pueden incluirse otras mutaciones, como se muestra mas adelante.

Posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 y 353

El polipéptido variante PS4 puede comprender una secuencia de tipo salvaje, o secuencia mutante siendo una
variante de una secuencia de tipo salvaje, tal como una secuencia ya mutada - incluyendo un polipéptido variante
PS4 que tiene una mutacién en una o mas de las posiciones 121, 161 y 223 - con sustituciones en una o mas
posiciones tal como las posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 y 353.

Posiciones 26, 70, 145, 188, 272 y 339

El polipéptido variante PS4 puede comprender una secuencia de tipo salvaje, o secuencia mutante siendo una
variante de una secuencia de tipo salvaje, tal como una secuencia ya mutada - incluyendo un polipéptido variante
PS4 que tiene una mutacién en una o mas de las posiciones 121, 161, 223, 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309,
316 y 353.- con sustituciones en una o mas posiciones tal como 26, 70, 145, 188, 272 y 339.

Asi, en general, la mutacién o mutaciones objeto en la posicion o posiciones relevantes pueden combinarse
ventajosamente con una Unica mutacion adicional en una, dos o todas las posiciones 26, 70, 145, 188, 272 y 339.

El polipéptido variante PS4 puede comprender una sustitucién en la posiciéon 26, preferiblemente 26E 6 26E. Mas
preferiblemente, la sustitucion en la posicién 26 comprende N26E o N26D. Lo mas preferiblemente, la sustitucién en
la posicion 26 comprende N26E.

El polipéptido variante PS4 puede comprender una sustitucion en la posicion 70, preferiblemente 70D. Mas
preferiblemente, la sustitucién en la posicion 26 comprende G70D.

El polipéptido variante PS4 puede comprender una sustitucién en la posicion 145, preferiblemente 145D. Mas
preferiblemente, la sustitucién en la posicién 145 comprende N145D.

El polipéptido variante PS4 puede comprender una sustitucién en la posicion 188, preferiblemente 188S, 188T 6
188H. Mas preferiblemente, la sustitucion en la posicion 188 comprende G188S, G188T o G188H. Lo mas
preferiblemente, la sustituciéon en la posicién 188 comprende G188S o G188H.

El polipéptido variante PS4 puede comprender una sustitucion en la posicién 272, preferiblemente 272Q. Mas
preferiblemente, la sustitucion en la posicién 272 comprende H272Q.

El polipéptido variante PS4 puede comprender una sustitucion en la posicion W339A, preferiblemente 339A 6 339E.
Mas preferiblemente, la sustitucion en la posiciéon 339 comprende W339A o W339E

Polipéptidos variantes PS4 basados en secuencias variantes
Combinaciones con las posiciones 33, 34, 121, 134, 141, 157, 178, 179, 223, 307 ylo 334

En algunas realizaciones, las secuencias parentales comprenden mutaciones en una o mas de, preferiblemente
todas, las posiciones 33, 34, 121, 134, 141, 157, 178, 179, 223, 307 y 334 (y de acuerdo con esto los polipéptidos
variantes PS4 también contendran las mutaciones relevantes correspondientes).
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En dichas realizaciones, las mutaciones son preferiblemente una o mas de, preferiblemente todas de: N33Y, D34N,
G121D, G134R, A141P, I1157L, L178F, A179T, G223A, H307L y S334P.

En dichas realizaciones, el polipéptido variante PS4 puede derivarse convenientemente de una secuencia de enzima
no maltogénica de Pseudomonas saccharophila que comprende una secuencia PSac-D34 (SEQ ID NO: 2).

Combinaciones con las posiciones 33, 34, 121, 134, 141, 157, 178, 179, 223, 307 y 334, 121, 161 ylo 223

Los polipéptidos variantes PS4 pueden comprender ademas mutaciones en cualquiera de las posiciones 33, 34,
121, 134, 141, 157, 178, 179, 223, 307 y 334 en combinacion con mutaciones en cualquiera de las posiciones 121,
161 y/o 223. Asi, describimos un polipéptido variante PS4 que comprende cualquier combinacion de: (a) una
cualquiera o0 mas de las mutaciones en los residuos 33, 34, 121, 134, 141, 157, 178, 179, 223, 307 y 334,
preferiblemente N33Y, D34N, G121D, G134R, A141P, 1157L, L178F, A179T, G223A, H307L y S334P; (b) una
cualquiera o mas de las mutaciones en las posiciones 121, 161 6 223, preferiblemente 121F, 121Y, 121W, 161A,
223E 6 223K, mas preferiblemente 121F, 161A 6 223E, y (c) una cualquiera o mas de las mutaciones en las
posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 6 353, preferiblemente 146G, 146M, 157M, 158T, 158A,
158S, 198W, 198F, 229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P, 316K, 316Q 6 353T, mas preferiblemente
146G, 157M, 158T, 198W, 229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P 6 353T.

En la presente memoria se describe un polipéptido variante PS4 que comprende todas de las mutaciones siguientes
mostradas en (a) anteriormente en combinacién con una o mas de las mutaciones mostradas en (c) anteriormente.
También se describe en la presente memoria un polipéptido variante PS4 que comprende todas de las mutaciones
siguientes mostradas en (a) anteriormente en combinacién con todas las mutaciones mostradas en (b)
anteriormente, en combinacién con una o mas de las mutaciones mostradas en (c) anteriormente.

Polipéptidos variantes PS4 basados en pMD96

Cuando se incluyen las mutaciones en todos de (a) y (b), el polipéptido variante PS4 puede derivarse
convenientemente de una secuencia de enzima no maltogénica de Pseudomonas saccharophila que comprende una
secuencia pMD96 (SEQ ID NO: 14).

Asi, en la presente memoria se describen polipéptidos variantes PS4 mostrados en los Ejemplos 12 a 20, que tienen
secuencias SEQ ID NO: 15 a 28. Como se muestra en los Ejemplos, cada uno de estos polipéptidos tiene una o mas
propiedades mejoradas comparado con su parental.

Otras combinaciones

Ademas, también pueden usarse secuencias parentales que comprenden mutaciones en otras posiciones, por
ejemplo, una cualquiera o mas de 134, 141, 157, 223, 307 y 334. Opcionalmente, éstas pueden incluir mutaciones
en una o ambas de las posiciones 33 y 34.

Asi, la secuencia parental puede comprender una o mas mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que
consiste en: 134, 141, 157, 223, 307, 334 y opcionalmente 33 y 34, (y de acuerdo con esto por supuesto los
polipéptidos variantes PS4 también contendran las mutaciones relevantes correspondientes).

En algunas realizaciones, los polipéptidos parentales comprenden sustituciones arginina en la posicion 134, prolina
en la posicion 141 y prolina en la posicién 334, por ejemplo, G134R, A141P y S334P.

En realizaciones adicionales, el polipéptido parental comprende ademas una mutacién en la posicion 121. El
polipéptido parental puede comprender ademas una mutacion en la posicion 178. Puede comprender ademas una
mutacién en la posicion 179. Puede comprender aun ademas una mutacién en la posicion 87. Las sustituciones
respectivas particularmente preferidas son preferiblemente 121D, mas preferiblemente G121D, preferiblemente
178F, mas preferiblemente L178F, preferiblemente 179T, mas preferiblemente A179T y preferiblemente 87S, mas
preferiblemente G87S.

Los residuos en estas posiciones pueden sustituirse por un numero de residuos, por ejemplo, 1157V o 1157N o
G223L o0 G223l o G223S o G223T o H307I o H307V o D34G o D34A o D34S o D34T o A179V. Sin embargo, los
polipéptidos parentales preferiblemente comprenden las sustituciones 1157L, G223A, H307L, L178F y A179T
(opcionalmente N33Y, D34N).

En una realizacion altamente preferida, los polipéptidos variantes PS4 comprenden una sustituciéon en una
cualquiera o mas de las posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 y 353, preferiblemente 146G, 157M,
158T, 198W, 229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P 6 353T, asi como una o mas de las sustituciones
siguientes: G134R, A141P, 11571, G223A, H307L, S334P, N33Y y D34N, junto con una o ambas de L178F y A179T.

Polipéptidos variantes PS4 basados en PSac-D20

Una variante PS4 puede estar basada en una secuencia de enzima no maltogénica parental de Pseudomonas
saccharophila, PSac-D20 (SEQ ID NO: 3).
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En dicha realizacion, los polipéptidos variantes PS4 comprenden una sustitucién en una cualquiera o mas de las
posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 y 353, preferiblemente 146G, 157M, 158T, 198W, 229P,
303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P 6 353T, asi como una o mas de las sustituciones siguientes: G134R,
A141P, 1571, G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N y G121D, junto con una o ambas de L178F y A179T.

Polipéptidos variantes PS4 basados en PSac-D14

Una variante PS4 puede estar basada en una secuencia de enzima no maltogénica parental de Pseudomonas
saccharophila PSac-D14 (SEQ ID NO: 4).

En dicha realizacion, por lo tanto, los polipéptidos variantes PS4 comprenden una sustituciéon en una cualquiera o
mas de las posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 y 353, preferiblemente 146G, 157M, 158T, 198W,
229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P 6 353T, asi como una o mas de las sustituciones siguientes:
G134R, A141P, 1157L, G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N, G121D y G87S, junto con una o ambas de L178F y
A179T.

Polipéptidos variantes PS4 basados en pMD55

Una variante PS4 puede estar basada en una secuencia de enzima no maltogénica parental de Pseudomonas
saccharophila pMD55 (SEQ ID NO: 13).

En dicha realizacion, los polipéptidos variantes PS4 pueden comprender una sustitucion en una cualquiera o mas de
las posiciones 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 y 353, preferiblemente 146G, 157M, 158T, 198W, 229P,
303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P 6 353T, asi como una o mas de las sustituciones siguientes: G134R,
A141P, I157L, G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N, G121F y G87S, junto con una o ambas de L178F y A179T. El
polipéptido variante PS4 se puede derivar de un polipéptido parental que tiene dichas sustituciones.

Polipéptidos variantes PS4 basados en polipéptidos parentales de Pseudomonas stutzeri

Las variantes de PS4 se pueden derivar de una secuencia de enzima no maltogénica de Pseudomonas stutzeri,
preferiblemente mostrada como SEQ ID NO: 7 mas adelante.

De acuerdo con esto, el polipéptido variante PS4 se puede derivar de una secuencia PStu-D34 (SEQ ID NO: 8).
Describimos ademas polipéptidos variantes PS4 basados en una secuencia de enzima no maltogénica de
Pseudomonas stutzeri e incluyendo las sustituciones G121 y/o G87. Estas pueden comprender las sustituciones
siguientes: G134R, A141P, 11571, G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N y G121D, junto con una o ambas de L178F y
A179T, asi como polipéptidos variantes PS4 que comprenden las sustituciones siguientes: G134R, A141P, I1157L,
G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N, G121D y G87S, junto con una o ambas de L178F y A179T.

Por lo tanto, un polipéptido variante PS4 se puede derivar de una secuencia de enzima no maltogénica parental de
Pseudomonas stutzeri, secuencia parental que puede tener una secuencia PStu-D20 (SEQ ID NO: 9), que
comprende G121D, o una secuencia PStu-D14 (SEQ ID NO: 10), que comprende ademas G878S.

Acidos nucleicos variantes PS4

También describimos acidos nucleicos PS4 que tienen secuencias que corresponden a o codifican las alteraciones
en las secuencias de polipéptido variante PS4, para uso en la produccion de dichos polipéptidos para los propésitos
descritos en la presente memoria. Asi, proporcionamos acidos nucleicos capaces de codificar cualquier secuencia
de polipéptido mostrada en este documento.

El experto en la técnica sera consciente de la relacion entre la secuencia de acido nucleico y la secuencia de
polipéptido, en particular, el cédigo genético y la degeneracion de este cdédigo, y sera capaz de construir dichos
acidos nucleicos PS4 sin dificultad. Por ejemplo, sera consciente de que para cada sustitucion de aminoacidos en la
secuencia del polipéptido variante PS4, puede haber uno o mas codones que codifican el aminoacido sustituido. De
acuerdo con esto, sera evidente que, dependiendo de la degeneracion del codigo genético respecto a ese residuo
de aminoacido particular, pueden generarse una o mas secuencias de acido nucleico PS4 correspondientes a esa
secuencia de polipéptido variante PS4. Ademas, cuando el polipéptido variante PS4 comprende mas de una
sustitucion, por ejemplo, A141P/G223A, los acidos nucleicos PS4 correspondientes pueden comprender
combinaciones por parejas de los codones que codifican respectivamente los dos cambios de aminoacidos.

Las secuencias de acido nucleico variante PS4 se pueden derivar de acidos nucleicos parentales que codifican
cualquiera de los polipéptidos parentales descritos anteriormente. En particular, los acidos nucleicos parentales
pueden comprender secuencias de tipo salvaje, por ejemplo, SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 12. Los acidos nucleicos
variantes PS4 pueden comprender por lo tanto acidos nucleicos que codifican exoamilasas no maltogénicas de tipo
salvaje, pero que codifican otro aminoacido en la posicion relevante en lugar del residuo de aminoacido de tipo
salvaje. Las secuencias de acido nucleico variante PS4 también pueden comprender secuencias de tipo salvaje con
una o mas mutaciones, por ejemplo, que codifican polipéptidos parentales descritos anteriormente bajo
"Combinaciones".
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Se entendera que las secuencias de acido nucleico que no son idénticas a las secuencias particulares de acido
nucleico variante PS4, pero que estan relacionadas con éstas, también seran utiles para los métodos y
composiciones descritos aqui, tal como una variante, homdlogo, derivado o fragmento de una secuencia de acido
nucleico variante PS4, o un complemento o una secuencia capaz de hibridar de éstas. A no ser que el contexto dicte
otra cosa, el término "acido nucleico variante PS4" debe tomarse como que incluye cada una de estas entidades
listadas anteriormente.

Las mutaciones en la secuencia de aminoacidos y secuencia de acido nucleico pueden hacerse mediante cualquiera
de varias técnicas, como se conoce en la técnica. Las secuencias variantes pueden hacerse facilmente usando
cualquiera de las técnicas de mutagénesis conocidas, por ejemplo, mutagénesis dirigida a sitio usando PCR con los
cebadores de oligonucledtido apropiados, mutagénesis de adicion 5', mutagénesis de cebadores con
emparejamiento erréneo, etc. alternativamente, o ademas, las secuencias de acido nucleico variante PS4 pueden
hacerse de novo.

En realizaciones particularmente preferidas, las mutaciones se introducen en secuencias parentales mediante PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) usando cebadores apropiados, como se ilustra en los Ejemplos. Es por lo
tanto posible alterar la secuencia de un polipéptido introduciendo cualesquiera sustituciones deseadas de
aminoacidos en un polipéptido parental, preferiblemente que tiene actividad exoamilasa no maltogénica, tal como en
una secuencia de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia o de Pseudomonas stutzeri a nivel de aminoacidos o
acido nucleico, como se describe. Describimos un método en el que la secuencia de una exoamilasa no maltogénica
se altera mediante la alteracion de la secuencia de un acido nucleico que codifica la exoamilasa no maltogénica.

Sin embargo, se apreciara por supuesto que no es necesario de hecho que el polipéptido variante PS4 derive
realmente de una secuencia de polipéptido o acido nucleico de tipo salvaje, por ejemplo, por mutacién paso a paso.
En lugar de esto, una vez se establece la secuencia del polipéptido variante PS4, el experto en la técnica puede
hacer facilmente esa secuencia a partir del tipo salvaje con todas las mutaciones, por medios conocidos en la
técnica, por ejemplo, usando cebadores de oligonucleétidos apropiados y PCR. De hecho, el polipéptido variante
PS4 puede prepararse de novo con todas sus mutaciones, a través, por ejemplo, de metodologia de sintesis de
péptidos.

En general, sin embargo, los polipéptidos y/o acidos nucleicos variantes PS4 se derivan o pueden derivarse de una
secuencia "precursora”. El término "precursora” tal y como se usa en la presente memoria significa una enzima que
precede a la enzima que se modifica segun los métodos y composiciones descritos aqui. Un precursor por lo tanto
incluye una enzima usada para producir una enzima modificada. Asi, el precursor puede ser una enzima que se
modifica por mutagénesis como se describe en otro lugar de este documento. Asimismo, el precursor puede ser una
enzima de tipo salvaje, una enzima de tipo salvaje variante o una enzima ya mutada.

Los polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4 pueden producirse por cualquier medio conocido en la técnica.
Especificamente, pueden expresarse a partir de sistemas de expresion, que pueden tener una naturaleza in vitro o in
vivo. Especificamente, describimos plasmidos y vectores de expresion que comprenden secuencias de acido
nucleico PS4, preferiblemente capaces de expresar polipéptidos variantes PS4. También se describen células y
células huésped que comprenden y preferiblemente se transforman con dichos acidos nucleicos PS4, plasmidos y
vectores, y debe quedar claro que éstas también estan englobadas en este documento.

En realizaciones preferidas, la secuencia de polipéptido variante PS4 se usa como un aditivo alimenticio en una
forma aislada. El término "aislado" significa que la secuencia carece al menos sustancialmente de al menos otro
componente con el que la secuencia esta asociada naturalmente en la naturaleza y como se encuentra en la
naturaleza. En un aspecto, preferiblemente la secuencia estd en una forma purificada. El término "purificada"
significa que la secuencia esta en un estado relativamente puro - por ejemplo, al menos aproximadamente 90%
pura, o al menos aproximadamente 95% pura, o al menos aproximadamente 98% pura.

Numeracién de posiciones

Todas las posiciones referidas en el presente documento por numeracion se refieren a la numeracion de una
secuencia de referencia de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia mostrada a continuacion (SEQ ID NO: 1):

1
6l
121
181
241
301
361
421
481

DQAGKSPAGY
RDFSSWIDGG
GYPDKEINLP
LRSGYGAGGF
IIKDWSDRAK
ONGGOHHWAL
SATSFHSGYS
GDGGGNDGGE
KGSIALPDGQ

RYHGGDEIIL
KSGGGEGYFW
AGQGFWRNDC
RFDFVRGYAP
CPVFDFALKE
ODGLIRQAYA
GLVATVSGSQ
GGLVNVNFRC
NVEWKCLIRN

QGFHWNVVRE
HDFNKNGRYG
ADPGNYPNDC
ERVDSWMSDS
RMONGSVADW
YILTSPGTPV
QTLVVALNSD
DNGVTQMGDS
EADATLVROW

11

APNDWYNTLR
SDAQLRQAAG
DDGDRFIGGE
ADSSFCVGEL
KHGLNGNPDP
VYWSHMYDWE
LANPGQVASG
VYAVGNVSOL
QSGGNNOVOA

DOASTIZAADG
ALGGAGVKVL
SDLNTGHPQI
WEKGPSEYPSW
RWREVAVTEV
YGDFIRQLIQ
SFSEAVNASN
GNWSPASAVR
BAAGASTSGSF

FSATWMPVEW
YDVVPNHMNR
YGMFRDELAN
DWRNTASWQQ
DNHDTGYSPG
VRRTAGVRAD
GQURVWRSGS
LTDTSSYPTW
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La secuencia de referencia se deriva de la secuencia de Pseudomonas saccharophilia que tiene el niUmero de
acceso SWISS-PROT P22963, pero sin la secuencia sefial MSHILRAAVLAAVLLPFPALA.

El dominio de uniéon a almidén C-terminal EGGLVNVNFR CDNGVTQMGD SVYAVGNVSQ LGNWSPASAV
RLTDTSSYPT WKGSIALPDG QNVEWKCLIR NEADATLVRQ WQSGGNNQVQ AAAGASTSGS F puede ignorarse
opcionalmente. Alternativamente, puede incluirse.

En el contexto de la presente descripcion, se emplea una numeracién especifica de posiciones de residuos de
aminoacidos en las enzimas exoamilasa PS4. A este respecto, mediante el alineamiento de las secuencias de
aminoacidos de varias exoamilasas conocidas, es posible asignar sin ambigliedad un ndmero de posicion de
aminoacido de exoamilasa a cualquier posicion de residuo de aminoacido en cualquier enzima exoamilasa, cuya
secuencia de aminoacidos es conocida. Usando el sistema de numeracién que se origina por ejemplo de la
secuencia de aminoacidos de la exoamilasa obtenida de Pseudomonas saccharophilia, alineada con secuencias de
aminoacidos de varias otras exoamilasas conocidas, es posible indicar la posicién de un residuo de aminoacido en
una exoamilasa sin ambigtiedad.

Por lo tanto, el sistema de numeracién, aunque puede usar una secuencia especifica como un punto de referencia
basico, también es aplicable a todas las secuencias homologas relevantes. Por ejemplo, la numeracion de posicion
puede aplicarse a secuencias homologas de otras especies de Pseudomonas, o secuencias homodlogas de otras
bacterias. Preferiblemente, dichos homologos tienen 60% o mas de homologia, por ejemplo 70% o mas, 80% o mas,
90% o mas 6 95% o mas de homologia, con la secuencia de referencia SEQ ID NO: 1 anterior, o las secuencias que
tienen numeros de acceso SWISS-PROT P22963 o P13507, preferiblemente con todas estas secuencias. La
homologia de secuencia entre proteinas puede averiguarse usando programas de alineamiento muy conocidos y
técnicas de hibridacion descritas en la presente memoria. Dichas secuencias homdlogas, asi como los equivalentes
funcionales descritos mas adelante, se referiran en este documento como la "familia PS4".

Ademas, y como se ha indicado anteriormente, el sistema de numeracion usado en este documento hace referencia
a una secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, que se deriva de la secuencia de Pseudomonas saccharophilia que
tiene el nimero de acceso SWISS-PROT P22963, pero sin la secuencia seial MSHILRAAVLAAVLLPFPALA. Esta
secuencia sefial esta localizada N terminal respecto a la secuencia de referencia y consiste en 21 residuos de
aminoacidos. De acuerdo con esto, sera trivial identificar los residuos particulares que se van a mutar o sustituir en
secuencias correspondientes que comprenden la secuencia sefial, o de hecho secuencias correspondientes que
comprenden cualquier otra extensién o delecién N- o C- terminal. En relacién con adiciones o deleciones N-
terminales, todo lo que se requiere es compensar la numeracion de las posiciones por el nimero de residuos
insertados o delecionados. Por ejemplo, la posicion 1 en SEQ ID NO: 1 corresponde a la posicién 22 en una
secuencia con la secuencia sefal.

Enzima/polipéptido parental

Los polipéptidos variantes PS4 se derivan de, o son variantes de, otra secuencia, conocida como una "enzima
parental”, un "polipéptido parental" o una "secuencia parental".

El término "enzima parental" tal y como se usa en est documento significa la enzima que tiene una estructura
quimica cercana, preferiblemente la mas cercana, a la variante resultante, es decir, el polipéptido o acido nucleico
variante PS4. La enzima parental puede ser una enzima precursora (es decir, la enzima que esta mutada realmente)
0 puede prepararse de novo. La enzima parental puede ser una enzima de tipo salvaje, o puede ser una enzima de
tipo salvaje que comprende una o mas mutaciones.

El término "precursor” tal y como se usa en la presente memoria significa una enzima que precede a la enzima que
se modifica para producir la enzima. Asi, el precursor puede ser una enzima que se modifica por mutagénesis.
Asimismo, el precursor puede ser una enzima de tipo salvaje, una enzima de tipo salvaje variante o una enzima ya
mutada.

El término "de tipo salvaje" es un término de la técnica entendido por los expertos en la técnica y significa un fenotipo
que es caracteristico de la mayoria de los miembros de una especie naturales y que contrasta con el fenotipo de un
mutante. Asi, en el presente contexto, la enzima de tipo salvaje es una forma de la enzima encontrada naturalmente
en la mayoria de los miembros de la especie relevante. Generalmente, la enzima de tipo salvaje relevante en
relacion con los polipéptidos variantes descritos aqui es la enzima de tipo salvaje correspondiente relacionada mas
de cerca en términos de homologia de secuencia. Sin embargo, cuando una secuencia de tipo salvaje particular se
ha usado como la base para producir un polipéptido variante PS4 como se describe aqui, ésta sera la secuencia de
tipo salvaje correspondiente independientemente de la existencia de otra secuencia de tipo salvaje que esta
relacionada mas de cerca en términos de homologia de secuencia de aminoacidos.

La enzima parental es preferiblemente un polipéptido que preferiblemente presenta actividad exoamilasa no
maltogénica. Preferiblemente, la enzima parental es una exoamilasa no maltogénica en si misma. Por ejemplo, la
enzima parental puede ser una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas saccharophila, tal como un polipéptido
que tiene el niumero de acceso SWISS-PROT P22963, o una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas stutzeri,
tal como un polipéptido que tiene el nimero de acceso SWISS-PROT P13507.
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Otros miembros de la familia PS4 pueden usarse como enzimas parentales; dichos "miembros de la familia PS4"
seran generalmente similares a, homdlogos a, o equivalentes funcionalmente a cualquiera de estas dos enzimas, y
pueden identificarse por métodos estandar, tal como cribado por hibridacion de una biblioteca adecuada usando
sondas, o por analisis de la secuencia del genoma.

En particular, los equivalentes funcionales de cualquiera de estas dos enzimas, asi como otros miembros de la
"familia PS4" también pueden usarse como puntos de partida o polipéptidos parentales para la generacion de
polipéptidos variantes PS4 como se describe aqui.

Un "equivalente funcional" de una proteina significa algo que comparte una o mas, preferiblemente sustancialmente
todas, las funciones de esa proteina. Preferiblemente, dichas funciones son funciones bioldgicas, preferiblemente
funciones enzimaticas, tal como actividad amilasa, preferiblemente actividad exoamilasa no maltogénica. En relacion
con una enzima parental, el término "equivalente funcional" preferiblemente significa una molécula que tiene una
funcién similar o idéntica a una molécula parental. La molécula parental puede ser una exoamilasa no maltogénica
de Pseudomonas saccharophila o una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas stutzeri o un polipéptido
obtenido de otras fuentes.

El término "equivalente funcional" en relaciéon con una enzima parental que es una exoamilasa no maltogénica de
Pseudomonas saccharophila, tal como polipéptido que tiene el nimero de acceso SWISS-PROT P22963, o una
exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas stutzeri, tal como un polipéptido que tiene el nimero de acceso
SWISS-PROT P13507 significa que el equivalente funcional podria obtenerse de ofras fuentes. La enzima
funcionalmente equivalente puede tener una secuencia de aminoacidos diferente, pero tendra actividad exoamilasa
no maltogénica. Los ejemplos de ensayos para determinar la funcionalidad se describen en la presente memoria y
son conocidos para un experto en la técnica.

En realizaciones altamente preferidas, el equivalente funcional tendra homologia de secuencia con cualquiera de las
exoamilasas no maltogénicas de Pseudomonas saccharophila y Pseudomonas stutzeri mencionadas anteriormente,
preferiblemente ambas. El equivalente funcional también puede tener homologia de secuencia con cualquiera de las
secuencias mostradas como SEQ ID NOs: 1 a 14, preferiblemente SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 7 o ambas. La
homologia de secuencia entre dichas secuencias es preferiblemente al menos 60%, preferiblemente 65% o mas,
preferiblemente 75% o mas, preferiblemente 80% o mas, preferiblemente 85% o mas, preferiblemente 90% o mas,
preferiblemente 95% o mas. Dichas homologias de secuencia pueden generarse por cualquiera de varios programas
informaticos conocidos en la técnica, por ejemplo, BLAST o FASTA, etc. Un programa informatico adecuado para
llevar a cabo dicho alineamiento es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (University of Wisconsin, EEUU; Devereux et
al., 1984, Nucleic Acids Research 12:387). Los ejemplos de otro software que puede realizar comparaciones de
secuencias incluyen, pero no estan limitados a, el paquete BLAST (véase Ausubel ef al., 1999 ibid - Capitulo 18),
FASTA (Atschul et al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410) y el paquete de herramientas de comparacion GENEWORKS.
Tanto BLAST como FASTA estan disponibles para la busqueda fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al., 1999
ibid, paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, se prefiere usar el programa GCG Bestfit.

En otras realizaciones, los equivalentes funcionales seran capaces de hibridar especificamente con cualquiera de
las secuencias mostradas anteriormente. Los métodos para determinar si una secuencia es capaz de hibridar con
otra son conocidos en la técnica, y se describen por ejemplo en Sambrook, et al (supra) y Ausubel, F. M. et al.
(supra). En realizaciones altamente preferidas, los equivalentes funcionales seran capaces de hibridar en
condiciones astringentes, por ejemplo, 65°C y 0,1xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M Nas Citrato pH 7,0}.

Por ejemplo, los equivalentes funcionales que tienen homologia de secuencia con exoamilasas no maltogénicas de
Pseudomonas saccharophila y Pseudomonas stutzeri son adecuados para uso como enzimas parentales. Dichas
secuencias pueden diferenciarse de la secuencia de Pseudomonas saccharophila en una cualquiera o mas
posiciones. Ademas, las exoamilasas no maltogénicas de otras cepas de Pseudomonas spp, tal como ATCC17686,
también pueden usarse como un polipéptido parental. Los residuos de polipéptido variante PS4 pueden insertare en
cualquiera de estas secuencias parentales para generar las secuencias de polipéptido variante PS4.

Se entendera que cuando se desea que los polipéptidos variantes PS4 comprendan adicionalmente una o mas
mutaciones, como se ha mostrado anteriormente, pueden hacerse las mutaciones correspondientes en las
secuencias de acido nucleico de los equivalentes funcionales de la exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas
spp, asi como otros miembros de la "familia PS4", con el fin de que puedan usarse como puntos de partida o
polipéptidos parentales para la generacion de polipéptidos variantes PS4 como se describe aqui.

Especificamente incluidos en el término "polipéptidos variantes PS4" son los polipéptidos descritos en:

US 60/485.413, 60/485.539 y 60/485.616; PCT/US2004/021723 y PCT/US2004/021739; US 10/886.905 y
10/866.903; US 60/608.919; US 60/612.407; US 60/485.539; PCT/IB2004/002487; US 10/886.023; US 10/886.505,
US 10/886.527 y US 10/886,504; US 10/947.612.

Dichos polipéptidos son adecuados para uso en las aplicaciones descritas en la presente memoria, en particular,
como aditivos alimenticios, para tratar almidén como se describe, para preparar un producto alimenticio, para
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preparar un producto de panaderia, para la formulaciéon de composiciones mejoradoras, para la formulacion de
combinaciones, etc.

Modificacién de secuencias parentales

Las enzimas parentales pueden modificarse a nivel de aminoacidos o a nivel de acido nucleico para generar las
secuencias variantes PS4 como se describe aqui. Por lo tanto, proporcionamos la generacion de polipéptidos
variantes PS4 mediante la introduccién de uno o mas cambios de codones correspondientes en la secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido de exoamilasa no maltogénica.

La numeracién de los acidos nucleicos debe ser preferiblemente con referencia a la numeracién de posiciones de
una secuencia de nucleétidos de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 6.
Alternativamente, o ademas, puede hacerse referencia a la secuencia con el nimero de acceso GenBank X16732.
En realizaciones preferidas, la numeracién de los acidos nucleicos debe ser preferiblemente con referencia a la
secuencia de nucleotidos mostrada como SEQ ID NO: 6. Sin embargo, como con la numeracion de los residuos de
aminoacidos, la numeracion de residuos de esta secuencia debe usarse sélo para propdsitos de referencia. En
particular, se apreciara que los cambios de codones anteriores pueden hacerse en cualquier secuencia de acido
nucleico de la familia PS4. Por ejemplo, loa cambios de secuencia pueden hacerse en la secuencia de acido
nucleico de exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas saccharophila o Pseudomonas stutzeri (por ejemplo,
X16732, SEQ ID NO: 6 0 M24516, SEQ ID NO: 12).

La enzima parental puede comprender la enzima "completa”, es decir, en su longitud completa como ocurre en la
naturaleza (o como mutada), o puede comprender una forma truncada de ésta. La variante PS4 derivada de éstas
puede estar de acuerdo con esto asi truncadas, o ser de "longitud completa”. El truncamiento puede estar en el
extremo N-terminal, o el extremo C-terminal, preferiblemente el extremo C-terminal. La enzima parental o variante
PS4 puede carecer de una o mas partes, tal como subsecuencias, secuencias sefal, dominios o restos, ya sean
activos o no etc. Por ejemplo, la enzima parental o el polipéptido variante PS4 puede carecer de una secuencia
sefial, como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, o ademas, la enzima parental o la variante PS4 puede
carecer de uno o mas dominios cataliticos o de union.

En realizaciones altamente preferidas, la enzima parental o variante PS4 puede carecer de uno o mas de los
dominios presentes en exoamilasas no maltogénicas, tal como el dominio de unién a almidén. Por ejemplo, los
polipéptidos PS4 pueden tener solo la secuencia hasta la posicion 429, respecto a la numeraciéon de una exoamilasa
no maltogénica de Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1. Debe indicarse que éste es el caso
para las variantes PS4 pSac-d34, pSac-D20 y pSac-D14.

En otras realizaciones, la enzima parental o variante PS4 puede comprender una enzima "completa", es decir, en su
longitud completa como ocurre en la naturaleza (o como mutada), junto con una o mas secuencias de aminoacidos
adicionales en el extremo N o extremo C. Por ejemplo, la enzima parental o polipéptido variante PS4 puede
comprender un Unico residuo de aminoacido extra en el extremo C o extremo N, por ejemplo, M, A, G, etc.
Preferiblemente, el residuo de aminoacido adicional esta presente en el extremo N. Cuando se incluyen uno o mas
residuos adicionales, la numeracioén de las posiciones se compensara por la longitud de la adicion.

Amilasa
Los polipéptidos variantes PS4 comprenden generalmente actividad amilasa.

El término "amilasa" se usa en su sentido normal - por ejemplo, una enzima que inter alia es capaz de catalizar la
degradaciéon de almidén. En particular, hay hidrolasas que son capaces de escindir uniones O-glicosidicas a-D-
(1—4) en el almidon.

Las amilasas son enzimas que degradan almidén, clasificadas como hidrolasas, que escinden uniones O-
glicosidicas a-D-(1—4) en el almidén. Generalmente, las a-amilasas (E.C. 3.2.1.1, a-D-(1—4)-glucan
glucanohidrolasa) se definen como enzimas con actividad endo que escinden uniones O-glicosidicas a-D-(1—4) en
la molécula de almidén de una manera aleatoria. Por el contrario, las enzimas amiloliticas con actividad exo, tal
como B-amilasas (E.C. 3.2.1.2, a-D-(1—4)-glucan maltohidrolasa), y algunas amilasas especificas de producto como
alfa-amilasa maltogénica (E.C. 3.2.1.133) escinden la molécula de almidéon desde el extremo no reductor del
sustrato. Las B-amilasas, a-glucosidasas (E.C. 3.2.1.20, a-D-glucésido glucohidrolasa), glucoamilasa (E.C. 3.2.1.3,
a-D-(1—4)-glucan glucohidrolasa), y amilasas especificas de producto pueden producir malto-oligosacaridos de una
longitud especifica a partir de almidén.

Exoamilasa no maltogénica

Los polipéptidos variantes PS4 descritos en este documento se derivan de (o son variantes de) polipéptidos que
preferiblemente presentan actividad exoamilasa no maltogénica. Preferiblemente, estas enzimas parentales son
exoamilasas no maltogénicas en si mismas. Los polipéptidos variantes PS4 en si mismos en realizaciones altamente
preferidas también presentan actividad exoamilasa no maltogénica.
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En realizaciones altamente preferidas, el término "enzima exoamilasa no maltogénica" tal y como se usa en este
documento debe tomarse que significa que la enzima no degrada inicialmente almidén en cantidades sustanciales
de maltosa como se analiza segun el procedimiento de determinacion del producto como se describe en este
documento.

En realizaciones altamente preferidas, la exoamilasa no maltogénica comprende una exo-maltotetraohidrolasa. La
exo-maltotetraohidrolasa (E.C.3.2.1.60) se conoce mas formalmente como glucan 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa. Esta
enzima hidroliza las uniones 1,4-alfa-D-glucosidicas en polisacaridos amilaceos de manera que se eliminan residuos
de maltotetraosa sucesivos desde los extremos de cadena no reductores.

Las exoamilasas no maltogénicas se describen con detalle en la Patente US nimero 6.667.065.
Ensayos para actividad exoamilasa no maltogénica

El sistema siguiente se usa para caracterizar los polipéptidos que tienen actividad exoamilasa no maltogénica que
son adecuados para uso segun los métodos y composiciones descritos aqui. Este sistema puede usarse por ejemplo
para caracterizar los polipéptidos parentales o variantes PS4 descritos aqui.

Como informacion de fondo inicial, la amilopectina de maiz ceroso (que se puede obtener como WAXILYS 200 de
Roquette, Francia) es un almidon con un contenido muy alto en amilopectina (por encima del 90%). Se hierven 20
mg/ml de almidon de maiz ceroso durante 3 min, en un tamp6n de 50 mM MES (acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico), 2 mM cloruro de calcio, pH 6,0 y posteriormente se incuba a 50°C y se usa en media hora.

Una unidad de la exoamilasa no maltogénica se define como la cantidad de enzima que libera productos de hidrdlisis
equivalentes a 1 ymol de azucar reductor por min, cuando se incuba a 50 grados C en un tubo de ensayo con 4 ml
de 10 mg/ml almidén de maiz ceroso en 50 mM MES, 2 mM cloruro de calcio, pH 6,0 preparado como se ha descrito
anteriormente. Los azUcares reductores se miden usando maltosa como estandar y usando el método del acido
dinitrosalicilico de Bernfeld, Methods Enzymol., (1954), 1, 149-158 u otro método conocido en la técnica para
cuantificar azdcares reductores.

El patréon de los productos de hidrdlisis de la exoamilasa no maltogénica se determina incubando 0,7 unidades de
exoamilasa no maltogénica durante 15 ¢ 300 min, a 50°C en un tubo de ensayo con 4 ml de 10 mg/ml almidén de
maiz ceroso en el tampén preparado como se ha descrito anteriormente. La reaccion se para sumergiendo el tubo
de ensayo durante 3 min en un bafio de agua hirviendo.

Los productos de hidrdlisis se analizan y cuantifican por HPLC de intercambio anidnico usando una columna Dionex
PA 100 con acetato de sodio, hidroxido de sodio y agua como eluyentes, con deteccién amperométrica pulsada y
con maltooligosacaridos lineales conocidos de glucosa a maltoheptaosa como estandares. El factor de respuesta
usado para maltooctaosa a maltodecaosa es el factor de respuesta encontrado para maltoheptaosa.

Preferiblemente, los polipéptidos variantes PS4 tienen actividad exoamilasa no maltogénica de manera que si una
cantidad de 0,7 unidades de dicha exoamilasa no maltogénica se incubaran durante 15 minutos a una temperatura
de 50°C a pH 6,0 en 4 ml de una disolucién acuosa de 10 mg de almidén de maiz ceroso pre-hervido por ml de
disolucion tamponada que contiene 50 mM 2-(acido N-morfolino)etano sulfénico y 2 mM cloruro de calcio entonces
la enzima rendiria producto(s) de hidrodlisis que consistirian en uno o mas malto-oligosacaridos lineales de dos a diez
unidades de D-glucopiranosilo y opcionalmente glucosa; tal como al menos 60%, preferiblemente al menos 70%,
mas preferiblemente al menos 80% y lo mas preferiblemente al menos 85% en peso de dichos productos de
hidrdlisis consistiria en maltooligosacaridos lineales de tres a diez unidades de D-glucopiranosilo, preferiblemente de
maltooligosacaridos lineales que consisten en cuatro a ocho unidades de D-glucopiranosilo.

Para facilitar la referencia, y para los presentes propdsitos, la caracteristica de incubar una cantidad de 0,7 unidades
de la exoamilasa no maltogénica durante 15 minutos a una temperatura de 50°C a pH 6,0 en 4 ml de una disolucién
acuosa de 10 mg de almidén de maiz ceroso pre-hervido por ml de disolucién tamponada que contiene 50 mM 2-
(acido N-morfolino)etano sulfénico y 2 mM cloruro de calcio, puede referirse como el "Ensayo de Incubacion del
Almiddn de Maiz Ceroso".

Asi, expresado de forma alternativa, los polipéptidos variantes PS4 preferidos que son exoamilasas no maltogénicas
se caracterizan por tener la capacidad en el ensayo de incubacion de almidén de maiz ceroso de rendir producto(s)
de hidrdlisis que consistirian en uno o mas malto-oligosacaridos lineales de dos a diez unidades de D-
glucopiranosilo y opcionalmente glucosa; tal como al menos 60%, preferiblemente al menos 70%, mas
preferiblemente al menos 80% y lo mas preferiblemente al menos 85% en peso de dichos producto(s) de hidrélisis
consistiria en maltooligosacaridos lineales de tres a diez unidades de D-glucopiranosilo, preferiblemente de
maltooligosacaridos lineales que consisten en cuatro a ocho unidades de D-glucopiranosilo.

Los productos de hidrdlisis en el ensayo de incubacion del almidén de maiz ceroso pueden incluir uno o mas malto-
oligosacaridos lineales de dos a diez unidades de D-glucopiranosilo y opcionalmente glucosa. Los productos de
hidrdlisis en el ensayo de incubacién del almidon de maiz ceroso también pueden incluir otros productos hidroliticos.
No obstante, las cantidades en % en peso de maltooligosacaridos lineales de tres a diez unidades de D-
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glucopiranosilo se basan en la cantidad del producto de hidrdlisis que consiste en uno o mas malto-oligosacaridos
lineales de dos a diez unidades de D-glucopiranosilo y opcionalmente glucosa. En otras palabras, las cantidades en
% en peso de maltooligosacaridos lineales de tres a diez unidades de D-glucopiranosilo no se basan en la cantidad
de productos de hidrdlisis distintos de uno o mas malto-oligosacaridos lineales de dos a diez unidades de D-
glucopiranosilo y glucosa.

Los productos de hidrdlisis pueden analizarse por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, los productos de
hidrélisis pueden analizarse por HPLC de intercambio aniénico usando una columna Dionex PA 100 con deteccién
amperométrica pulsada y con, por ejemplo, maltooligosacaridos lineales conocidos de glucosa a maltoheptaosa
como estandares.

Para facilitar la referencia, y para los presentes propositos, la caracteristica de analizar el o los productos de
hidrélisis usando HPLC de intercambio aniénico usando una columna Dionex PA 100 con deteccion amperométrica
pulsada y con maltooligosacaridos lineales conocidos de glucosa a maltoheptaosa usados como estandares, puede
referirse como "analizar por intercambio anionico". Por supuesto, y como se acaba de indicar, serian suficientes
otras técnicas analiticas, asi como otras técnicas de intercambio aniénico especificas.

Asi, expresado de forma alternativa, un polipéptido variante PS4 preferido es uno que tiene exoamilasa no
maltogénica tal que tiene la capacidad en un ensayo de incubacion de almidon de maiz ceroso de rendir producto o
productos de hidrdlisis que consistirian en uno o mas malto-oligosacaridos lineales de dos a diez unidades de D-
glucopiranosilo y opcionalmente glucosa, siendo capaces dichos productos de hidrdlisis de ser analizados por
intercambio anidnico; de manera que al menos 60%, preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente al menos
80% y lo mas preferiblemente al menos 85% en peso de dicho o dichos productos de hidrdlisis consistirian en
maltooligosacaridos lineales de tres a diez unidades de D-glucopiranosilo, preferiblemente de maltooligosacaridos
lineales que consisten en de cuatro a ocho unidades de D-glucopiranosilo.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "malto-oligosacarido lineal" se usa en el sentido normal como
que significa 2-10 unidades de a-D-glucopiranosa unidas por un enlace a-(1—4).

En realizaciones altamente preferidas, los polipéptidos PS4 descritos aqui tienen actividad exoamilasa mejorada,
preferiblemente actividad exoamilasa no maltogénica, cuando se comparan con el polipéptido parental,
preferiblemente cuando se ensayan en las mismas condiciones. En particular, en realizaciones altamente preferidas,
los polipéptidos variantes PS4 tienen 10% o mas, preferiblemente 20% o mas, preferiblemente 50% o mas, actividad
exoamilasa comparados con sus parentales, preferiblemente cuando se mide en un ensayo de almidéon de maiz
Ceroso.

Los productos de hidrdlisis pueden analizarse por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, los productos de
hidrélisis pueden analizarse por HPLC de intercambio aniénico usando una columna Dionex PA 100 con deteccién
amperométrica pulsada y con, por ejemplo, maltooligosacaridos lineales conocidos de glucosa a maltoheptaosa
como estandares.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "malto-oligosacarido lineal" se usa en el sentido normal como
que significa 2-20 unidades de a-D-glucopiranosa unidas por un enlace a-(1—4).

Propiedades mejoradas

Las variantes PS4 descritas aqui tienen preferiblemente propiedades mejoradas cuando se comparan con sus
enzimas parentales, tal como una cualquiera o mas de termoestabilidad mejorada, estabilidad en pH mejorada, o
exo-especificidad mejorada.

En particular, los polipéptidos variantes PS4 que tienen mutaciones en la posicion 303, por ejemplo, 303E, 303D,
306T y 306G tienen exo-especificidad incrementada. Aquellos que tienen mutaciones en cualquiera de las
posiciones 146, 157, 158, 198, 229, (preferiblemente ambas 198 y 229), 309, 316, 316 y 353, por ejemplo, 146G,
157M, 158T, 198W, 229P, (198W, 229P), 309P, 316S, 316P y 353T presentan termoestabilidad mejorada.

Sin pretender la vinculacion a ninguna teoria particular, creemos que las mutaciones en las posiciones particulares
tienen efectos individuales y acumulativos en las propiedades de un polipéptido que comprende dichas mutaciones.

Termoestabilidad y estabilidad en pH

Preferiblemente, el polipéptido variante PS4 es termoestable; preferiblemente, tiene una mayor termoestabilidad que
su enzima parental.

Por lo tanto, proporcionamos polipéptidos variantes PS4 que tienen una mayor termoestabilidad comparados con el
polipéptido parental o un polipéptido de tipo salvaje cuando se ensayan en las mismas condiciones.
Especificamente, proporcionamos polipéptidos variantes PS4 que comprenden mutaciones en una cualquiera o mas
de las posiciones 121, 145, 146, 157, 158, 188, 198, 223, 229, 316, 353, mas preferiblemente una cualquiera o mas
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de las mutaciones 121A, 121D, 121F, 121H, 121M, 121W, 121Y, 145D, 146G, 157M, 158T, 188H, 188S, 198W,
223A, 223E, 223K, 223R, 223V, 229P, 316P, 316S, 353T.

En trigo y otros cereales, las cadenas laterales externas en la amilopectina estan en el intervalo de DP 12-19. Asi, la
hidrdlisis enzimatica de las cadenas laterales de la amilopectina, por ejemplo, por polipéptidos variantes PS4 como
se describe que tienen actividad exoamilasa no maltogénica, puede reducir de forma importante sus tendencias a la
cristalizacion.

El almiddn en el trigo y otros cereales usados para propositos de horneado esta presente en la forma de granulos de
almidon que generalmente son resistentes al ataque enzimatico por amilasas. Asi, la modificacion del almidon esta
limitada principalmente a almidon dafiado y progresa muy lentamente durante el procesamiento de la masa y
horneado inicial hasta que empieza la gelatinizaciéon a aproximadamente 60C. Como consecuencia de esto, solo las
amilasas con un alto grado de termoestabilidad son capaces de modificar el almidén eficientemente durante el
horneado. y generalmente la eficiencia de las amilasas se incrementa con termoestabilidad incrementada. Esto es
porque cuanto mas termoestable es la enzima mayor es el tiempo en el que puede estar activa durante el horneado
y asi mayor sera el efecto antiendurecimiento que proporcione.

De acuerdo con esto, el uso de polipéptidos variantes PS4 como se describe aqui cuando se afiaden al almidén en
cualquier estadio de su procesamiento en un producto alimenticio, por ejemplo, antes, durante o después del
horneado en pan puede retardar o impedir o ralentizar la retrogradacion. Dicho uso se describe con mas detalle mas
adelante.

Tal y como se usa en la presente memoria el término "termoestable" se refiere a la capacidad de la enzima de
retener actividad después de exposicion a temperaturas elevadas. Preferiblemente, el polipéptido variante PS4 es
capaz de degradar almidon a temperaturas de aproximadamente 55°C a aproximadamente 80°C o mas.
Adecuadamente, la enzima retiene su actividad después de exposicién a temperaturas de hasta aproximadamente
95°C.

La termoestabilidad de una enzima tal como una exoamilasa no maltogénica se mide por su vida media. Asi, los
polipéptidos variantes PS4 descritos aqui tienen vidas medias prolongadas respecto a la enzima parental
preferiblemente un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200% o mas, preferiblemente a
temperaturas elevadas de 55°C a aproximadamente 95°C o mas, preferiblemente a aproximadamente 80°C.

Tal y como se usa aqui, la vida media (t1/2) es el tiempo (en minutos) durante el que la mitad de la actividad de la
enzima se inactiva en condiciones de calor definidas. En realizaciones preferidas, la vida media se ensaya a 80
grados C. Preferiblemente, la muestra se calienta durante 1-10 minutos a 80°C o mas. El valor de la vida media se
calcula entonces midiendo la actividad amilasa residual, por cualquiera de los métodos descritos aqui.
Preferiblemente, un ensayo de vida media se lleva a cabo como se describe con mas detalle en los Ejemplos.

Preferiblemente, las variantes PS4 descritas aqui son activas durante el horneado e hidrolizan almidén durante y
después de la gelatinizacion de los granulos de almidén que empieza a temperaturas de aproximadamente 55°C.
Cuanto mas termoestable es la exoamilasa no maltogénica mayor es el tiempo en el que puede ser activa y asi
mayor sera el efecto antiendurecimiento que proporcionara. Sin embargo, durante el horneado por encima de
temperaturas de aproximadamente 85°C, puede tener lugar la inactivacion de la enzima. Si esto pasa, la exoamilasa
no maltogénica puede inactivarse gradualmente de manera que sustancialmente no hay actividad después del
proceso de horneado en el pan final. Por lo tanto, preferentemente las exoamilasas no maltogénicas adecuadas para
uso como se describe tienen una temperatura 6ptima por encima de 50°C y por debajo de 98°C.

La termoestabilidad de las variantes PS4 descritas aqui puede mejorarse usando ingenieria de proteinas para
hacerlas mas termoestables y asi mas adecuadas para los usos descritos aqui; por lo tanto, se engloba el uso de
variantes PS4 modificadas para hacerlas mas termoestables por ingenieria de proteinas.

Preferiblemente, el polipéptido variante PS4 es estable al pH; mas preferiblemente, tiene una mayor estabilidad a pH
que su polipéptido parental cognado. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "estable a pH" se refiere
a la capacidad de la enzima de retener actividad en un intervalo amplio de pH. Preferiblemente, el polipéptido
variante PS4 es capaz de degradar almidén a un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 10,5. En una
realizacion, el grado de estabilidad a pH puede ensayarse midiendo la vida media de la enzima en condiciones
especificas de pH. En ofra realizacion, el grado de estabilidad a pH puede ensayarse midiendo la actividad o
actividad especifica de la enzima en condiciones especificas de pH. Las condiciones especificas de pH pueden ser
cualquier pH de pH5 a pH10,5.

Asi, el polipéptido variante PS4 puede tener una vida media mas larga, o una mayor actividad (dependiendo del
ensayo), cuando se compara con el polipéptido parental en condiciones idénticas. Los polipéptidos variantes PS4
pueden tener 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200% o vida media mas larga cuando se
compara con sus polipéptidos parentales en condiciones idénticas de pH. Alternativamente, o ademas, pueden tener
dicha mayor actividad cuando se compara con el polipéptido parental en condiciones idénticas de pH.
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Exo-especificidad

Se sabe que algunas exoamilasas no maltogénicas pueden tener algun grado de actividad endoamilasa. En algunos
casos, puede ser necesario reducir o eliminar este tipo de actividad ya que la actividad endoamilasa puede
posiblemente afectar negativamente la calidad del producto de pan final mediante la produccién de una miga
pegajosa o gomosa debido a la acumulacion de dextrinas ramificadas.

Proporcionamos polipéptidos variantes PS4 que tienen una exo-especificidad mayor comparado con el polipéptido
parental o un polipéptido de tipo salvaje cuando se ensaya en las mismas condiciones. Especificamente,
proporcionamos polipéptidos variantes PS4 que comprenden mutaciones en una cualquiera o mas de las posiciones
26, 70, 121, 145, 161, 223, 223, 303, 306, 309, 339, 339, mas preferiblemente una cualquiera o mas de las
mutaciones 26E, 70D, 121A, 121D, 121H, 121M, 121W, 121Y, 145D, 161A, 223A, 223E, 223K, 223R, 223V, 303D,
303E, 306G, 306T, 309P, 339A, 339E.

La exo-especificidad puede medirse de manera util determinando la relacion de actividad amilasa total respecto a la
actividad endoamilasa total. Esta relacién se refiere en este documento como un "indice de exo-especificidad". En
realizaciones preferidas, una enzima se considera una exoamilasa si tiene un indice de exo-especificidad de 20 o
mas, es decir, su actividad amilasa total (incluyendo actividad exo-amilasa) es 20 veces o mayor que su actividad
endoamilasa. En realizaciones altamente preferidas, el indice de exo-especificidad de exoamilasas es 30 o mas, 40
o0 mas, 50 o mas, 60 o mas, 70 o mas, 80 o mas, 90 o mas, 6 100 o mas. En realizaciones altamente preferidas, el
indice de exo-especificidad es 150 o mas, 200 o mas, 300 o mas, 400 o mas, 500 o mas 6 600 o mas.

La actividad amilasa total y actividad endoamilasa pueden medirse por cualquier medio conocido en la técnica. Por
ejemplo, la actividad amilasa total puede medirse ensayando el nimero total de extremos reductores liberados de un
sustrato de almidon. Alternativamente, se describe el uso de un ensayo Betamyl con mas detalle en los Ejemplos, y
para conveniencia, la actividad amilasa como se ensaya en los Ejemplos se describe en términos de "Unidades
Betamyl!" en las Tablas.

La actividad endoamilasa puede ensayarse por el uso de un Kit Phadebas (Pharmacia y Upjohn). Este usa un
almidon entrecruzado marcado azul (marcado con un agente de tincién azo); sélo los cortes internos en la molécula
de almiddn liberan marcador, mientras los cortes externos no lo hacen. La liberacion de agente de tincion puede
medirse por espectrofotometria. De acuerdo con esto, el Kit Phadebas mide actividad endoamilasa, y por
conveniencia, los resultados de dicho ensayo (descrito en los Ejemplos) se refieren en este documento como
"unidades Phadebas".

En una realizaciéon altamente preferida, por lo tanto, el indice de exo-especificidad se expresa en términos de
Unidades Betamyl / Unidades Phadebas, también referido como "B/Phad".

La exo-especificidad también puede ensayarse segun los métodos descritos en la técnica anterior, por ejemplo, en
nuestra Publicacién de Patente Internacional Nimero W099/50399. Este mide la exo-especificidad mediante una
relacion entre la actividad endoamilasa a la actividad exoamilasa. Asi, en un aspecto preferido, las variantes PS4
descritas aqui tendran menos de 0,5 unidades de endoamilasa (EAU) por unidad de actividad exoamilasa.
Preferiblemente, las exoamilasas no maltogénicas que son adecuadas para uso segun la presente invencion tienen
menos de 0,05 EAU por unidad de actividad exoamilasa y mas preferiblemente menos de 0,01 EAU por unidad de
actividad exoamilasa.

Las variantes PS4 descritas aqui tendran preferiblemente exoespecificidad, por ejemplo, medida por indices de exo-
especificidad, como se ha descrito anteriormente, consistente con que son exoamilasas. Ademas, tienen
preferiblemente una exoespecificidad mayor o incrementada cuando se comparan con las enzimas o polipéptidos
parentales de los que derivan. Asi, por ejemplo, los polipéptidos variantes PS4 pueden tener un indice de exo-
especificidad un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200% o mayor cuando se compara con
sus polipéptidos parentales, preferiblemente en condiciones idénticas. Pueden tener 1,5x o mayor, 2x o mayor, 5 x o
mayor, 10 x o mayor, 50 x o mayor, 100 x o mayor, cuando se comparan con sus polipéptidos parentales,
preferiblemente en condiciones idénticas.

Usos de polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4

Los polipéptidos variantes PS4, acidos nucleicos, células huésped, vector de expresion, etc, pueden usarse en
cualquier aplicacién para la que puede usarse una amilasa. En particular, pueden usarse para sustituir cualquier
exoamilasa no maltogénica. Pueden usarse para suplementar la actividad amilasa o exoamilasa no maltogénica,
bien solos o en combinacion con otras amilasas o exoamilasas no maltogénicas conocidas.

Las secuencias variantes PS4 descritas aqui pueden usarse en varias aplicaciones en la industria alimentaria - tal
como productos de panaderia y bebibles, también pueden usarse en otras aplicaciones tales como una composicion
farmacéutica, o incluso en la industria quimica. En particular, los polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4 son
Utiles para varias aplicaciones industriales incluyendo horneado (como se describe en WO 99/50399) y
estandarizacion de harinas (aumento o mejora del volumen). Pueden usarse para producir maltotetraosa de almidon
y otros sustratos.
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Por lo tanto, describimos un método para preparar un producto alimenticio, comprendiendo el método: (a) obtener
una exoamilasa no maltogénica; (b) introducir una mutacién en una cualquiera o mas de las posiciones de la
exoamilasa no maltogénica como se muestra en este documento; (c) mezclar el polipéptido resultante con un
ingrediente alimenticio.

Los polipéptidos variantes PS4 pueden usarse para aumentar el volumen de los productos de panaderia tal como
pan. Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria particular, creemos que esto resulta de la reduccion de viscosidad
de la masa durante el calentamiento (tal como horneado) como resultado del acortamiento por exoamilasa de las
moléculas de amilosa. Esto permite que el diéxido de carbono generado por la fermentacion incremente el tamafio
del pan con menor impedimento.

Asi, los productos alimenticios que comprenden o se tratan con polipéptidos variantes PS4 se expanden en volumen
cuando se comparan con productos que no se han tratado de esta manera, o se tratan con polipéptidos parentales.
En otras palabras, los productos alimenticios tienen un volumen de aire mayor por volumen de producto alimenticio.
Alternativamente, o ademas, los productos alimenticios tratados con polipéptidos variantes PS4 tienen una menor
densidad, o peso (o masa) por relacion de volumen. En realizaciones particularmente preferidas, los polipéptidos
variantes PS4 se usan para aumentar el volumen del pan. El aumento o expansién del volumen es beneficioso
porque reduce la gomosidad o contenido en almidén de los alimentos. Los consumidores prefieren los alimentos
ligeros, y se potencia la experiencia del consumidor. En realizaciones preferidas, el uso de polipéptidos variantes
PS4 aumenta el volumen un 10%, 20%, 30% 40%, 50% o mas.

El uso de polipéptidos variantes PS4 para incrementar el volumen de alimentos se describe con detalle en los
Ejemplos.

Usos en alimentos

Los polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4 descritos aqui pueden usarse como - o en la preparacion de - un
alimento. En particular, pueden afiadirse a un alimento, es decir, como un aditivo alimenticio. El término "alimento"
se pretende que incluya tanto alimentos preparados, asi como un ingrediente de un alimento, tal como harina. En un
aspecto preferido, el alimento es para consumo humano. El alimento puede estar en la forma de una disolucion o
como un solido - dependiendo del uso y/o el modo de aplicacion y/o el modo de administracion.

Los polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4 pueden usarse como un ingrediente alimenticio. Tal y como se
usa en la presente memoria, el término "ingrediente alimenticio” incluye una formulacién, que se afiade o puede
afadirse a alimentos o productos alimenticios funcionales e incluye formulaciones que pueden usarse a niveles
bajos en una amplia variedad de productos que requieren, por ejemplo, acidificacion o emulsion. El ingrediente
alimenticio puede estar en la forma de una disolucién o como un sélido - dependiendo del uso y/o el modo de
aplicacién y/o el modo de administracion.

Los polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4 descritos aqui pueden ser - o pueden afiadirse a - suplementos
alimenticios. Los polipéptidos y acidos nucleicos variantes PS4 descritos aqui pueden ser - o pueden afiadirse a -
alimentos funcionales. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "alimento funcional" significa alimento
que es capaz de proporcionar no solo un efecto nutritivo y/o una satisfaccion al gusto, sino también es capaz de
proporcionar un efecto beneficioso adicional al consumidor. Aunque no existe una definicion legal de un alimento
funcional, la mayoria de las partes con un interés en esta area estan de acuerdo en que son alimentos
comercializados como que tienen efectos especificos en la salud.

Los polipéptidos variantes PS4 también pueden usarse en la fabricacién de un producto de alimento o un producto
alimenticio. Los productos alimenticios tipicos incluyen productos lacteos, productos carnicos, productos de pollo,
productos de peces y productos de masa. El producto de masa puede ser cualquier producto de masa procesado,
incluyendo masas fritas, fritas en aceite abundante, asadas, horneadas, al vapor y hervidas, tal como pan y torta de
arroz al vapor. En realizaciones altamente preferidas, el producto alimenticio es un producto de panaderia.

Preferiblemente, el producto alimenticio es un producto de panaderia. Los productos de panaderia tipicos
(horneados) incluyen pan - tal como hogazas, bollos, magdalenas, bases de pizza etc. hojaldre, pretzels, tortillas,
pasteles, pasteles, galletas, galletas saladas etc.

Por lo tanto, describimos un método para modificar un aditivo alimenticio que comprende una exoamilasa no
maltogénica, comprendiendo el método introducir una mutacién en una cualquiera o mas de las posiciones de la
exoamilasa no maltogénica como se muestra en este documento. El mismo método puede usarse para modificar un
ingrediente alimenticio, o un suplemento alimenticio, un producto de alimento, o un producto alimenticio.

Retrogradacién/endurecimiento

Describimos el uso de proteinas variantes PS4 que son capaces de retardar el endurecimiento de medios de
almidon, tal como geles de almidon. Los polipéptidos variantes PS4 son especialmente capaces de retardar la
retrogradacion perjudicial del almidon.
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La mayor parte de los granulos de almidén estan compuestos por una mezcla de dos polimeros: una amilosa
esencialmente lineal y una amilopectina altamente ramificada. La amilopectina es una molécula ramificada muy
grande que consiste en cadenas de unidades de a-D-glucopiranosilo unidas por uniones (1-4), en el que dichas
cadenas estan unidas por uniones a-D-(1-6) para formar ramificaciones. La amilopectina esta presente en todos los
almidones naturales, constituyendo aproximadamente el 75% de los almidones mas comunes. La amilosa es una
cadena esencialmente lineal de unidades de a-D-glucopiranosilo unidas en (1-4) que tiene pocas ramificaciones a-D-
(1-6). La mayor parte de los almidones contiene aproximadamente 25% de amilosa.

Los granulos de almidén calentados en presencia de agua experimentan una transicién de fase orden-desorden
denominada gelatinizacion, en la que los granulos que se estan hinchando captan liquido. Las temperaturas de
gelatinizacion varian para los diferentes almidones. Después de enfriar el pan recién horneado la fraccion de
amilosa, en horas, se retrograda para desarrollar una red. Este proceso es beneficioso ya que crea una estructura
de miga deseable con un bajo grado de firmeza y propiedades de corte en rebanadas mejoradas. Mas
gradualmente, tiene lugar la cristalizacion de la amilopectina en los granulos de almidén gelatinizados durante los
dias posteriores al horneado. En este proceso, se cree que la amilopectina refuerza la red de amilosa en la que
estan incluidos los granulos de almidon. Este refuerzo da lugar a una firmeza incrementada de la miga del pan. Este
refuerzo es una de las causas principales del endurecimiento del pan.

Se sabe que la calidad de los productos horneados se deteriora gradualmente durante el almacenamiento Como
consecuencia de la recristalizacion del almidén (también denominada retrogradacion), la capacidad de mantener
agua de la miga cambia con implicaciones importantes en las propiedades organolépticas y dietéticas. La miga
pierde suavidad y elasticidad y se vuelve firme y desmenuzable. El incremento en la firmeza de la miga se usa
frecuentemente como una medida del proceso de endurecimiento del pan.

La velocidad de retrogradacion perjudicial de la amilopectina depende de la longitud de las cadenas laterales de la
amilopectina. Asi, la hidrélisis enzimatica de las cadenas laterales de la amilopectina, por ejemplo, por polipéptidos
variantes PS4 que tienen actividad exoamilasa no maltogénica, puede reducir de forma importante sus tendencias
de cristalizacion.

De acuerdo con esto, el uso de polipéptidos variantes PS4 como se describe aqui cuando se afiaden al almidén en
cualquier estadio de su procesamiento en un producto alimenticio, por ejemplo, antes, durante o después del
horneado en pan, puede retardar o impedir o ralentizar la retrogradacion. Dicho uso se describe con mas detalle mas
adelante.

Por lo tanto, describimos un método para mejorar la capacidad de una exoamilasa no maltogénica para prevenir el
endurecimiento, preferiblemente retrogradacion perjudicial, de un producto de masa, comprendiendo el método
introducir una mutacién en una cualquiera o0 mas de las posiciones de la exoamilasa no maltogénica como se
muestra en este documento.

Ensayos para la medida de la retrogradacion (inc. endurecimiento)

Para la evaluacion del efecto antiendurecimiento de los polipéptidos variantes PS4 que tienen actividad exoamilasa
no maltogénica descritos aqui, la firmeza de la miga puede medirse 1, 3y 7 dias después del horneado mediante un
Analizador de la Textura de Alimentos Universal Instron 4301 o equipo similar conocido en la técnica.

Otro método usado tradicionalmente en la técnica y que se usa para evaluar el efecto de la retrogradacion del
almidon de un polipéptido variante PS4 que tiene actividad exoamilasa no maltogénica se basa en DSC (calorimetria
de barrido diferencial). Aqui, se mide la entalpia de fusién de amilopectina retrodegradada en miga de pan o miga de
un sistema modelo de masa horneada con o sin enzimas (control). El equipo de DSC aplicado en los ejemplos
descritos es un Mettler-Toledo DSC 820 operado con un gradiente de temperatura de 10°C por min. de 20 a 95°C.
Para la preparacion de las muestras, se pesan 10-20 mg de miga y se transfieren a las bandejas de aluminio del
Mettler-Toledo que entonces se sellan herméticamente.

Las masas del sistema modelo usadas en los ejemplos descritos contienen harina de trigo estandar y cantidades
optimas de agua o tampdn con o sin la exoamilasa no maltogénica variante PS4. Se mezclan en un Harindgrafo
Brabender de 10 6 50 g durante 6 6 7 min., respectivamente. Las muestras de las masas se ponen en tubos de
ensayo de vidrio (15*0,8 cm) con una tapa. Estos tubos de ensayo se someten a un proceso de horneado en un
bafio de agua empezando con una incubacion de 30 min. a 33°C seguido de calentamiento desde 33 a 95°C con un
gradiente de 1,1 °C por min. y finalmente una incubacion de 5 min. a 95°C. Posteriormente, los tubos se almacenan
en un termostato a 20°C antes del analisis por DSC.

En realizaciones preferidas, las variantes PS4 descritas aqui tienen una entalpia de fusion reducida, comparado con
el control. En realizaciones altamente preferidas, las variantes PS4 tienen una entalpia de fusion reducida en 10% o
mas. Preferiblemente, tienen una entalpia de fusiéon reducida en 20% o mas, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%
0 mas cuando se compara con el control.
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Tabla 2
DSC (J/g)
Control 2,29
0,5D34 1,91
1 D34 1,54
2 D34 1,14

La Tabla 2 anterior muestra valores de DSC de sistemas de masa modelo preparados con diferentes dosis de PSac-
D34 después de 7 dias de almacenamiento. Se ensayan 0,5, 1y 2 partes por millén (o microgramos por gramo) de
harina.

Preparacién de productos de almidén

Proporcionamos el uso de polipéptidos variantes PS4 en la preparacion de productos alimenticios, en particular,
productos de almidén. El método comprende formar el producto de almidén afadiendo una enzima exoamilasa no
maltogénica tal como un polipéptido variante PS4, a un medio de almidén. Si el medio de almidén es una masa,
entonces la masa se prepara mezclando conjuntamente harina, agua, la exoamilasa no maltogénica que es un
polipéptido variante PS4 y opcionalmente otros posibles ingredientes y aditivos.

El término "almidén" debe tomarse como que significa almidén per se o un componente de éste, especialmente
amilopectina. El término "medio de almiddn" significa cualquier medio adecuado que comprende almidén. El término
"producto de almidon" significa cualquier producto que contiene o estd basado en o deriva de almidon.
Preferiblemente, el producto de almidén contiene o esta basado en o deriva de almidén obtenido de harina de trigo.
El término "harina" tal y como se usa en la presente memoria es un sindnimo del triturado finamente molido de trigo
u otro grano. Preferiblemente, sin embargo, el término significa harina obtenida de trigo per se y no de otro grano.
Asi, y a no ser que se exprese otra cosa, las referencias a "harina de trigo" tal y como se usa en la presente
memoria preferiblemente significan referencia a harina de trigo per se asi como a harina de trigo cuando esta
presente en un medio, tal como una masa.

Una harina preferida es harina de trigo o harina de centeno o mezclas de harina de trigo y de centeno. Sin embargo,
la masa que comprende harina derivada de otros tipos de cereales tal como por ejemplo de arroz, maiz, cebada, y
durra también se contemplan. Preferiblemente, el producto de almidén es un producto de panaderia. Mas
preferiblemente, el producto de almidén es un producto de pan. Incluso mas preferiblemente, el producto de almidén
es un producto de pan harinoso horneado. El término "producto de pan harinoso horneado" se refiere a cualquier
producto horneado basado en una masa que se puede obtener mezclando harina, agua, y un agente leudante en
condiciones de formacién de masa. Por supuesto, pueden afiadirse componentes adicionales a la mezcla de masa.

Asi, si el producto de almidén es un producto de pan harinoso horneado, entonces el proceso comprende mezclar -
en cualquier orden adecuado - harina, agua, y un agente leudante en condiciones de formacién de masa y afiadir
ademas un polipéptido variante PS4, opcionalmente e la forma de una premezcla. El agente leudante puede ser un
agente leudante quimico tal como bicarbonato de sodio o cualquier cepa de Saccharomyces cerevisiae (levadura de
panadero).

La exoamilasa no maltogénica variante PS4 puede afhadirse junto con cualquier ingrediente de la masa incluyendo el
agua o mezcla de ingredientes de la masa o con cualquier aditivo o mezcla de aditivos. La masa puede prepararse
por cualquier método de preparacién de masa convencional comun en la industria panadera o en cualquier otra
industria de preparacién de productos basados en masa de harina.

El horneado de productos de pan harinosos tal como por ejemplo pan blanco, pan hecho de harina de centeno y
harina de trigo enrollada, bollos y semejantes tipicamente se consigue horneando la masa de pan a temperaturas de
horno en el intervalo de 180 a 250°C durante aproximadamente 15 a 60 minutos. Durante el proceso de horneado,
prevalece un gradiente de temperatura pronunciado (200 — 120°C) en las capas externas de la masa en las que se
desarrolla la corteza caracteristica del producto horneado. Sin embargo, debido al consumo de calor debido a la
generacion de vapor, la temperatura en la miga es solo cerca de 100°C al final del proceso de horneado.

Por lo tanto, describimos un proceso para preparar un producto de pan que comprende: (a) proporcionar un medio
de almidon; (b) afadir al medio de almiddn un polipéptido variante PS4 como se describe en este documento; y (c)
aplicar calor al medio de almidén durante o después de la etapa (b) para producir un producto de pan. También
describimos un proceso para preparar un producto de pan que comprende afadir a un medio de almidén un
polipéptido variante PS4 como se describe.

El polipéptido variante exoamilasa no maltogénica PS4 puede afadirse como una preparacion liquida o como una
composicion pulverulenta seca bien que comprende la enzima como el Unico componente activo o mezclado con
uno o mas ingredientes de la masa o aditivos de la masa adicionales.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 658 856 T3

Composicion mejoradora

Describimos composiciones mejoradoras, que incluyen composiciones mejoradoras de pan y composiciones
mejoradoras de masa. Estas comprenden un polipéptido variante PS4, opcionalmente junto con un ingrediente
adicional, o una enzima adicional, o ambos.

También proporcionamos el uso de dichas composiciones mejoradoras de pan y masa en el horneado. En un
aspecto adicional, proporcionamos un producto o masa horneado obtenido a partir de la composicion mejoradora de
pan o composicion mejoradora de masa. En otro aspecto, describimos un producto o masa horneado obtenido a
partir del uso de una composiciéon mejoradora de pan o una composicién mejoradora de masa.

Preparacion de la masa

Una masa puede prepararse mezclando harina, agua, una composicion mejoradora de la masa que comprende
polipéptido variante PS4 (como se ha descrito anteriormente) y opcionalmente otros ingredientes y aditivos.

La composicion mejoradora de la masa puede afadirse junto con cualquier ingrediente de la masa incluyendo la
harina, agua u otros ingredientes o aditivos opcionales. La composicion mejoradora de la masa puede ahadirse
antes de la harina o agua u otros ingredientes y aditivos opcionales. La composicién mejoradora de la masa puede
afadirse después de la harina o agua, u otros ingredientes y aditivos opcionales. La masa puede prepararse por
cualquier método de preparacion de masa convencional comun en la industria del pan o en cualquier otra industria
para preparar productos basados en masa de harina.

La composicion mejoradora de la masa puede afadirse como una preparacion liquida o en la forma de una
composicion de polvo seco bien que comprende la composicidon como el Unico componente activo o mezclado con
uno o mas otros ingredientes o aditivos de la masa.

La cantidad del polipéptido de exoamilasa no maltogénica variante PS4 que se afiade es normalmente una cantidad
que resulta en la presencia en la masa acabada de 50 a 100.000 unidades por kg de harina, preferiblemente 100 a
50.000 unidades por kg de harina. Preferiblemente, la cantidad esta en el intervalo de 200 a 20.000 unidades por kg
de harina. Alternativamente, el polipéptido de exoamilasa no maltogénica variante PS4 se afiade en una cantidad
que resulta en la presencia en la masa acabada de 0,02 - 50 ppm de enzima sobre la base de harina (0,02 - 50 mg
de enzima por kg de harina), preferiblemente 0,2 - 10 ppm.

En el presente contexto, 1 unidad de la exoamilasa no maltogénica se define como la cantidad de enzima que libera
productos de hidrdlisis equivalentes a 1 pymol de azucar reductor por min, cuando se incuba a 50 grados C en un
tubo de ensayo con 4 ml de 10 mg/ml de almidén de maiz ceroso en 50 mM MES, 2 mM cloruro de calcio, pH 6,0
como se describe mas adelante en la presente memoria.

La masa como se describe aqui generalmente comprende triturado de trigo o harina de trigo y/o otros tipos de
triturado, harina o almidoén tal como harina de maiz, almidén de maiz, harina de mijo, harina de arroz, triturado de
centeno, harina de centeno, harina de avena, triturado de avena, harina de soja, triturado de sorgo, harina de sorgo,
triturado de patata, harina de patata o almidon de patata. La masa puede ser fresca, congelada, o parcialmente
horneada.

La masa puede ser una masa leudada o una masa que se va a someter a leudaciéon. La masa puede leudarse de
varias maneras, tal como afiadiendo agentes leudantes quimicos, por ejemplo, bicarbonato de sodio o afiadiendo un
leudante (masa en fermentacion), pero se prefiere leudar la masa afiadiendo un cultivo de levaduras adecuado, tal
como un cultivo de Saccharomyces cerevisiae (levadura de panadero), por ejemplo, una cepa disponible
comercialmente de S. cerevisiae.

La masa puede comprender grasa tal como una grasa granulada o manteca vegetal. La masa puede comprender
ademas un emulsionante adicional tal como mono- o diglicéridos, ésteres de azucar de acidos grasos, ésteres de
poliglicerol de acidos grasos, ésteres de acido lactico de monoglicéridos, ésteres de acido acético de
monoglicéridos, estearatos de polioxetileno, o lisolecitina.

También describimos una pre-mezcla que comprende harina junto con la combinacion como se describe en la
presente memoria. La pre-mezcla puede contener otros aditivos mejoradores de la masa y/o mejoradores del pan,
por ejemplo, cualesquiera de los aditivos, incluyendo enzimas, mencionados en la presente memoria.

Aditivos o ingredientes de la masa adicionales

Con el fin de mejorar adicionalmente las propiedades del producto horneado e impartir calidades distintivas al
producto horneado, pueden incorporarse en la masa ingredientes y/o aditivos de la masa adicionales. Tipicamente,
dichos componentes adicionales afadidos incluyen ingredientes de la masa tales como sal, granos, grasas y
aceites, azucar o edulcorante, fibras dietéticas, fuentes de proteina tal como polvo de leche, gluten de soja o huevos
y aditivos de la masa tales como emulsionantes, otras enzimas, hidrocoloides, agentes saporiferos, agentes
oxidantes, minerales y vitaminas.
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Los emulsionantes son utiles como reforzadores de la masa y suavizantes de la miga. Como reforzadores de la
masa, los emulsionantes pueden proporcionar tolerancia respecto al tiempo de reposo y tolerancia al choque
durante la fermentacién. Ademas, los reforzadores de la masa mejoraran la tolerancia de una masa dada a
variaciones en el tiempo de fermentacion. La mayor parte de los reforzadores de la masa también mejoran la
esponjadura en el horno que significa el incremento en el volumen de los productos fermentados a horneados. Por
ultimo, los reforzadores de la masa emulsionaran cualesquiera grasas presentes en la mezcla de la receta.

Los emulsionantes adecuados incluyen lecitina, estearato de polioxietileno, mono- y diglicéridos de acidos grasos
comestibles, ésteres de acido acético de mono- y diglicéridos de acidos grasos comestibles, ésteres de acido lactico
de mono- y diglicéridos de acidos grasos comestibles, ésteres de acido citrico de mono- y diglicéridos de acidos
grasos comestibles, ésteres de acido diacetil tartarico de mono- y diglicéridos de acidos grasos comestibles, ésteres
de sacarosa de acidos grasos comestibles, estearoil-2-lactilato de sodio, y estearoil-2-lactilato de calcio.

El aditivo o ingrediente de la masa adicional puede afiadirse junto con cualquier ingrediente de la masa incluyendo la
harina, agua u otros ingredientes o aditivos opcionales, o la composicién mejoradora de la masa. El aditivo o
ingrediente de la masa adicional puede afiadirse antes de la harina, agua, otros ingredientes y aditivos opcionales o
la composicion mejoradora de la masa. El aditivo o ingrediente de la masa adicional puede afiadirse después de la
harina, agua, otros ingredientes y aditivos opcionales o la composicidon mejoradora de la masa.

El aditivo o ingrediente de la masa adicional puede ser convenientemente una preparacion liquida. Sin embargo, el
aditivo o ingrediente de la masa adicional puede estar convenientemente en la forma de una composicion seca.

Preferiblemente, el aditivo o ingrediente de la masa adicional es al menos 1% el peso del componente de harina de
la masa. Mas preferiblemente, el aditivo o ingrediente de la masa adicional es al menos 2%, preferiblemente al
menos 3%, preferiblemente al menos 4%, preferiblemente al menos 5%, preferiblemente al menos 6%. Si el aditivo
es una grasa, entonces tipicamente la grasa puede estar presente en una cantidad de 1 a 5%, tipicamente 1 a 3%,
mas tipicamente aproximadamente 2%.

Enzima adicional

Ademas de los polipéptidos variantes PS4, pueden usarse una o mas enzimas adicionales, por ejemplo, afiadidas al
alimento, preparacién de la masa, producto alimenticio o composiciéon de almidoén.

Las enzimas adicionales que pueden afiadirse a la masa incluyen oxidorreductasas, hidrolasas, tal como lipasas y
esterasas, asi como glicosidasas como a-amilasa, pululanasa, y xilanasa. Las oxidorreductasas, tal como por
ejemplo glucosa oxidasa y hexosa oxidasa, pueden usarse para el refuerzo de la masa y control del volumen de los
productos horneados y pueden afiadirse xilanasas y otras hemicelulasas para mejorar las propiedades de manejo de
la masa, suavidad de la miga y volumen del pan. Las lipasas son utiles como reforzadores de la masa y suavizantes
de la miga y pueden incorporarse a-amilasas y otras enzimas amiloliticas en la masa para controlar el volumen del
pan y reducir adicionalmente la firmeza de la miga.

Las enzimas adicionales que pueden usarse pueden seleccionarse del grupo que consiste en una celulasa, una
hemicelulasa, una enzima que degrada almidon, una proteasa, una lipoxigenasa.

Los ejemplos de oxidorreductasas utiles incluyen oxidasas tal como enzima que oxida maltosa, una glucosa oxidasa
(EC 1.1.3.4), carbohidrato oxidasa, glicerol oxidasa, piranosa oxidasa, galactosa oxidasa (EC 1.1.3.10) y hexosa
oxidasa (EC 1.1.3.5).

Entre las enzimas que degradan almiddn, las amilasas son particularmente Utiles como aditivos mejoradores de la
masa. La a-amilasa degrada el almidén en dextrinas que se degradan adicionalmente por B-amilasa a maltosa.
Otras enzimas que degradan almidon utiles que pueden afadirse a una composicion de masa incluyen
glucoamilasas y pululanasas.

Preferiblemente, la enzima adicional es al menos una xilanasa y/o al menos una amilasa. El término "xilanasa" tal y
como se usa en la presente memoria se refiere a xilanasas (EC 3.2.1.32) que hidrolizan uniones xilosidicas.

El término "amilasa" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a amilasas tal como a-amilasas (EC
3.2.1.1), B-amilasas (EC 3.2.1.2) y y-amilasas (EC 3.2.1.3).

La enzima adicional puede afadirse junto con cualquier ingrediente de la masa incluyendo la harina, agua u otros
ingredientes o aditivos opcionales, o la composicion mejoradora de la masa. La enzima adicional puede afadirse
antes de la harina, agua, y opcionalmente otros ingredientes y aditivos o la composicion mejoradora de la masa. La
enzima adicional puede afadirse después de la harina, agua, y opcionalmente otros ingredientes y aditivos o la
composicion mejoradora de la masa. La enzima adicional puede ser convenientemente una preparacion liquida. Sin
embargo, la composicion puede estar convenientemente en la forma de una composicion seca.

Algunas enzimas de la composicion mejoradora de la masa son capaces de interaccionar entre si en las condiciones
de la masa hasta un grado en el que el efecto en la mejora de las propiedades reoldgicas y/o maquinabilidad de una
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masa de harina y/o la calidad del producto hecho a partir de la masa por las enzimas no es sélo aditivo, sino que el
efecto es sinérgico.

En relacion con la mejora del producto hecho a partir de la masa (producto acabado), puede encontrarse que la
combinacién resulta en un efecto sinérgico sustancial respecto a la estructura de la miga. También, respecto al
volumen especifico del producto horneado puede encontrarse un efecto sinérgico.

La enzima adicional puede ser una lipasa (EC 3.1.1) capaz de hidrolizar enlaces éster carboxilico para liberar
carboxilato. Los ejemplos de lipasas incluyen, pero no estan limitados a, triacilglicerol lipasa (EC 3.1.1.3),
galactolipasa (EC 3.1.1.26), fosfolipasa A1 (EC 3.1.1.32, fosfolipasa A2 (EC 3.1.1.4) y lipoprotein lipasa A2 (EC
3.1.1.34).

Otros usos

Las variantes PS4 son adecuadas para la produccion de jarabes de maltosa y con alto contenido en maltosa. Dichos
productos tienen un interés considerable en la produccion de determinados productos de confiteria debido a la baja
higroscoposidad, baja viscosidad, buena estabilidad frente al calor y sabor a maltosa suave, no demasiado dulce. El
proceso industrial para producir jarabes de maltosa comprende licuar el almiddn, entonces sacarificacion con una
enzima productora de maltosa, y opcionalmente con una enzima que escinde los puntos de ramificacion 1.6 en la
amilopectina, por ejemplo, una alfa-1.6- amiloglucosidasa.

Las variantes PS4 descritas aqui pueden afiadirse a y asi convertirse en un componente de una composicion de
detergente. La composicion de detergente puede formularse, por ejemplo, como una composicion de detergente de
lavado a mano o a maquina incluyendo una composicion de aditivo de lavado adecuada para pre-tratamiento de
telas tefiidas y una composicion de suavizante de telas afiadida al aclarado, o puede formularse como una
composicion de detergente para uso en operaciones generales de limpieza doméstica de superficies duras, o puede
formularse para operaciones de lavavaijillas a mano o a maquina. En un aspecto especifico, describimos un aditivo
de detergente que comprende la variante PS4. El aditivo de detergente, asi como la composicion de detergente
pueden comprender una o mas otras enzimas tal como una proteasa, una lipasa, una cutinasa, una amilasa, una
carbohidrasa, una celulasa, una pectinasa, una mananasa, una arabinasa, una galactanasa, una xilanasa, una
oxidasa, por ejemplo, una lacasa, y/o una peroxidasa. En general, las propiedades de la o las enzimas elegidas
deberian ser compatibles con el detergente seleccionado, (es decir, pH 6ptimo, compatibilidad con otros ingredientes
enzimaticos y no enzimaticos, etc.), y la o las enzimas deberian estar presentes en cantidades efectivas.

La variante PS4 también puede usarse en la produccion de materiales lignocelulésicos, tal como pulpa, papel y
carton, a partir de residuos de papel y cartéon reforzado con almidén, especialmente donde el repulpeo ocurre a pH
por encima de 7 y donde las amilasas pueden facilitar la disgregacion del material de desecho a través de
degradacién del almidén de refuerzo. Las variantes PS4 pueden ser especialmente uUtiles en un proceso para
producir una pulpa para producir papel a partir de papel impreso recubierto con almidén. El proceso puede realizarse
como se describe en WO 95/14807, que comprende las etapas siguientes: a) disgregar el papel para producir una
pulpa, b) tratar con una enzima que degrada almidén antes, durante o después de la etapa a), y c) separar las
particulas de tinta de la pulpa después de las etapas a) y b). La variante PS4 también puede ser muy util para
modificar almidén donde el almidén modificado enzimaticamente se usa en la preparacion de papel junto con
rellenos alcalinos tal como carbonato de calcio, caolin y arcillas. Con las variantes PS4 descritas aqui, se vuelve
posible modificar el almidén en presencia del relleno permitiendo asi un proceso integrado mas simple. Una variante
PS4 también puede ser muy util en el desapresto de tejidos. En la industria de procesado textil, las amilasas se usan
tradicionalmente como auxiliares en al proceso de desapresto para facilitar la eliminacién de apresto que contiene
almidén que ha servido como un recubrimiento protector en ovillos tejidos durante el tejido. La eliminacion completa
del recubrimiento de apresto después del tejido es importante para asegurar resultados éptimos en los procesos
posteriores, en los que la tela se somete a abrasion, destefiido y tincion. La degradacion enzimatica del almidéon se
prefiere porque no implica ningun efecto perjudicial en el material de fibra. La variante PS4 puede usarse sola o en
combinacién con una celulasa cuando se somete a desapresto tela o tejido que contiene celulosa.

La variante PS4 también puede ser una amilasa de eleccion para la produccién de edulcorantes a partir de almidén
Un proceso "tradicional" para la conversion de almidén en jarabes de fructosa consiste normalmente en tres
procesos enzimaticos consecutivos, a saber, un proceso de licuacion seguido de un proceso de sacarificacion y un
proceso de isomerizacion. Durante el proceso de licuacion, el almidén se degrada a dextrinas por una amilasa a
valores de pH entre 5,5 y 6,2 y a temperaturas de 95-160°C durante un periodo de aprox. 2 horas. Con el fin de
asegurar una estabilidad 6ptima de la enzima en estas condiciones, se afiade 1 mM de calcio (40 ppm libre de iones
calcio). Después del proceso de licuacion, las dextrinas se convierten en dextrosa por la adicion de una
glucoamilasa y una enzima desramificante, tal como una isoamilasa o una pululanasa. Antes de esta etapa, el pH se
reduce hasta un valor por debajo de 4,5, manteniendo la alta temperatura (por encima de 95°C), y la actividad de la
amilasa que liclia se desnaturaliza. La temperatura se disminuye hasta 60°C, y se afiaden la glucoamilasa y enzima
desramificante. El proceso de sacarificacion continda durante 24-72 horas.
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Aplicacién en pienso
En una realizacion, el polipéptido variante PS4 es capaz de degradar almiddn resistente.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término 'degradar' se refiere a la hidrdlisis o degradacion parcial o
completa de almiddn resistente a glucosa y/o oligosacaridos - tal como maltosa y/o dextrinas.

El polipéptido variante PS4 puede degradar almiddn resistente residual que no se ha degradado completamente por
la amilasa de un animal. Como ejemplo, el polipéptido variante PS4 puede usarse para ayudar a la amilasa de un
animal (por ejemplo, amilasa pancreatica) en la mejora de la degradacion de almidon resistente. La a-amilasa
pancreatica se excreta en el sistema digestivo por los animales. La a-amilasa pancreatica degrada el almidén en el
pienso. Sin embargo, una parte del almidén, el almidon resistente, no se degrada completamente por la a-amilasa
pancreatica y por lo tanto no se absorbe en el intestino delgado (véase la definicion de almidon resistente). El
polipéptido variante PS4 en algunas realizaciones es capaz de ayudar a la a-amilasa pancreatica en la degradacion
de almidoén en el sistema digestivo y de esta manera incrementa la utilizacion de almidén por el animal.

La capacidad de una enzima para degradar almidén resistente puede analizarse por ejemplo por un método
desarrollado y descrito por Megazyme International Ireland Ltd. para la medida del contenido de almidon resistente,
almidon solubilizado y almidén total de una muestra (Resistant Starch Assay Procedure, AOAC Method 2002.02,
AACC Method 32-40).

De acuerdo con esto, los polipéptidos variantes PS4 pueden ingerirse por un animal para propdsitos beneficiosos, y
puede por lo tanto incorporarse en piensos de animales.

Por lo tanto, describimos el uso de un polipéptido variante PS4 como un componente para uso en un pienso que
comprende almidén, o para uso en una composicién mejoradora de un pienso, en el que el polipéptido variante PS4
es capaz de degradar almidén resistente. También describimos un pienso que comprende un almidén y un
polipéptido variante PS4. Describimos ademas un método para degradar almidén resistente en un pienso que
comprende poner en contacto dicho almidén resistente con un polipéptido variante PS4.

Describimos ademas el uso de un polipéptido variante PS4 en la preparacién de un pienso que comprende un
almidon, para degradar almidén resistente. Ademas, describimos el uso de un polipéptido variante PS4 en la
preparacion de un pienso para mejorar el valor calorifico de dicho pienso. Describimos el uso de una enzima en la
preparacion de un pienso para mejorar el rendimiento de un animal. En una realizaciéon adicional, describimos un
proceso para preparar un pienso que comprende mezclar un almidén y una enzima polipéptido variante PS4.

Como ejemplo, el uso de un componente que comprende polipéptidos variantes PS4 y que es capaz de degradar
almidon resistente es ventajoso porque hay un incremento importante en la degradacion de almidén y/o productos
de degradacion de almidon en un animal. Ademas, dicho uso es ventajoso porque hay un incremento importante en
la digestibilidad del almidén y/o productos de degradacion de almidén por un animal. Ademas, dicho uso es
ventajoso porque proporciona un medio para aumentar la eficiencia de obtener energia de un pienso por un animal.
Ademas, dicho uso es ventajoso porque proporciona un medio para aumentar la biodisponibilidad de almidon
resistente.

Piensos animales

Los piensos animales para los que son adecuados para uso los polipéptidos variantes PS4 pueden formularse para
satisfacer las necesidades especificas de grupos de animales particulares y para proporcionar los carbohidratos,
grasa, proteinas y otros nutrientes necesarios en una forma que pueda metabolizarse por el animal.

Preferiblemente, el pienso de animales es un pienso para suidos o aves de corral.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término 'suido' se refiere a omnivoros no rumiantes tal como cerdos,
porcinos o jabalies. Tipicamente, el pienso de suidos incluye aproximadamente 50 por ciento de carbohidratos,
aproximadamente 20 por ciento de proteina y aproximadamente 5% de grasa. Un ejemplo de un pienso de suidos de
alta energia se basa en maiz que se combina frecuentemente con suplementos de pienso, por ejemplo, proteina,
minerales, vitaminas y aminoacidos tal como lisina y triptéfano. Los ejemplos de piensos de suidos incluyen
productos de proteina animal, productos marinos, productos lacteos, productos de grano y productos de proteina
vegetal, todos los cuales pueden comprender ademas sabores naturales, sabores artificiales, micro y macro
minerales, grasas animales, grasas vegetales, vitaminas, conservantes o medicaciones tales como antibidticos.

Debe entenderse que cuando se hace referencia en la presente especificacion, incluyendo las reivindicaciones
adjuntas, a 'pienso de suidos' dicha referencia se pretende que incluya piensos de "transicion" o "iniciadores" (usado
para suidos jovenes destetados) y piensos "finalizadores" o "de crecimiento” (usado después del estadio de
transicion para el crecimiento de suidos hasta una edad y/o tamarfio adecuado para comercializacion).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término 'ave de corral' se refiere a aves tales como pollos, pollos de
engorde, gallinas, gallos, capones, pavos, patos, ave de juego, pulardas o polluelos. Los piensos de aves de corral
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pueden referirse como piensos "completos" porque contienen todas las proteinas, energia, vitaminas, minerales, y
otros nutrientes necesarios para el crecimiento apropiado, produccion de huevos, y salud de las aves. Sin embargo,
los piensos de aves de corral pueden comprender ademas vitaminas, minerales o medicaciones tales como
coccidiostaticos (por ejemplo, Monensina sodio, Lasalocid, Amprolio, Salinomicina, y Sulfaquinoxalina) y/o
antibioticos (por ejemplo, Penicilina, Bacitracina, Clortetraciclina, y Oxitetraciclina).

Los pollos o pollos de cebado jévenes, pavos y patos criados para produccion de carne se alimentan de forma
diferente a las gallinas mantenidas para la produccién de huevos. Los pollos de engorde, patos y pavos tienen
cuerpos mas grandes y ganan peso mas rapidamente de lo que lo hacen los tipos de pollos productores de huevos.
Por lo tanto, estas aves se alimentan con dietas con mayores niveles de proteina y energia.

Debe entenderse que cuando se hace referencia en la presente especificacion, incluyendo las reivindicaciones
adjuntas, a 'pienso de aves de corral' dicha referencia se pretenden que incluya piensos "iniciadores" (posteriores a
la salida del huevo), piensos "finalizadores", "de crecimiento" o "de desarrollo" (desde las 6-8 semanas de edad
hasta que se alcanza el tamafio de matanza) y piensos "de puesta" (alimento durante la produccion de huevos).

Los piensos animales pueden formularse para satisfacer las necesidades nutricionales del animal respecto, por
ejemplo, a produccion de carne, produccion de leche, produccion de huevos, reproduccion y respuesta al estrés.
Ademas, los piensos animales se formulan para mejorar la calidad del estiércol.

En un aspecto preferido, el pienso animal contiene un material bruto tal como una legumbre, por ejemplo, guisante o
soja o un cereal, por ejemplo, trigo, maiz (mijo), centeno o cebada. Adecuadamente, el material bruto puede ser
patata.

Productos de pienso

Los polipéptidos variantes PS4 pueden usarse en piensos para consumo animal por la aplicacién indirecta o directa
de los polipéptidos variantes PS4 al pienso, bien solos o en combinacion con otros ingredientes, tal como
ingredientes alimenticios.

Los ingredientes alimenticios tipicos pueden incluir uno cualquiera o mas de un aditivo tal como una grasa animal o
vegetal, un aderezo natural o sintético, antioxidante, modificador de la viscosidad, aceite esencial, y/o sabor, tinte y/o
colorante, vitamina, mineral, aminoacido natural y/o no natural, nutriente, enzima adicional (incluyendo enzimas
genéticamente manipuladas), un agente aglutinante tal como goma guar o goma de xantano, tampon, emulsionante,
lubricante, adyuvante, agente de suspension, conservante, agente de recubrimiento o agente solubilizante y
semejantes.

Los ejemplos de los métodos de aplicacion incluyen, pero no estan limitados a, recubrimiento del pienso en un
material que comprende el polipéptido variante PS4, aplicacién directa por mezclado del polipéptido variante PS4
con el pienso, pulverizacion del polipéptido variante PS4 en la superficie del pienso o inmersion del pienso en una
preparacion del polipéptido variante PS4.

El polipéptido variante PS4 se aplica preferiblemente mezclandolo con un pienso o por pulverizacion en las
particulas de pienso para consumo animal. Alternativamente, el polipéptido variante PS4 puede incluirse en la
emulsioén de un pienso, o el interior de productos sélidos por inyeccion o tabor rotatorio.

El polipéptido variante PS4 puede aplicarse para intercalar, recubrir y/o impregnar un pienso. Las mezclas con otros
ingredientes también pueden usarse y pueden aplicarse separadamente, simultaneamente o secuencialmente. Los
agentes quelantes, agentes aglutinantes, emulsionantes y otros aditivos tales como micro y macro minerales,
aminoacidos, vitaminas, grasas animales, grasas vegetales, conservantes, saporiferos, colorantes, pueden aplicarse
de forma similar al pienso simultdneamente (bien en mezcla o separadamente) o aplicarse secuencialmente.

Cantidad de Polipéptido Variante PS4

La cantidad éptima del polipéptido variante PS4 que se va a usar dependera del pienso que se va a tratar y/o del
método de contacto del pienso con el polipéptido variante PS4 y/o del uso pretendido para el mismo. La cantidad de
polipéptido variante PS4 deberia ser una cantidad suficiente para ser efectiva para degradar sustancialmente el
almidon resistente después de ingestion y durante la digestion del pienso.

Ventajosamente, el polipéptido variante PS4 permanecera efectivo después de la ingestion de un pienso para
consumo animal y durante la digestion del pienso hasta que se obtiene una digestion mas completa del pienso, es
decir, se libera un valor calorifico incrementado del pienso.

Combinaciones de amilasa

Describimos en particular combinaciones de polipéptidos variantes PS4 con amilasas, en particular, amilasas
maltogénicas. La alfa-amilasa maltogénica (glucan 1,4-a-maltohidrolasa, E.C. 3.2.1.133) es capaz de hidrolizar
amilosa y amilopectina a maltosa en la configuracion alfa.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 658 856 T3

Una alfa-amilasa maltogénica de Bacillus (EP 120 693) esta disponible comercialmente con el nombre comercial
Novamyl (Novo Nordisk A/S, Dinamarca) y se usa ampliamente en la industria panadera como un agente anti-
endurecimiento debido a su capacidad de reducir la retrogradacion del almidén. Novamyl se describe con detalle en
la Publicacion de Patente Internacional WO 91/04669. La alfa-amilasa maltogénica Novamyl comparte varias
caracteristicas con ciclodextrina glucanotransferasas (CGTasas), incluyendo homologia de secuencia (Henrissat B,
Bairoch A; Biochem. J., 316, 695-696 (1996)) y formacion de productos de transglicosilacion (Christophersen, C., et
al., 1997, Starch, vol. 50, No. 1, 39-45).

En realizaciones altamente preferidas, describimos combinaciones que comprenden polipéptidos variantes PS4 junto
con Novamyl o cualquiera de sus variantes. Dichas combinaciones son utiles para la produccion de alimentos tal
como horneado. El Novamyl puede comprender en particular Novamyl 1500 MG.

Otros documentos que describen Novamyl y sus usos incluyen Christophersen, C., Pedersen, S., y Christensen, T.,
(1993) Method for produccion of maltosa an a limit dextrin, the limit dextrin, and use of the limit dextrin. Dinamarca, y
WO 95/10627. Se describe adicionalmente en la Pat. U.S. No. 4.598.048 y la Pat. U.S. No. 4.604.355. Cada uno de
estos documentos se incorpora por la presente por referencia, y cualquiera de los polipéptidos Novamyl descritos alli
puede usarse en combinaciones con cualquiera de los polipéptidos variantes PS4 descritos aqui.

Las variantes, homologos, y mutantes de Novamyl pueden usarse para las combinaciones, siempre que retengan su
actividad alfa amilasa. Por ejemplo, cualquiera de las variantes de Novamyl descritas en la Patente US Numero
6.162.628, cuya descripcion completa se incorpora por la presente por referencia, pueden usarse en combinacion
con los polipéptidos variantes PS4 descritos aqui. En particular, pueden usarse cualquiera de los polipéptidos
descritos en ese documento, especificamente las variantes de SEQ ID NO:1 de US 6.162.628 en una cualquiera o
mas posiciones correspondientes a Q13, 116, D17, N26, N28, P29, A30, S32, Y33, G34, L35, K40, M45, P73, V74,
D76 N77, D79, N86, R95, N99, 1100, H103, Q119, N120, N131, S141, T142, A148, N152, A163, H169, N171, G172,
1174, N176, N187, F188, A192, Q201, N203, H220, N234, G236, Q247, K249, D261, N266, L268, R272, N275,
N276, V279, N280, V281, D285, N287, F297, Q299, N305, K316, N320, L321, N327, A341, N342, A348, Q365,
N371, N375, M378, G397, A381, F389, N401, A403, K425, N436, S442, N454, N468, N474, S479, A483, A486,
V487, S493, T494, S495, A496, S497, A498, Q500, N507, 1510, N513, K520, Q526, A555, A564, S573, N575, Q581,
S583, F586, K589, N595, G618, N621, Q624, A629, F636, K645, N664 y/o T681.

Secuencias de aminoacidos

La invencion hace uso de un acido nucleico variante PS4, y las secuencias de aminoacidos de dichos acidos
nucleicos variantes PS4 estan englobadas por los métodos y composiciones descritos aqui.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "secuencia de aminoacidos" es sinénimo del término
"polipéptido” y/o el término "proteina". En algunos casos, el término "secuencia de aminoacidos" es sinénimo del
término "péptido". En algunos casos, el término "secuencia de aminoacidos" es sinénimo del término "enzima".

La secuencia de aminoacidos puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuada, o puede prepararse
sintéticamente o puede prepararse por el uso de técnicas de ADN recombinante.

La enzima variante PS4 descrita aqui puede usarse conjuntamente con otras enzimas. Asi, describimos ademas una
combinacién de enzimas en la que la combinaciéon comprende una enzima polipéptido variante PS4 descrita aqui y
otra enzima, que en si misma puede ser otra enzima polipéptido variante PS4.

Secuencia de nucledtidos variante PS4

Como se ha indicado anteriormente, describimos secuencias de nucleétidos que codifican las enzimas variantes
PS4 que tienen las propiedades especificas descritas.

El término "secuencia de nucledtidos" o "secuencia de acido nucleico" tal y como se usa en la presente memoria se
refiere a una secuencia de oligonucleétido o secuencia de polinucleétido, y variante, homdlogos, fragmentos y
derivados de ésta (tal como partes de ésta). La secuencia de nucleétidos puede ser de origen genémico o sintético o
recombinante, que puede ser bicatenario o monocatenario ya represente la cadena con sentido o anti-sentido.

El término "secuencia de nucledtidos" tal y como se usa en este documento incluye ADN gendémico, ADNc, ADN
sintético, y RNA. Preferiblemente, significa ADN, mas preferiblemente secuencia de ADNc que codifica un
polipéptido variante PS4.

Tipicamente, la secuencia de nucleétidos variante PS4 se prepara usando técnicas de ADN recombinante (es decir,
ADN recombinante). Sin embargo, en una realizacion alternativa, la secuencia de nucleétidos podria sintetizarse,
todo o en parte, usando métodos quimicos muy conocidos en la técnica (véase Caruthers MH et al., (1980) Nuc
Acids Res Symp Ser 215-23 y Horn T et al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232).
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Preparacién de secuencias de acido nucleico

Una secuencia de nucleétidos que codifica bien una enzima que tiene las propiedades especificas como se define
en la presente memoria (por ejemplo, un polipéptido variante PS4) o una enzima que es adecuada para
modificacion, tal como una enzima parental, puede identificarse y/o aislarse y/o purificarse de cualquier célula u
organismo que produce dicha enzima. En la técnica son muy conocidos varios métodos para la identificacion y/o
aislamiento y/o purificacion de secuencias de nucleétidos. Como ejemplo, las técnicas de amplificacion por PCR
para preparar mas de una secuencia pueden usarse una vez una secuencia adecuada se ha identificado y/o aislado
y/o purificado.

Como ejemplo adicional, puede construirse una biblioteca de ADN genémico y/o ADNc usando ADN cromosémico o
ARN mensajero del organismo que produce la enzima. Si la secuencia de aminoacidos de la enzima o una parte de
la secuencia de aminoacidos de la enzima se conoce, pueden sintetizarse sondas de oligonucleétidos marcadas y
usarse para identificar clones que codifican la enzima de la biblioteca gendmica preparada del organismo.
Alternativamente, una sonda de oligonucleétido marcada que contiene secuencias homoélogas a otro gen de enzima
conocido podria usarse para identificar los clones que codifican la enzima. En el Ultimo caso, se usan condiciones de
hibridacion y lavado de menor astringencia.

Alternativamente, los clones que codifican la enzima podrian identificarse insertando fragmentos de ADN gendmico
en un vector de expresion, tal como un plasmido, transformando bacterias negativas para la enzima con la biblioteca
de ADN gendmico resultante, y después plaqueando las bacterias transformadas en placas de agar que contienen
un sustrato para la enzima (es decir, maltosa), permitiendo de esta manera identificar los clones que expresan la
enzima.

En una alternativa adicional mas, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima puede prepararse
sintéticamente por métodos estandar establecidos, por ejemplo, el método de fésforoamidita descrito por Beucage
S.L. etal., (1981) Tetrahedron Letters 22, p 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., (1984) EMBO J. 3, p
801-805. En el método de fosforoamidita, se sintetizan oligonucledtidos, por ejemplo, en un sintetizador automatico
de ADN, se purifican, se hibridan, se ligan y se clonan en vectores apropiados.

La secuencia de nucleétidos puede ser de origen mixto gendmico y sintético, origen mixto sintético y ADNc, u origen
mixto gendémico y ADNc, preparada ligando fragmentos de origen sintético, gendmico o ADNc (segun sea apropiado)
segun técnicas estandar. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes de la secuencia de nucledtidos
completa. La secuencia de ADN también puede prepararse por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
usando cebadores especificos, por ejemplo, como se describe en US 4.683.202 o en Saiki R K et al., (Science
(1988) 239, pp 487-491).

Variantes/homologos/derivados

Describimos ademas el uso de variantes, homologos y derivados de cualquier secuencia de aminoacidos de una
enzima o de cualquier secuencia de nucledtidos que codifica dicha enzima, tal como un polipéptido variante PS4 o
un acido nucleico variante PS4. A no ser que el contexto dicte otra cosa, el término "acido nucleico variante PS4"
deberia tomarse para incluir cada una de las entidades del acido nucleico descritas mas adelante, y el término
"polipéptido variante PS4" deberia asimismo tomarse para incluir cada una de las entidades del polipéptido o
aminoacido descritas mas adelante.

Aqui, el término "homologo" significa una entidad que tiene una determinada homologia con las secuencias de
aminoacidos objeto y las secuencias de nucledtidos objeto. Aqui, el término "homologia" puede igualarse con
"identidad".

En el presente contexto, una secuencia homdloga se toma para incluir una secuencia de aminoacidos que puede ser
al menos 75, 80, 85 6 90% idéntica, preferiblemente al menos 95, 96, 97, 98 6 99% idéntica a la secuencia objeto.
Tipicamente, los homdlogos comprenderan los mismos sitios activos etc. que la secuencia de aminoacidos objeto.
Aunque la homologia también puede considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que
tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de este documento se prefiere expresar homologia
en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, una secuencia homéloga se toma para incluir una secuencia de nucleétidos que puede ser
al menos 75, 80, 85 6 90% idéntica, preferiblemente al menos 95, 96, 97, 98 6 99% idéntica a una secuencia de
nucledtidos que codifica una enzima polipéptido variante PS4 (tal como un acido nucleico variante PS4).
Tipicamente, los homologos comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos etc que la
secuencia objeto. Aunque la homologia también puede considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoacidos que tienen propiedades quimicas/funciones similares), en el contexto de este documento se prefiere
expresar homologia en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia pueden realizarse a simple vista, o mas habitualmente, con la ayuda de
programas de comparacién de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles
comercialmente pueden calcular el % de homologia entre dos o mas secuencias.
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El % de homologia puede calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra
secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la
otra secuencia, un residuo cada vez. Esto se denomina alineamiento "sin huecos". Tipicamente, dichos
alineamientos sin huecos se realizan sélo sobre un nimero relativamente pequefio de residuos.

Aunque éste es un método muy simple y consistente, falla al no tener en consideracién que, por ejemplo, en un par
de secuencias de otra manera idénticas, una insercién o delecidon causara que los residuos de aminoacidos
siguientes estén fuera del alineamiento, resultando asi potencialmente en una gran reduccion en el % de homologia
cuando se realiza un alineamiento global. Consecuentemente, la mayor parte de los métodos de comparacion de
secuencias se disefian para producir alineamientos 6ptimos que tienen en consideracion inserciones y deleciones
posibles sin penalizacion indebida de la puntuacion de homologia global. Esto se consigue insertando "huecos" en el
alineamiento de las secuencias para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan "penalizaciones por hueco" a cada hueco que ocurre en el
alineamiento de manera que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencias con
tan pocos huecos como sea posible - lo que refleja una mayor relacién entre las dos secuencias comparadas -
conseguira una mayor puntuacion que uno con muchos huecos. Se usan "costes de hueco afines" tipicamente que
cargan un coste relativamente alto para la existencia de un hueco y una penalizacién menor para cada residuo
posterior en el hueco. Este es el sistema de puntuacion de huecos usado mas cominmente. Las altas
penalizaciones por hueco produciran por supuesto alineamientos optimizados con menores huecos. La mayor parte
de los programas de alineamiento permiten modificar las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefiere usar
los valores por defecto cuando se usa dicho software para comparaciones de secuencias. Por ejemplo, cuando se
usa el paquete GCG Wisconsin Bestfit, la penalizaciéon por hueco por defecto para secuencias de aminoacidos es -
12 para un hueco y -4 para cada extension.

El calculo del % de homologia maximo por lo tanto requiere en primer lugar la produccién de un alineamiento 6ptimo,
que tiene en consideracion penalizaciones por hueco. Un programa de ordenador adecuado para llevar a cabo dicho
alineamiento es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Devereux et al 1984 Nuc. Acids Research 12 p387). Los
ejemplos de otros software que pueden realizar comparaciones de secuencias, incluyen, pero no estan limitados a,
el paquete BLAST (véase Ausubel et al., 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 42 Ed - Capitulo 18), FASTA
(Altschul et al., 1990 J. Mol. Biol. 403-410) y el paquete GENEWORKS de herramientas de comparacion. Tanto
BLAST como FASTA estan disponibles para busqueda fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al., 1999, Short
Protocols in Molecular Biology, paginas 7-58 a 7-60).

Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa GCG Bestfit. Una nueva herramienta,
denominada BLAST 2 Sequences también esta disponible para comparar secuencias de proteinas y de nucleétidos
(véase FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 vy
tatiana@ncbi.nim.nih.gov).

Aunque el % de homologia final puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineamiento en si mismo no
esta basado tipicamente en una comparacion por pares de todo o nada. En lugar de esto, se usa generalmente una
matriz de puntuacioén de similitud escalada que asigna puntuaciones a cada comparacion por pares sobre la base de
similitud quimica o distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz usada comunmente es la matriz BLOSUMG62 - la
matriz por defecto para el paquete de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan bien
los valores por defecto publicos o una tabla de comparacion de simbolos personalizada si se suministra (véase el
manual del usuario para detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar lo valores por defecto
publicos para el paquete GCG, o en el caso de otro software, la matriz por defecto, tal como BLOSUMG62.

Alternativamente, los porcentajes de homologia pueden calcularse usando la caracteristica de alineamiento multiple
en DNASIS™ (Softare Hitachi), basada en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988), Gene
73(1), 237-244).

Una vez que el software ha producido un alineamiento 6ptimo, es posible calcular el % de homologia,
preferiblemente el % de identidad de secuencia. El software tipicamente hace esto como parte de la comparacion de
secuencias y genera un resultado numérico.

Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacidos que
producen un cambio silencioso y resultan en una sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones
deliberadas de aminoacidos pueden hacerse sobre la base de similitud en las propiedades de los aminoacidos (tales
como polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza anfipatica de los residuos) y es por
lo tanto util para agrupar a los aminoacidos conjuntamente en grupos funcionales. Los aminoacidos pueden
agruparse conjuntamente soélo sobre la base de las propiedades de su cadena lateral. Sin embargo, es mas util
incluir también datos de mutacion. Los conjuntos de aminoacidos asi obtenidos se conservan probablemente por
razones estructurales. Estos conjuntos pueden describirse en la forma de un diagrama de Venn (Livingstone C.D. y
Barton G.J. (1993) "Protein sequence alignments: a strategy for the hierarchical analysis of residue conservation"
Comput.Appl Biosci. 9: 745-756) (Taylor W.R. (1986) "The classification of amino acid conservation" J.Theor.Biol.
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119; 205-218). Pueden hacerse sustituciones conservativas, por ejemplo, segun la tabla siguiente que describe un
agrupamiento de aminoacidos por el diagrama de Venn aceptado generalmente.

Conjunto Sub-conjunto

Hidrofébico FWYHKMILVAGC Aromatico FWYH
Alifatico ILV

Polar WYHKREDCSTNQ Cargado HKRED

Cargado positivamente HKR

Cargado negativamente ED

Pequeiio VCAGSPTND Muy pequefio AGS

Describimos ademas secuencias que comprenden sustitucion homdloga (sustitucion y reemplazo se usan ambos en
la presente memoria para significar el intercambio de un residuo de aminoacido existente, con un residuo alternativo)
que puede ocurrir, es decir, sustitucion de semejante por semejante, tal como basico por basico, acido por acido,
polar por polar etc. La sustitucion no homologa también puede ocurrir, es decir, de una clase de residuo a otra o
alternativamente que implica la inclusiéon de aminoacidos no naturales tal como ornitina (de aqui en adelante en la
presente memoria referido como Z), acido diaminobutirico ornitina (de aqui en adelante en la presente memoria
referido como B), norleucina ornitina (de aqui en adelante en la presente memoria referido como O), piriilalanina,
tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse
entre cualesquiera dos residuos de aminoacidos de la secuencia incluyendo grupos alquilo tal como grupos metilo,
etilo o propilo ademas de espaciadores de aminoacidos tales como residuos de glicina o B-alanina. Una forma
adicional de variacién, implica la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos en forma peptoide, sera bien
entendida por los expertos en la técnica. Para evitar dudas, "la forma peptoide" se usa para hacer referencia a
residuos de aminoacidos variantes en los que el grupo sustituyente del carbono a esta en el atomo de nitrégeno del
residuo en lugar del carbono a. Los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide son conocidos en la
técnica, por ejemplo, Simon RJ et al., PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995)
13(4), 132-134.

Las secuencias de nucledtidos descritas aqui, y adecuadas para uso en los métodos y composiciones descritos aqui
(tal como acidos nucleicos variantes PS4) pueden incluir en ellas nucleétidos sintéticos o modificados. En la técnica
se conocen varios tipos diferentes de modificacién de oligonucledtidos. Estas incluyen nicleos de metilfosfonato y
fésforotioato y/o la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3' y/o 5' de la molécula. Para los
propositos de este documento, debe entenderse que las secuencias de nucleétidos como se describen aqui, pueden
modificarse por cualquier método disponible en la técnica. Dichas modificaciones pueden llevarse a cabo con el fin
de aumentar la actividad o vida util in vivo de las secuencias de nucleétidos.

Describimos ademas el uso de secuencias de nucledtidos que son complementarias a las secuencias presentadas
en la presente memoria, o cualquier derivado, fragmento o derivado de éstas. Si la secuencia es complementaria a
un fragmento de éstas, entonces esa secuencia puede usarse como una sonda para identificar secuencias
codificadoras similares en otros organismos etc.

Los polinucledtidos que no son 100% homologos a las secuencias variantes PS4 pueden obtenerse de diferentes
formas. Ofras variantes de las secuencias descritas en la presente memoria pueden obtenerse por ejemplo
ensayando con sondas bibliotecas de ADN hechas a partir de un rango de individuos, por ejemplo, individuos de
diferentes poblaciones. Ademas, pueden obtenerse otros homadlogos y dichos homdlogos y fragmentos de éstos en
general seran capaces de hibridar selectivamente con las secuencias mostradas en el listado de secuencias de la
presente memoria. Dichas secuencias pueden obtenerse ensayando bibliotecas de ADNc hechas a partir de o
bibliotecas de ADN gendmico de otras especies, y ensayando dichas bibliotecas con sondas que comprenden todo o
parte de una cualquiera de las secuencias en el listado de secuencias adjunto en condiciones de astringencia media
a alta. Se aplican consideraciones similares para obtener homoélogos de especies y variantes alélicas de las
secuencias de polipéptidos o nucleétidos descritas aqui.

Las variantes y homologos de cepa/especie también pueden obtenerse usando PCR degenerada que usara
cebadores disefiados para tomar como diana secuencias en las variantes y homologos que codifican secuencias de
aminoacidos conservadas. Las secuencias conservadas pueden predecirse, por ejemplo, alineando las secuencias
de aminoacidos de varias variantes/homologos. Los alineamientos de secuencia pueden realizarse usando software
informatico conocido en la técnica. Por ejemplo, el programa GCG Wisconsin PileUp se usa ampliamente.

Los cebadores usados en PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas y se usaran en
condiciones de astringencia menores que las usadas para clonar secuencias con cebadores de secuencia Unica
frente a secuencias conocidas.
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Alternativamente, dichos polinucledtidos pueden obtenerse por mutagénesis dirigida a sitio de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser util cuando, por ejemplo, se requieren cambios silenciosos en la secuencia de
codones para optimizar preferencias de codones para una célula huésped particular en las que se estan expresando
las secuencias de polinucledtidos. Pueden desearse otros cambios de secuencia con el fin de introducir sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccion, o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por
los polinucledtidos.

Los polinucledtidos (secuencias de nucledtidos) tal como acidos nucleicos variantes PS4 descritos en este
documento, pueden usarse para producir un cebador, por ejemplo, un cebador de PCR, un cebador para una
reaccion de amplificacion alternativa, una sonda, por ejemplo, marcada con un marcador informador por medios
convencionales usando marcadores radiactivos o no radiactivos, o los polinucleétidos pueden clonarse en vectores.
Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendran una longitud de al menos 15, preferiblemente al menos 20,
por ejemplo al menos 25, 30 6 40 nucledtidos, y también estan englobados por el término polinucleétidos.

Los polinucledtidos tal como polinucledtidos y sondas de ADN pueden producirse recombinantemente,
sintéticamente, o por cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También pueden clonarse por
técnicas estandar. En general, los cebadores se produciran por medios sintéticos, que implican una fabricacién por
etapas de la secuencia de acido nucleico deseada con un nucleétido cada vez. Las técnicas para conseguir esto
usando técnicas automatizadas estan facilmente disponibles en la técnica.

Los polinucleétidos mas largos se produciran generalmente usando medios recombinantes, por ejemplo, usando
técnicas de conacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Los cebadores pueden disefiarse para
contener sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion adecuados de manera que el ADN amplificado pueda
clonarse en un vector de clonacion adecuado. Preferiblemente, las secuencias variantes etc. son al menos tan
bioldgicamente activas como las secuencias presentadas en la presente memoria.

Tal y como se usa en la presente memoria "biolégicamente activo" se refiere a una secuencia que tiene una funcién
estructural similar (pero no necesariamente de la misma magnitud), y/o funcién reguladora similar (pero no
necesariamente de la misma magnitud), y/o funcién bioquimica similar (pero no necesariamente de la misma
magnitud) que la secuencia natural.

Hibridacion

Describimos ademas secuencias que son complementarias a las secuencias de acido nucleico de variantes PS4 o
secuencias que son capaces de hibridar bien con las secuencias variantes PS4 o con secuencias que son
complementarias de éstas.

El término "hibridacion” tal y como se usa en la presente memoria incluira "el proceso por el cual una cadena de
acido nucleico se une con una cadena complementaria mediante emparejamiento de bases" asi como el proceso de
amplificacion como se lleva a cabo en tecnologias de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Por lo tanto,
describimos el uso de secuencias de nucledtidos que son capaces de hibridar con las secuencias que son
complementarias a las secuencias presentadas en la presente memoria, o cualquier derivado, fragmento o derivado
de éstas.

El término "variante" también engloba secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces de
hibridar con las secuencias de nucleétidos presentadas en la presente memoria.

Preferiblemente, el término "variante" engloba secuencias que son complementarias a las secuencias que son
capaces de hibridar en condiciones astringentes (por ejemplo, 50°C y 0,2xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M Nas
citrato pH 7,0}) con las secuencias de nucledtidos presentadas en la presente memoria. Mas preferiblemente, el
término "variante" engloba secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces de hibridar en
condiciones de alta astringencia (por ejemplo, 65°C y 0,1xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M Najs citrato pH 7,0})
con las secuencias de nucleétidos presentadas en la presente memoria.

Describimos ademas secuencias de nucleétidos que pueden hibridar con las secuencias de nucleétidos de variantes
PS4 (incluyendo secuencias complementarias a las presentadas en la presente memoria), asi como secuencias de
nucledétidos que con complementarias a las secuencias que pueden hibridar con las secuencias de nucleétidos de
variantes PS4 (incluyendo secuencias complementarias a las presentadas en la presente memoria). Describimos
ademas secuencias de polinucleétidos que son capaces de hibridar con las secuencias de nucleétidos presentadas
en la presente memoria en condiciones de astringencia intermedia a maxima.

En un aspecto preferido, describimos secuencias de nucleétidos que pueden hibridar con la secuencia de
nucledtidos de un acido nucleico variante PS4, o el complemento de éste, en condiciones astringentes (por ejemplo,
50°C y 0,2xSSC). Mas preferiblemente, las secuencias de nucledtidos pueden hibridar con la secuencia de
nucledtidos de una variante PS4, o el complemento de éste, en condiciones de alta astringencia (por ejemplo, 65°C
y 0,1xSSC).

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 658 856 T3

Mutagénesis dirigida a sitio

Una vez que se ha aislado la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima, o se ha identificado una posible
secuencia de nucleétidos que codifica la enzima, puede ser deseable mutar la secuencia con el fin de preparar una
enzima. De acuerdo con esto, una secuencia variante PS4 puede prepararse a partir de una secuencia parental.
Pueden introducirse mutaciones usando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucleétidos contienen secuencias de
nucledtidos que flanquean los sitios de mutacién deseados.

Un método adecuado se describe en Morinaga et al., (Biotechnology (1984) 2, p646-649). Otro método para
introducir mutaciones en secuencias de nucleétidos que codifican una enzima se describe en Nelson y Long
(Analytical Biochemistry (1989), 180, p 147-151). Un método adicional se describe en Sarkar y Sommer
(Biotechniques (1990), 8, p404-407 - "The megaprimer method of site directed mutagenesis").

En un aspecto, la secuencia para uso en los métodos y composiciones descritos aqui es una secuencia
recombinante - es decir, una secuencia que se ha preparado usando técnicas de ADN recombinante. Estas técnicas
de ADN recombinante estan dentro de las capacidades de un experto en la técnica. Dichas técnicas se explican en
la bibliografia, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Segunda Edicién, Libros 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

En un aspecto, la secuencia para uso en los métodos y composiciones descritos aqui es una secuencia sintética - es
decir, una secuencia que se ha preparado por sintesis quimica o enzimatica in vitro. Incluye, pero no esta limitado a,
secuencias preparadas con uso de codones éptimo para organismos huésped - tal como las levaduras metilotréficas
Pichia y Hansenula.

La secuencia de nucleotidos para uso en los métodos y composiciones descritos aqui puede incorporarse en un
vector replicable recombinante. El vector puede usarse para replicar y expresar la secuencia de nucleétidos, en
forma de enzima, en y/o a partir de una célula huésped compatible. La expresién puede controlarse usando
secuencias de control, por ejemplo, secuencias reguladoras. La enzima producida por una célula huésped
recombinante por expresidon de la secuencia de nucledtidos puede secretarse o puede estar contenida
intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector usado. Las secuencias codificadoras pueden disefiarse
con secuencias sefial que dirigen la secrecion de las secuencias codificadoras de la sustancia a través de una
membrana celular procariota o eucariota particular.

Expresion de acidos nucleicos y polipéptidos PS4

Los polinucleodtidos y acidos nucleicos PS4 pueden incluir ADN y ARN tanto de origen sintético como natural, ADN o
ARN que puede contener desoxi o didesoxi nucledtidos o ribonucleétidos modificados o no modificados o analogos
de éstos. El acido nucleico PS4 puede existir como ADN o ARN mono o bicatenario, un heteroduplex ARN/ADN o un
copolimero ARN/ADN, en el que el término "copolimero" se refiere a una Unica cadena de acido nucleico que
comprende tanto ribonucleétidos como desoxirribonucleétidos. El acido nucleico PS4 puede incluso estar optimizado
por codones para incrementar adicionalmente la expresion.

El término "sintético", tal y como se usa en la presente memoria, se define como el que se produce por sintesis
quimica o enzimatica in vitro. Incluye, pero no esta limitado a, acidos nucleicos PS4 preparados con uso de codones
optimos para organismos huésped tal como las levaduras metilotroficas Pichia y Hansenula.

Los polinucledtidos, por ejemplo, polinucleétidos variantes PS4 descritos aqui, pueden incorporarse en un vector
replicable recombinante. El vector puede usarse para replicar el acido nucleico en una célula huésped compatible. El
vector que comprende la secuencia de polinucleétidos puede transformarse en una célula huésped adecuada. Los
huéspedes adecuados pueden incluir células bacterianas, de levadura, de insecto y fungicas.

El término "célula transformada" incluye células que se han transformado por el uso de técnicas de ADN
recombinante. La transformacién ocurre tipicamente por insercién de una o mas secuencias de nucleétidos en una
célula que se va a transformar. La secuencia de nucleédtidos insertada puede ser una secuencia de nucleétidos
heteréloga (es decir, es una secuencia que no es natural para la célula que se va a transformar. Ademas, o
alternativamente, la secuencia de nucleétidos insertada puede ser una secuencia de nucleétidos homologa (es decir,
es una secuencia que es natural para la célula que se va a transformar) - de manera que la célula recibe una o mas
copias extra de una secuencia de nucleétidos ya presente en ella.

Asi, en una realizacion adicional, proporcionamos un método para preparar polipéptidos y polinucleétidos variantes
PS4 por la introduccion de un polinucleétido en un vector replicable, introduccion del vector en una célula huésped
compatible, y crecimiento de la célula huésped en condiciones que llevan a cabo la replicacion del vector. El vector
puede recuperarse de la célula huésped.

Construcciones de expresion
El acido nucleico PS4 puede unirse de forma operativa a elementos reguladores de la transcripcion y la traduccion

activos en una célula huésped de interés. El acido nucleico PS4 también puede codificar una proteina de fusién que
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comprende secuencias sefal tales como, por ejemplo, las obtenidas del gen de glucoamilasa de Schwanniomyces
occidentalis, gen de tipo factor de apareamiento a de Saccharomyces cerevisiae y la TAKA-amilasa de Aspergillus
oryzae. Alternativamente, el acido nucleico PS4 puede codificar una proteina de fusién que comprende un dominio
de union a membrana.

Vector de expresion

El acido nucleico PS4 puede expresarse a los niveles deseados en un organismo huésped usando un vector de
expresion.

Un vector de expresién que comprende un acido nucleico PS4 puede ser cualquier vector que sea capaz de
expresar el gen que codifica acido nucleico PS4 en el organismo huésped seleccionado, y la elecciéon del vector
dependera de la célula huésped en la que se va a introducir. Asi, el vector puede ser un vector con replicacion
auténoma, es decir, un vector que exista como una entidad episomal, cuya replicacion es independiente de la
replicacion cromosomica, tal como, por ejemplo, un plasmido, un bacterié6fago o un elemento episomal, un
minicromosoma o un cromosoma artificial. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en
una célula huésped, se integra en el genoma de la célula huésped y se replica junto con el cromosoma.

Componentes del vector de expresion

El vector de expresion tipicamente incluye los componentes de un vector de clonacion, tal como, por ejemplo, un
elemento que permite la replicacién auténoma del vector en el organismo huésped seleccionado y uno o mas
marcadores fenotipicamente detectables para propédsitos de seleccién. El vector de expresion comprende
normalmente secuencias de nucleétidos de control que codifican un promotor, operador, sitio de unién a ribosomas,
sefial de inicio de la traduccién y opcionalmente, un gen represor o uno o mas genes activadores. Adicionalmente, el
vector de expresion puede comprender una secuencia que codifica una secuencia de aminoacidos capaz de dirigir €l
polipéptido variante PS4 a un organulo de una célula huésped tal como un peroxisoma o a un compartimento
particular de una célula huésped. Dicha secuencia de direccionamiento incluye, pero no esta limitada a, la secuencia
SKL. En el presente contexto, el término 'sefial de expresion” incluye cualquiera de las secuencias de control
anteriores, secuencias represoras o activadoras. Para la expresion bajo la direccion de secuencias de control, la
secuencia de acido nucleico del polipéptido variante PS4 se une de forma operativa a las secuencias de control de
una manera apropiada respecto a la expresion.

Preferiblemente, un polinucleétido en un vector esta unido de forma operativa a una secuencia de control que es
capaz de proporcionar la expresion de la secuencia codificadora por la célula huésped, es decir, el vector es un
vector de expresion. El término "unido de forma operativa" significa que los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar de su manera pretendida. Una secuencia reguladora "unida de forma operativa" a
una secuencia codificadora se liga de tal manera que la expresion de la secuencia codificadora se consigue en
condiciones compatibles con las secuencias de control.

Las secuencias de control pueden modificarse, por ejemplo, por la adicién de elementos reguladores de la
transcripcion adicionales para hacer que el nivel de la transcripcion dirigida por las secuencias de control tenga una
mejor respuesta a los moduladores de la transcripcion. Las secuencias de control pueden comprender en particular
promotores.

Promotor

En el vector, la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido variante PS4 estd combinada de forma
operativa con una secuencia promotora adecuada. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que tiene
actividad de transcripciéon en el organismo huésped elegido y puede obtenerse de genes que son homdlogos o
heterdlogos para el organismo huésped.

Promotores bacterianos

Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de nucleétidos modificada, tal
como acidos nucleicos PS4, en un huésped bacteriano incluyen el promotor del operdn lac de E. coli, los promotores
dagA del gen agarasa de Streptomyces coelicolor, los promotores del gen a-amilasa de Bacillus licheniformis
(amyL), los promotores del gen amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), los promotores del gen
de a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), los promotores de los genes xylA y xyIB de Bacillus subtilis y un
promotor obtenido de Lactococcus sp, incluyendo el promotor P170. Cuando el gen que codifica el polipéptido
variante PS4 se expresa en una especie bacteriana tal como E. coli, puede seleccionarse un promotor adecuado,
por ejemplo, de un promotor de bacteriéfago que incluye un promotor T7 y un promotor del fago lambda.

Promotores fungicos

Para la transcripcion en una especie flngica, los ejemplos de promotores utiles son aquellos obtenidos de los genes
que codifican la TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, a-amilasa neutra
de Aspergillus niger, a-amilasa estable en acido de A. niger, glucoamilasa de A. niger, lipasa de Rhizomucor miehei,
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proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae o acetamidasa de Aspergillus
nidulans.

Promotores de levaduras

Los ejemplos de promotores adecuados para la expresion en una especie de levadura incluyen, pero no estan
limitados a, los promotores Gal 1 y Gal 10 de Saccharomyces cerevisiae y los promotores AOX7 o AOX2 de Pichia
pastoris.

Organismos huésped
(l)Organismos huésped bacterianos

Los ejemplos de organismos huésped bacterianos adecuados con especies de bacterias gram positivas tal como
Bacillaceae incluyendo Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus
megaterium y Bacillus thuringiensis, especies de Strepfomyces tal como Streptomyces murinus, especies de
bacterias de acido lactico incluyendo Lactococcus spp. tal como Lactococcus lactis, Lactobacillus spp. incluyendo
Lactobacillus reuteri, Leuconostoc spp., Pediococcus spp. y Streptococcus spp. Alternativamente, pueden
seleccionarse cepas de una especie de bacterias gram-negativa que pertenece a Enterobacteriaceae incluyendo E.
coli, o a Pseudomonadaceae como el organismo huésped.

(ll) Organismos huésped de levaduras

Un organismo huésped de levadura adecuado puede seleccionarse de las levaduras biotecnoldgicamente relevantes
tales como pero no limitadas a especies de levaduras tales como Pichia sp., Hansenula sp o Kluyveromyces,
especies de Yarrowinia o una especie de Saccharomyces incluyendo Saccharomyces cerevisiae 0 una especie que
pertenece a Schizosaccharomyce tal como, por ejemplo, especie S. Pombe.

Preferiblemente, una cepa de la especie de levadura metilotréfica Pichia pastoris se usa como el organismo
huésped. Preferiblemente, el organismo huésped es una especie de Hansenula.

(lll) Organismos huésped flingicos

Los organismos huésped adecuados entre los hongos filamentosos incluyes especies de Aspergillus, por ejemplo,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus tubigensis, Aspergillus awamori o Aspergillus nidulans.
Alternativamente, las cepas de una especie de Fusarium, por ejemplo, Fusarium oxysporum o de una especie de
Rhizomucor tal como Rhizomucor miehei pueden usarse como el organismo huésped. Otras cepas adecuadas
incluyen especies de Thermomyces'y Mucor.

Expresion y purificacion de proteinas

Las células huésped que comprenden polinucleétidos pueden usarse para expresar polipéptidos, tal como
polipéptidos variantes PS4, fragmentos, homadlogos, variantes o derivados de éstos. Las células huésped pueden
cultivarse en condiciones adecuadas que permiten la expresion de las proteinas. La expresion de los polipéptidos
puede ser constitutiva de manera que se producen continuamente, o inducible, que requiere un estimulo para iniciar
la expresion. En el caso de la expresion inducible, la produccion de proteinas puede iniciarse cuando se requiera,
por ejemplo, por la adicion de una sustancia inductora al medio de cultivo, por ejemplo, dexametasona o IPTG.

Los polipéptidos pueden extraerse de las células huésped por una variedad de técnicas conocidas en la técnica,
incluyendo lisis enzimatica, quimica y/o osmética y disrupcion fisica. Los polipéptidos también pueden producirse
recombinantemente en un sistema sin células in vitro, tal como el sistema de reticulocitos de conejo TnT™
(Promega).

Ejemplos
Ejemplo 1. Clonacién de PS4

Se crece Pseudomonas sacharophila toda la noche en medio LB y se aisla el ADN cromosdmico por métodos
estandar (Sambrook J, 1989). Un fragmento de 2190 pb que contiene el marco de lectura abierto de PS4 (Zhou et
al., 1989) se amplifica a partir del ADN cromosoémico de P. sacharophila por PCR usando los cebadores P1y P2
(véase la Tabla 3). El fragmento resultante se usa como un molde en una PCR anidada con los cebadores P3 y P4,
amplificando el marco de lectura abierto de PS4 sin su secuencia sefial e introduciendo un sitio Ncol en el extremo 5'
del gen y un sitio BamHI en el extremo 3'. Junto con el sitio Ncol se introduce un codén para una Metionina N-
terminal, lo que permite la expresion intracelular de PS4. El fragmento de 1605 pb se clona en pCRBLUNT TOPO
(Invitrogen) y la integridad de la construccion se analiza por secuenciacion. El vector lanzadera de E.coli Bacillus
pDP66K (Penninga et al.,1996) se modifica para permitir la expresion de PS4 bajo el control del promotor P32 y la
secuencia sefal ctgase. El plasmido resultante, pCSmta se transforma en B. subtilis.
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Se prepara una segunda construccion de expresion en la que el dominio de unién a almidén de PS4 se elimina. En
una PCR con los cebadores P3 y P6 (Tabla 3) en pCSmta, se genera una versién truncada del gen mta. El gen mta
de longitud completa en pCSmta se intercambia con la version truncada lo que resulta en el plasmido pCSmta-SBD.

Ejemplo 2. Mutagénesis dirigida a sitio de PS4

Se introducen mutaciones en el gen mta por 2 métodos. Bien por un método basado en PCR de 2 etapas, o por un
método de Quick Exchange (QE). Por conveniencia, el gen mta se divide en 3 partes; un fragmento Pvul-Fspl, un
fragmento Fspl-Pstl y un fragmento Pstl-Aspl, referidos mas adelante como fragmento 1, 2 y 3 respectivamente.

En el método basado en PCR de 2 etapas, se introducen mutaciones usando la ADN polimerasa Pfu (Stratagene).
Se lleva a cabo una primera PCR con un cebador de mutagénesis (Tabla 4) para la cadena codificadora mas un
cebador en 3' de la cadena inferior (bien 2R 6 3R Tabla 3). El producto de la reaccion se usa como un cebador en
una segunda PCR junto con un cebador en 5' de la cadena codificadora. El producto de la tltima reaccién se clona
en pCRBLUNT topo (Invitrogen) y después de secuenciacion, el fragmento se intercambia con el fragmento
correspondiente en pCSmta.

Usando el método Quick Exchange (Stratagene), se introducen mutaciones usando dos cebadores complementarios
en una PCR en un plasmido que contiene el gen mta, o parte del gen mta.

Para este propdsito, se construye un conjunto conveniente de plasmidos, que comprende 3 plasmidos SDM y 3
plasmidos pCSA. Los plasmidos SDM portan cada uno 1 de los fragmentos del gen mta como se ha mencionado
anteriormente, en el que se introduce la mutacion deseada por QE. Después de la verificacion por secuenciacion, los
fragmentos se clonan en el plasmido pCSA receptor correspondiente. Los plasmidos pCSA son derivados inactivos
de pCSmta. La actividad se restaura por clonacion del fragmento correspondiente del plasmido SDM, permitiendo un
cribado facil.

Tabla 3. Cebadores usados en la clonacion del gen mta, y cebadores estandar usados en la construccién de
mutantes con direccion a sitio con el método de PCR de 2 etapas.

Cebador Secuencia del cebador Sitio introducido
P1 5- ATGACGAGGTCCTTGTTTTTC
P2 5- CGC TAG TCG TCC ATG TCG
P3 5'- GCC ATG GAT CAG GCC GGC AAG AGC CCG Ncol
P4 5-TGG ATC CTC AGAACGAGCCGCTGG T BamHI
P6 5- GAA TTC AGC CGC CGT CATTCC CGC C EcoRI
2L 5-AGA TTT ACG GCATGT TTC GC
2R 5-TAG CCG CTA TGG AAG CTG AT
3L 5-TGA CCT TCG TCG ACA ACC AC
3R 5-GAT AGC TGC TGG TGA CGG TC

Tabla 4: Cebadores usados para introducir mutaciones dirigidas a sitio en mta

Mutacion Secuencia del Oligo Modificacion | Cadena Propésito
G134R CTGCCGGCCGGCCAGCGCTTCTGGCG + SDM
G134R- cgccagaagcgctggecggecggcag - SDM

157L GACGGTGACCGCTTCcTgGGCGGCGAGTCG + SDM
151L- cgactcgccgcccaggaageggtcaccgtc - SDM
G223A GGCGAGCTGTGGAAAGCcCCTTCTGAATATCCG + SDM

G223A - cggatattcagaaggggctttccacagctcgec - SDM
H307L gaacGGCGGCCAGCACCctgTGGGCGCTGCAG + SDM
H307L - ctgcagcegceccacaggtgetggecgecgtte - SDM
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Mutacion Secuencia del Oligo Modificacion | Cadena Propésito
S334P, GTACTGGccgCACATGTACGACTGGGGCTACGGC + SDM
D343E 2aaTTCATC
S334P, gatgaattcgccgtagccccagtcgtacatgtgecggecagtac - SDM
D343E -

Tabla 5. Caracteristicas de los plasmidos SDM y pCSA

Plasmido Caracteristicas/construccion

SDM1 pBlueSK+ fragmento de 480 bp Sall-Stul de mta

SDM2 pBlueSK+ fragmento de 572 bp Sacll-Pstl de mta

SDM3 pBlueSK+ fragmento de 471 bp Sall-Stul de mta

pCSA1 Sitio Fsel relleno con Klenow ----> desplazamiento de
marco en mta

pCSA2 Fragmento Fspl-Pstl de mta reemplazado con 'ADN sin
valor'

pCSA3 Fragmento Pstl-Aspl de mta reemplazado con 'ADN sin
valor'

Ejemplo 3. Multi SDM

Las variantes PS4 se generaron usando un kit de Mutagénesis Dirigida a Sitio Multi QuickChange® (Stratagene)
segun el protocolo del fabricante con algunas modificaciones como se describe.

5 Etapa 1: Reaccion de Sintesis de la Cadena Mutante (PCR)

Inocular 3ml. de LB (22g/l Base de Caldo Lennox L, Sigma) + antibiéticos (0,05 pg/ml kanamicina, Sigma) en un tubo
Falcon de 10ml

- Incubar toda la noche a 37°C, aproximadamente 200 rpm,

- Sedimentar las células por centrifugacion (5.000 rpm/5 min)

10 - Eliminar el medio por vertido

- Preparar molde de ds-ADN usando el Protocolo de Purificacion Mini de Plasmido de QIAGEN

1. La reaccion de sintesis de la cadena mutante para ciclado termal se preparé como sigue:

Mezcla de PCR:

2,5yl Tampodn de reaccion Multi 10X QuickChange®

0,75 ul QuickSolution

Kol

1ul
Xl
1ul
Xl

Cebadores

longitud del cebador 28-35 pb > 10 pmoles |

longitud del cebador 24-27 pb > 7 pmoles

longitud del cebador 20-23 pb > 5 pmoles

Mezcla de dNTP

Molde ds-ADN (200 ng)

dH20 (hasta un volumen final de 25 pl)

Mezcla de enzimas Multi QuickChange® (2,5 U/ul) (ADN polimerasa PfuTurbo®)

Mezclar todos los componentes pipeteando y sedimentar brevemente las mezclas de reaccion.
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36



10

15

20

25

ES 2 658 856 T3

2. Ciclar las reacciones usando los parametros siguientes:
35 ciclos de desnaturalizacion (96°C/1min)

hibridacién de cebador (62,8°C/1min)

elongacion (65°C/15min)

después mantener a 4°C

Precalentar la tapa de la maquina de PCR hasta 105°C y la placa hasta 95°C antes de poner los tubos de PCR en la
magquina (ciclador termal eppendorf).

Etapa 2: Digestion con Dpn |

1. Afadir 2 pl de enzima de restriccion Dpn | (10 U/ul) a cada reaccion de amplificacion, mezclar por pipeteo y
sedimentar la mezcla.

2. Incubar a 37°C durante ~3 hr.
Etapa 3: Transformacion de células ultracompetentes XL1 0-Gold®

1. Descongelar células XL10-Gold en hielo. Alicuotar 45 pl de células por reaccion de mutagénesis en tubos Falcon
pre-enfriados.

2. Encender el bafio de agua (42°C) y poner un tubo con caldo NZY" en el bafio para pre-calentarlo.

3. Anadir 2 yl de mezcla de B-mercaptoetanol a cada tubo. Girar y golpear suavemente e incubar 10 min en hielo,
girandolo cada 2 min.

4. Anadir 1,5 yl de ADN tratado con Dpn | a cada alicuota de células, girar para mezclar e incubar en hielo durante
30 min.

5. Aplicar pulsos de calor a los tubos en el bafio de agua a 42°C durante 30 s y poner en hielo durante 2 min.

6. Afiadir 0,5 ml de caldo NZY" pre-calentado a cada tubo e incubar a 37°C durante 1hr con agitacion a 225-250
rpm.

7. Plaquear 200 yl de cada reaccion de transformacion en placas LB (33,6 g/l Agar Lennox L, Sigma) que contiene
1% almidon y 0,05 pg/ml kanamicina

8. Incubar las placas de transformacion a 37°C toda la noche.

Tabla 6. Tabla de cebadores para pPD77d14:

Mutacion Secuencia del Oligo Modificacion Cadena Propésito
N33Y, D34N | GCGAAGCGCCCTACAACTGGTACAAC 5' fosfato + MSDM
K71R CCGACGGCGGCAGGTCCGGCG 5' fosfato + MSDM
G87S CAAGAACAGCCGCTACGGCAGCGAC 5' fosfato + MSDM
G121D CACATGAACCGCGACTACCCGGACAAG 5' fosfato + MSDM
G134R CTGCCGGCCGGCCAGCGCTTCTGGCG 5' fosfato + MSDM
A141P CGCAACGACTGCGCCGACCCGGG 5' fosfato + MSDM
157L GACGGTGACCGCTTCcTgGGCGGCGAGTCG 5' fosfato + MSDM
L178F, CGCGACGAGTTTACCAACCTGCG 5' fosfato + MSDM
A179T
G223A GGCGAGCTGTGGAAAQCcCCTTCTGAATATCCG 5' fosfato + MSDM
H307L gaacGGCGGCCAGCACCctgTGGGCGCTGCAG 5' fosfato + MSDM
S334P, GTACTGGecgCACATGTACGACTGGGGCTACGGC 5' fosfato + MSDM
D343E gaaTTCATC
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Tabla 7. Tabla de cebadores para pPD77d20:

Mutacion Secuencia del Oligo Modificacion Cadena | Proposito
N33Y, D34N GCGAAGCGCCCTACAACTGGTACAAC 5' fosfato + MSDM
K71R CCGACGGCGGCAGGTCCGGCG 5' fosfato + MSDM
G121D CACATGAACCGCGACTACCCGGACAAG 5' fosfato + MSDM
G134R CTGCCGGCCGGCCAGCGCTTCTGGCG 5' fosfato + MSDM
A141P CGCAACGACTGCGCCGACCCGGG 5' fosfato + MSDM
157L GACGGTGACCGCTTCcTgGGCGGCGAGTCG 5' fosfato + MSDM
L178F, A179T | CGCGACGAGTTTACCAACCTGCG 5' fosfato + MSDM
G223A GGCGAGCTGTGGAAAGCcCCTTCTGAATATCCG | 5' fosfato + MSDM
H307L gaacGGCGGCCAGCACCctgTGGGCGCTGCAG 5' fosfato + MSDM
S334P, GTACTGGoogCACATGTACGACTGGGGCTACGGC 5' fosfato + MSDM
D343E gaaTTCATC

Tabla 8. Tabla de cebadores para pPD77d34:

Mutacion Secuencia del Oligo Modificaciéon | Cadena | Propdsito
N33Y, D34N GCGAAGCGCCCTACAACTGGTACAAC 5' fosfato + MSDM
G121D CACATGAACCGCGACTACCCGGACAAG 5' fosfato + MSDM
G134R CTGCCGGCCGGCCAGCGCTTCTGGCG 5' fosfato + MSDM
A141P CGCAACGACTGCGCCGACCCGGG 5' fosfato + MSDM
157L GACGGTGACCGCTTCcTgGGCGGCGAGTCG 5' fosfato + MSDM
L178F, A179T | CGCGACGAGTTTACCAACCTGCG 5' fosfato + MSDM
G223A GGCGAGCTGTGGAAAQCcCCTTCTGAATATCCG 5' fosfato + MSDM
H307L gaacGGCGGCCAGCACctgTGGGCGCTGCAG 5' fosfato + MSDM
S334P GTACTGGccgCACATGTACGACTGGGGCTACGGC | 5' fosfato + MSDM

Sistema de vector basado en pPD77

El sistema de vector usado para pPD77 se basa en pCRbluntTOPOII (invitrogen). El casete de resistencia a zeocina
se ha eliminado por pmll, fragmento de 393 pb eliminado. El casete de expresion del vector pCC (P32-ssCGTase-
PS4-tt) se ha insertado en el vector.

Ligacion de variante PS4 en pCCMini

El plasmido que contiene las mutaciones relevantes (creado por MSDM) se corta con la enzima de restriccion Nco 1
y Hind Il (Biolabs):

3 pg de ADN plasmidico, X pl de tampon 10x 2, 10 unidades de Nco1, 20 unidades de Hindlll,
Incubaciéon 2h a 37°C

Correr la digestion en un gel de agarosa al 1%. Los fragmentos con tamafio de 1293 pb (gen PS4) se retiran
cortando el gel y se purifican usando el kit de purificacion en gel Qiagen.

El vector pCCMini se corta entonces con enzimas de restriccion, Nco 1 y Hind 1ll, y la digestion se corre entonces en
un gel de agarosa al 1%. El fragmento con tamafio de 3569 pb se retira cortando el gel y se purifica usando el kit de
purificacion en gel Qiagen.
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Ligacion: Usar el kit de ligacion de ADN rapido (Roche)
Usar una cantidad doble de inserto comparado con el vector
por ejemplo, 2 pl de inserto (gen de PS4)

1 ul de vector

5 pl de tampdn de ligacion T4 ADN 2xconc

1 ul de dH>O

1 yl de ADN ligasa T4

Ligar 5 min/RT

Transformar la ligacion en células competentes One Shot TOPO segun el protocolo del fabricante (Invitrogen). Usar
5 pl de ligacion por transformacion.

Plaquear 50 pl de mezcla de transformacion en placas LB (33,6 g/l Agar Lennox L, Sigma) que contiene 1% almidén
y 0,05 pg/ml kanamicina. Los vectores que contienen el inserto (variantes PS4) pueden reconocerse por formacion
de halo en las placas de almidén.

Ejemplo 4. Transformacion en Bacillus subtilis (Transformacion de protoplastos)

Se transforma Bacillus subtilis (cepa DB104A; Smith et al. 1988; Gene 70, 351-361) con los plasmidos mutados pCS
segun el protocolo siguiente.

A. Medios para formar protoplastos y transformacion
por litro: 342 g de sacarosa (1 M); 4,72 g de maleato de sodio (0,04 M); 8:12 g de
2 x SMM MgCl,,6H.0O (0,04 M); pH 6,5 con NaOH concentrado. Distribuir en partes de 50 ml y
autoclavar durante 10 min.

4 x YT (1/2 NaCl) 2 g de extracto de levadura + 3,2 g de Triptona + 0,5 g NaCl por 100 ml. mezclar
SMMP volumenes iguales de 2 x SMM y 4 x YT.

10 g de polietilenglicol 6000 (BDH) 6 8000 (Sigma) en 25 ml de 1 x SMM (autoclavar
durante 10 min.).

PEG
B. Medios para plaqueo/regeneracion
agar 4% agar minimo Difco. Autoclavar durante 15 min.
succinato de sodio 270 g/l (1 M), pH 7,3 con HCI. Autoclavar durante 15 min.
tampodn fosfato 3,5 g de KoHPO, + 1,5 g de KH2PO,4 por 100ml. Autoclavar durante 15 min.
MgCl, 20,3 g de MgCly, 6H20 por 100 ml (1 M).
casaminoacidos disolucion al 5% (p/v). Autoclavar durante 15 min.
extracto de levadura 10 g por 100 ml, autoclavar durante 15 min.

glucosa disolucion al 20% (p/v). Autoclavar durante 10 min.

Medio de regeneracion DM3: mezclar a 60 C (bafio de agua; botella de 500 ml):
250 ml de succinato de sodio

50 ml de casaminoacidos

25 ml de extracto de levadura

50 ml de tampodn fosfato

15 ml de glucosa
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10 ml de MgCl»
100 ml de agar fundido

Anadir antibiéticos apropiados: cloranfenicol y tetraciclina, 5 ug/ml; eritromicina, 1 ug/ ml. La seleccion en kanamicina
es problematica en medio DM3: pueden requerirse concentraciones de 250 ug/ml.

C. Preparacion de protoplastos
1. Usar material de plastico o vidrio sin detergente en todo el proceso.

2. Inocular 10 ml de medio 2 x YT en un matraz de 100 ml de una Unica colonia. Crecer un cultivo de toda la noche a
25-30 C en un agitador (200 rev/min).

3. Diluir el cultivo de toda la noche 20 veces en 100 ml de medio 2 x YT fresco (matraz de 250 ml) y crecer hasta
DOsoo = 0,4-0,5 (aprox. 2h) a 37C en un agitador (200-250 rev/min).

4. Recoger las células por centrifugacion (9.000g, 20 min, 4 C).

5. Retirar el sobrenadante con pipeta y resuspender las células en 5 ml de SMMP + 5 mg de lisozima, esterilizado
por filtracién.

6. Incubar a 37 C en un bafio de agua con agitador (100 rev/min).

Después de 30 min y posteriormente a intervalos de 15 min, examinar muestras de 25 ul por microscopia. Continuar
la incubacion hasta que el 99% de las células estan como protoplastos (apariencia globular). Recoger los
protoplastos por centrifugacion (4.000g, 20 min, RT) y retirar con pipeta el sobrenadante. Resuspender el sedimento
suavemente en 1-2 ml de SMMP.

Los protoplastos estan ahora listos para su uso. (Pueden congelarse partes (por ejemplo, 0,15 ml) a -80 C para uso
futuro (no se requiere la adicion de glicerol). Aunque esto puede resultar en algo de reduccidon de la
transformabilidad, pueden obtenerse 106 transformantes por ug de ADN con protoplastos congelados).

D. Transformaciéon
1. Transferir 450 ul de PEG a un microtubo.

2. Mezclar 1-10 ul de ADN (0,2 ug) con 150 ul de protoplastos y afiadir la mezcla al microtubo con PEG. Mezclar
inmediatamente, pero suavemente.

3. Dejar durante 2 min a RT, y entonces afiadir 1,5 ml de SMMP y mezclar.

4. Recoger los protoplastos por microcentrifugacion (10 min, 13.000 rev/min (10-12.000 g)) y retirar por vertido el
sobrenadante. Retirar las gotitas remanentes con una toallita.

Aradir 300 ul de SMMP (no agitar con vortex) e incubar durante 60-90 min a 37 C en un bafio de agua con agitacion
(100 rev/min) para permitir la expresion de los marcadores de resistencia a antibidtico. (Los protoplastos se
resuspenden suficientemente mediante la accidon de agitacion del bafio de agua.). Hacer diluciones apropiadas en 1
x SSMy plaquear 0,1 ml en placas DM3

Ejemplo 5. Fermentacién de variantes PS4 en matraces oscilantes

El sustrato del matraz oscilante se prepara como sigue:

Ingrediente % (p/v)
Agua -
Extracto de levadura 2
Harina de soja 2

NaCl 0,5
Fosfato de dipotasio 0,5
Agente antiespumante 0,05

El sustrato se ajusta a pH 6,8 con acido sulfurico 4N o hidroxido de sodio antes de autoclavar. Se ponen 100 ml de
sustrato en un matraz de 500 ml con un deflector y se autoclava durante 30 minutos. Posteriormente, se afiaden 6
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ml de jarabe de dextrosa estéril. El jarabe de dextrosa se prepara mezclando un volumen de dextrosa al 50% p/v con
un volumen de agua seguido de autoclave durante 20 minutos.

Los matraces oscilantes se inoculan con las variantes y se incuba durante 24 horas a 35°C/180rpm en un incubador.
Después de la incubacion, las células se separan del caldo por centrifugacién (10.000 x g en 10 minutos) y
finalmente, el sobrenadante se desprovee de células por microfiltracién a 0,2um. El sobrenadante sin células se usa
para ensayos y pruebas de aplicacion.

Ejemplo 6. Ensayos de amilasa
Ensayo Betamyl

Una unidad Betamyl se define como la actividad que degrada 0,0351 mmoles por 1 min. de maltopentaosa acoplada
a PNP de manera que 0,0351 mmoles de PNP por 1 min. pueden liberarse por a-glucosidasa en exceso en la
mezcla de ensayo. La mezcla de ensayo contiene 50 ul de 50 mM Na-citrato, 5 mM CaCl2, pH 6,5 con 25 ul de
muestra de enzima y 25 ul de sustrato Betamyl (Glc5-PNP y a-glucosidasa) de Megazyme, Irlanda (1 vial disuelto en
10 ml de agua). La mezcla de ensayo se incuba durante 30 min. a 40C y entonces se para por la adicion de 150 pl
de 4% Tris. La absorbancia a 420 nm se mide usando un lector ELISA y la actividad Betamyl se calcula sobre la
base de Actividad = A420 * d en unidades de Betamyl/ml de muestra de enzima ensayado.

Ensayo endo-amilasa

El ensayo endo-amilasa es idéntico al ensayo Phadebas operado segun el fabricante (Pharmacia & Upjohn
Diagnostics AB).

Exo-especificidad
La relacién de actividad exo-amilasa a actividad Phadebas se us6 para evaluar la exo-especificidad.
Actividad especifica

Para las variantes PSac-D14, PSac-D20 y PSac-D34 encontramos una actividad especifica promedio de 10
unidades Betamyl por microgramo de proteina purificada medida segun Bradford (1976; Anal. Biochem. 72, 248).
Esta actividad especifica se usa para sobre la base de la actividad calcular las dosificaciones usadas en los estudios
de aplicacion.

Ejemplo 7. Determinacion de la vida media

t1/2 se define como el tiempo (en minutos) durante el que se inactiva la mitad de la actividad de la enzima en
condiciones de calor definidas. Con el fin de determinar la vida media de la enzima, la muestra se calienta durante 1-
10 minutos a temperaturas constantes de 60°C a 90°C. La vida media se calcula basandose en el ensayo Betamyl
residual.

Procedimiento: En un vial Eppendorf, se pre-calientan 1.000 pl de tampén durante al menos 10 minutos a 60°C o
mas. El tratamiento con calor de la muestra se inicia por la adiciéon de 100 ul de la muestra al tampén pre-calentado
en mezclado continuo (800 rpm) del vial Eppendorf en un incubador con calor (Termomixer comfort de Eppendorf).
Después de 0, 2, 4, 6, 8 y 9 minutos de incubacion, el tratamiento se para mediante la transferencia de 45 ul de la
muestra a 1.000 pl del tampdn equilibrado a 20°C e incubacion durante un minuto a 1.500 rpm y a 20°C. La actividad
residual se mide con el ensayo Betamyl.

Calculo: El calculo de t1/2 se basa en la pendiente de log10 (el logaritmo de base 10) de la actividad Betamyl
residual frente al tiempo de incubacion. t1/2 se calcula como Pendiente/0,301=t1/2.

Ejemplo 8. Sistema modelo de ensayos de horneado

Las masas se preparan en el Harinografo a 30,0°C. Se pesan 10,00 g de harina reformada y se afiaden en el
Harinégrafo; después de 1 min de mezclado, se afiade la referencia/muestra (referencia = tampén o agua, muestra =
enzima+ tampon o agua) con una pipeta estéril a través de los agujeros del tanque de amasado. Después de 30 seg.
la harina se raspa de los bordes - también a través de los agujeros del tanque de amasado. La muestra se amasa
durante 7 min.

Se realiza un ensayo con tampon o agua en el Harinégrafo antes de operarse la referencia final. FU deberia ser 400
en la referencia, si no es asi, éste deberia ajustarse con, por ejemplo, la cantidad de liquido. La referencia/muestra
se retira con una espatula y se pone en la mano (con un guante desechable en ésta), antes de rellenar con ella
tubos de vidrio pequefios (con una longitud de aprox. 4,5 cm) que se ponen en tubos de RMN y se tapan con un
corcho. Se preparan 7 tubos por masa.

Cuando se han preparado todas las muestras, los tubos se ponen en un bafio de agua (programable) a 33°C (sin
corchos) durante 25 min. y posteriormente el bafio de agua se ajusta para permanecer durante 5 min. a 33°C,
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después para calentar hasta 98°C durante 56 min. (1,1°C por minuto) y finalmente para permanecer durante 5 min. a
96°C.

Los tubos se almacenan a 20,0°C en un armario termostatizado. El contenido sélido de la miga se mide por RMN de
proton usando un analizador de RMN Bruker NMS 120 Minispec en el dia 1, 3 y 7 como se muestra para las
muestras de miga preparadas con 0,05, 1y 2 ppm PSacD34 en la Fig. 2. El menor incremento en contenido sdlido
con el tiempo representa la reduccion en la retrogradacion de amilopectina. Después de 7 dias de almacenamiento a
20,0°C en un armario termostatizado, se pesan muestras de 10-20 mg de miga y se ponen en capsulas DSC
estandar de aluminio de 40 pl y se mantienen a 20°C.

Las capsulas se usan para Calorimetria Diferencial de Barrido en un instrumento Mettler Toledo DSC 820. Como
parametros, se usan un ciclo de calentamiento de 20-95°C con 10°C por min. calentamiento y Gas/flujo: N2/80 ml por
min. Los resultados se analizan y la entalpia para la fusién de la amilopectina retrogradada se calcula en J/g.

Ejemplo 9. Efectos antiendurecimiento

Las migas de pan modelo se preparan y miden segun el Ejemplo 8. Como se muestra en la Tabla 2, las variantes
PS4 muestran una fuerte reduccion de la retrogradacion de amilopectina después del horneado como se mide por
Calorimetria Diferencial de Barrido en comparacién con el control. Las variantes PS4 muestran un claro efecto de la
dosificacion.

Ejemplo 10. Efectos de firmeza en estudios de horneado

Los estudios de horneado se llevaron a cabo con una receta de bizcocho y masa de pan blanco estandar para
tostada americana. La masa del bizcocho se prepara a partir de 1.600 g de harina "Clasica de Uso General " de
Sisco Mills, EEUU", 950 g de agua, 40 g de aceite de judia de soja y 32 g de levadura seca. El bizcocho se mezcla
durante 1 min. a baja velocidad y posteriormente 3 min. a velocidad 2 en un mezclador de espiral Hobart. El
bizcocho se fermenta posteriormente durante 2,5 horas a 35°C, 85% RH seguido de 0,5 horas a 5°C.

Posteriormente, se afaden al bizcocho 400 g de harina, 4 g de levadura seca, 40 g de sal, 2,4 g de propionato de
calcio, 240 g de jarabe de maiz con alto contenido en fructosa (Isosweet), 5 g del emulsionante PANODAN 205, 5 g
de harina de soja con enzima activa, 30 g de harina de soja no activa, 220 g de agua y 30 g de una disolucion de
acido ascorbico (preparada a partir de 4 g de acido ascorbico solubilizado en 500 g de agua). La masa resultante se
mezcla durante 1 min. a baja velocidad y después 6 min. a velocidad 2 en un mezclador Diosna. Posteriormente, la
masa se deja reposar durante 5 min. a temperatura ambiente, y después se escalan partes de masa de 550 g, se
dejan reposar durante 5 min. y después se laminan en un laminador Glimek con los ajustes 1:4, 2:4, 3:15, 4:12 y 10
a cada lado y se transfiere a un molde de horneado. Después de 60 min. de fermentacion a 43°C a 90% RH, las
masas se hornean durante 29 min. a 218°C

La firmeza y resiliencia se midieron con un analizador de textura TA-XT 2. La suavidad, cohesividad y resiliencia se
determina analizando rebanadas de pan por Analisis de Perfil de Textura usando un Analizador de Textura de Stable
Micro Systems, Reino Unido. Se usaron los ajustes siguientes:

Velocidad Pre ensayo: 2 mm/s
Velocidad en el ensayo: 2 mm/s
Velocidad Post ensayo: 10 mm/s
Distancia del Ensayo de Ruptura: 1%
Distancia: 40%

Fuerza: 0,098 N

Tiempo: 5,00 seg

Cuenta: 5

Célula de Carga: 5 kg

Tipo de Disparador: Auto - 0,01 N

Las medidas de firmeza muestran que los polipéptidos variantes PS4 reducen significativamente el desarrollo de la
firmeza desde el dia 1 al dia 7 y muestran un mayor efecto con dosificacién de enzima creciente.
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Ejemplo 11. Control del volumen de los bollos daneses

Se preparan bollos daneses a partir de una masa basada en 2.000 g de harina reformada danesa (de Cerealia), 120
g de levadura comprimida, 32 g de sal, y 32 g de sacarosa. Se afiade agua a la masa segun la optimizacién de agua
previa.

La masa se mezcla en un mezclador Diosna (2 min. a baja velocidad y 5 min. a alta velocidad). La temperatura de la
masa después del mezclado se mantiene a 26°C. Se escalan 1.350 g de masa y se dejan reposar durante 10 min.
en una cabina de calentamiento a 30°C. Los bollos se moldean en un moldeador Fortuna y se fermentan durante 45
min. a 34°C y a 85% de humedad relativa. Posteriormente, los bollos se hornean en un horno Bago 2 durante 18
min. a 250°C con vapor en los primeros 13 segundos. Después del horneado, los bollos se enfrian durante 25 min.
antes de pesarlos y medir el volumen.

Los bollos se evaltan respecto a la apariencia de la corteza, homogeneidad de la miga, recubrimiento de la corteza,
volumen modelo y especifico (medir el volumen con el método de desplazamiento de semilla dee colza).

Sobre la base de estos criterios, se encuentra que las variantes PS4 incrementan el volumen especifico y mejoran
los parametros de calidad de los bollos daneses. Asi, las variantes PS4 son capaces de controlar el volumen de los
productos horneados.

Ejemplo 12. Resultados

Tabla 9. Propiedades bioquimicas de variantes PSac comparado con PSac-cc1 de tipo salvaje

Variante t'2-75 t'2-80 Betamyl/ Mutaciones
Phadebas
PSac-cc1 <0,5 40

N33Y, D34N, K71 R, G134R, A141P, I157L, L178F,

PSac-D3 9.3 3 43 A179T, G223A, H307L, D343E,S334P

N33Y, D34N, K71R, G87S, G121D, G134R, A141P,
PSac-D14  (SEQ | g 4 2,7 65 1157L, L178F, A179T, G223A, H307L, D343E,
ID NO: 4)

S334P
PSac-D20 (SEQ | , ”7 56 N33Y, D34N, K71R, G121D, G134R, A141P, [157L,
ID NO: 3) ' : L178F, A179T, G223A, H307L, D343E, S334P
PSac-D34  (SEQ | ¢, . o7 N33Y,D34N, G121D, G134R, A141P, 1157L, L178F,
ID NO: 2) ' ' A179T, G223A, H307L, S334P
PSac-pPD77d33 | ., 3 1 N33Y, D34N, G134R, A141P, 1157L, L178F, A179T,
(SEQ ID NO: 13) ' G223A, H307L, S334P
oMD55 6.0 5 N33Y D34N G121F G134R, A141P [157L G223A

H307L S334P L178F A179T
N33Y D34N G121F G134R, A141P I1157L G223E

PMD85 5.1 15 H307L S334P L178F A179T

N33Y D34N G121F G134R, A141P 1157L G223E
PMD9%6 4.0 231 H307L S334P L178F A179T S161A

N33Y D34N G121A G134R, A141P 1157L G223E
pMD86 3.6 170 H307L S334P L178F A179T
pMD109 36 170 N33Y D34N G121A G134R, A141P 1157L G223E

H307L S334P L178F A179T S161A

Las secuencias pPD77d40, pMD55, pMD85, pMD96, pMD86 y pMD109 tienen los residuos en la columna 5 mutados
y el dominio de unién a almidén delecionado en un fondo de P. saccharophila de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1). Sus
secuencias pueden construirse de una manera directa con esta informacion.

Los efectos detallados de mutaciones individuales en varias posiciones se describen en las subsecciones siguientes.
Termoestabilidad aumentada del polipéptido variante PS4 con la mutacién 121F

Un polipéptido variante PS4 designado pMD55 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y, D34N, G121F,
G134R, A141P, 11571, G223A, H307L, S334P, L178F, A179T se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente. Véase también el Ejemplo 12 y la Tabla
9 anterior.
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Variante t'2-75 t'2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
PSac-pPD77d33 7 4 3 51 N33Y D34N G134R A141P 11571
(SEQ ID NO: 13) ’ L178F A179T G223A H307L S334P
N33Y D34N GI21F G134R Ai41P
pMD55 6,0 54 11571 L178F A179T G223A H307L
S334P

Exo-especificidad aumentada del polipéptido variante PS4 con la mutacién 161A

Un polipéptido variante PS4 designado pMD96 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y, D34N, G121F,
G134R, A141P, 1157L, S161A, L178F, A179T, G223E, H307L, S334P se ensaya para exo-especificidad. Este
polipéptido presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente. Véase también el Ejemplo
12y la Tabla 9 anterior.

Mutaciones

N33Y D34N G121F G134R A141P

11570 L178F A179T G223E H307L
8334F

N33Y D34N G121F G134R Al41P
I157L S161A L178F A179T G223E
H307L S334P

Variante t'2-75 t'2-80 Betamyl/Phadebas

pMD85 5,1 115

PMD96 4,0 231

Exo-especificidad aumentada del polipéptido variante PS4 con la mutacion 223E

Un polipéptido variante PS4 designado pMD85 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y, D34N, G121F,
G134R, A141P, I157L, L178F, A179T, G223E, H307L, S334P se ensaya para exo-especificidad. Este polipéptido
presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente. Véase también el Ejemplo 12 y la Tabla
9 anterior.

Mutaciones

N33Y D34N G121F G134R Al41P
11570 L178F A179T G223A H307L
S334P

N33Y D34N G121F G134R, A141P
11571 L178F A179T G223E H307L
§334p

Variante t'2-75 t'2-80 Betamyl/Phadebas

pMD55 6,0 54

pMD85 5,1 115

Ejemplo 13. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 121D

Un polipéptido variante PS4 designado pMD3 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G134R A141P
[157L L178F A179T G121D H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t'2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G134R A141P [157L
pMD28 2.3 41 L178F A179T G223 A H307L S334P
D3 ve o0 N33Y D34N G134R A141P I157L
: L178F A179T G121D H307L S334P

Ejemplo 14. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 121W

Un polipéptido variante PS4 designado pMD44 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G134R A141P
[1157L L178F A179T G121W H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t'2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N GI34R A141P 11570
pMD28 2.3 41 L178F A179T G223A H307L $334P
N33Y D34N G134R A141P 1157L
pMD44 4.8 172 L178F A179T G121'W H307L S334P
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Ejemplo 15. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 121H

Un polipéptido variante PS4 designado pMD43 a que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G134R
A141P 1M57L L178F A179T G121H H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t'2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G134R A141P I157L
MD28 2,3 41
P L178F A179T G223A H307L S334P
N33Y D34N G134R A141P I157L L178F
pMD43 a 3.7 110 A179T G121H H307L §334P

Ejemplo 16. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 121M

Un polipéptido variante PS4 designado pMD41 a que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G134R
A141P 1M57L L178F A179T G121M H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante | t2-80 Betamyt/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G134R A141P 1157L
pPMD28 2.3 41 L178F A179T G223A H307L $334P
N33Y D34N G134R A141P I157L
pMD41a | 33 145 L178F A179T GI121M H307L S334P

Ejemplo 17. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 121A

Un polipéptido variante PS4 designado pMD74 a que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G134R
A141P 1M57L L178F A179T G121A H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante | t'2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G134R A141P 157
pMD28 | 2.3 41 L178F A179T G223A H307L $334P
N33Y D34N G134R A141P 1157L
pMD74a | 3.3 87 L178F A179T G121A H307L S334P

Ejemplo 18. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 121Y

Un polipéptido variante PS4 designado pMD73a que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G134R
A141P 1M57L L178F A179T G121Y H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante | t2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G134R A141P 11571
pMD28 2.3 1 L178F A179T G223A H307L S334P
N33Y D34N G134R A141P I157L
pMD73 1| 48 101 L178F A179T G121Y H307L S334P

Ejemplo 19. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 223A

Un polipéptido variante PS4 designado pMD3 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G121D G134R
A141P 1M57L L178F A179T G223A H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante | t2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G121D G134R A141P
pMD25 | 1.3 58 I157L L178F A179T H307L S334P
N33Y D34N G121D G134R A141P
pMD3 2,8 99 11571 L178F A179T G223A H307L
S334P
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Ejemplo 20. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 223K

Un polipéptido variante PS4 designado SSM173 F6 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G121D
G134R A141P 1157L L178F A179T G223K H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t2-80 | Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G121D G134R A141P
pMD25 ) 13 > 1157L L178F A179T H307L §334P
N33Y D34N G121D G134R A141P
SSM173 F6 1,6 118 I157L L178F A179T G223K H307L
S334P

Ejemplo 21. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 223V

Un polipéptido variante PS4 designado pMD49 a que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G121D
G134R A141P 1157L L178F A179T G223V H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante | t2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G121D G134R A141P
pMD25 | 13 %8 1157L L178F A179T H307L S334P
N33Y D34N G121D G134R A141P
pMD49 a 0,6 115 11571 L178F A179T G223V H307L
S334P

Ejemplo 22. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 223E

Un polipéptido variante PS4 designado SSM171 G11 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G121D
G134R A141P 1157L L178F A179T G223E H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t'2-80 Betamyl/Phadebas | Mutaciones
N33Y D34N G121D G134R A141P
pMD25 13 %8 1157L L178F A179T H307L S334P
N33Y D34N G121D G134R A141P
SSM171 G11 3,0 113 I157L L178F A179T G223E H307L
S334P

Ejemplo 23. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion G223R

Un polipéptido variante PS4 designado SSM173 B6 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G121D
G134R A141P 1157L L178F A179T G223R H307L S334P se ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este
polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t'2-80 Betamyl/Phadebas Mutaciones
N33Y D34N G121D G134R A141P
pMD25 "3 >8 1157L L178F A179T H307L S334P
N33Y D34N G121D G134R A141P
SSM173 B6 1,5 76 I157L L178F A179T G223R H307L
S334P

Ejemplo 24. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion Y146G

Un polipéptido variante PS4 designado SSM 381 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 146G, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQ ID NO: | Identificador | Mutacion Nucleo t"2-80 t"2-85
15 SSM381 Y146G pMD96 20 2.6
14 PMD96 6,0 1,4
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Ejemplo 25. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 157M

Un polipéptido variante PS4 designado SSM279 B1 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157M, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido presenta
termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQID NO: Identificador Mutacion Nucleo t"2-80
16 PMD140 L157M PMD96 7.6
13 PMD96 6,0

Ejemplo 26. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacién 158T

Un polipéptido variante PS4 designado SSM237 P2 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 158T, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQID NO: Identificador Mutacion Nucleo t"2-80
17 PMD130 G158T PMD96 8,0
13 PMD96 6,0

Ejemplo 27. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 198W y/o 229P

Un polipéptido variante PS4 designado SSM325 F3 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 229P, 307L y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Un polipéptido variante PS4 designado pMD129 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 198W, 223E, 229P, 307L y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQID NO: | Identificador Mutacion Nucleo | t'2-80 | t'2-85
20 pMD129 Y198W, S229P | pMD96 24
19 SSM325 F3 S229P pMD96 7,9 1,8
14 pMD96 6,0 1,4

Ejemplo 28. Exo-especificidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion G303E o G303D

Un polipéptido variante PS4 designado SSM341 A9 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 303E, 307L y 334P se ensaya para exo-especificidad. Este polipéptido
presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Un polipéptido variante PS4 designado SSM341 G11 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F,
134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 303D, 307L y 334P se ensaya para exo-especificidad. Este polipéptido
presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQID NO: | Identificador | Mutacion Nucleo Betamyl/Phadebas
21 SSM341 A9 G303E pMD96 256
22 SSM341 G11 G303D pMD96 230
14 pMD96 179

Ejemplo 29. Exo-especificidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion H306T o H306G

Un polipéptido variante PS4 designado SSM350 B11 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F,
134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 306T, 307L y 334P se ensaya para exo-especificidad. Este polipéptido
presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Un polipéptido variante PS4 designado SSM350 C12 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F,
134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 306G, 307L y 334P se ensaya para exo-especificidad. Este polipéptido
presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.
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SEQID NO: | Identificador Mutaciones Nucleo Betamyl/Phadebas
23 SSM350 B11 H306T pMD96 271
24 SSM350 C12 H306G pMD96 195
14 pMD96 179

Ejemplo 30. Exo-especificidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion A309P

Un polipéptido variante PS4 designado SSM332 Q4 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F,
134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 309P, 307L y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQID NO: Identificador Mutacion Nucleo t"2-80 t"2.-85
25 SSM332 Q4 A309P pMD96 75 25
14 PMD96 6,0 1,4

Ejemplo 31. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacién R316S o R316P

Un polipéptido variante PS4 designado SSM365 B4 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316S, y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Un polipéptido variante PS4 designado SSM365 F4 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316P y 334P se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQID NO: | Identificador Mutacion Nucleo t'2-80 t'-t'2-85
26 SSM365 B4 R316S pMD96 75 25
27 SSM365 F4 R316P pMD96 7,1 2,0
14 PMD96 6,0 1,4

Ejemplo 32. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacién R353T

Un polipéptido variante PS4 designado SSM360 C7 que tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 334P y 353T se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido
presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

SEQID NO: Identificador Mutacion Nucleo t"2-80 t"2-85
28 SSM360 C7 R353T pMD96 5,6 2,6
14 PMD96 6,0 1,4

Ejemplo 33. Exo-especificidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 26E

Un polipéptido variante PS4 designado SSM219 B3 que tiene mutaciones de aminoacidos en N26E N33Y D34N
G121F G134R A141P 1157L L178F A179T G223A H307L S334P se ensaya para exo-especificidad. Este polipéptido
presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t'>-85 Betamyl/Phadebas Mutaciones
N33Y D34N GI21F G134R A141P
pMD55 54 11571 L178F A179T G223A H307L
S334pP
N26E N33Y D34N G121F G134R
SSM29 B3 94 A141P I157L L178F A179T G223A
H307L S334P

La vida media t/2-85 se determina segun el Ejemplo 8, después de filtracion en gel de las muestras con columnas
PD-10 (de Amersham Biosciences) usando un tampon de 50 mM citrato de sodio, 5 mM CaCl,, pH 6,5.
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Ejemplo 34. Exo-especificidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 70D

Un polipéptido variante PS4 designado SAS1401 L10 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G70D
G121F G134R A141P Y146G I1157L G158T S161A L178F A179T G223E S229P H307L A309P S334P se ensaya
para exo-especificidad. Este polipéptido presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t2-85 | Betamyl/Phadebas Mutaciones

N33Y D34N G121F G134R A141P
Y146G I157L G158T S161A L178F

pMD153 206 A179T G223E S220P H307L A300P
S334P
N33Y D34N G70D G121F G134R
SAS1401 L10 ot A141P Y146G 11571 G158T S161A

L178F A179T G223E S229P H307L
A309P S334P

5 La vida media t/2-85 se determina segun el Ejemplo 8, después de filtracion en gel de las muestras con columnas
PD-10 (de Amersham Biosciences) usando un tampén de 50 mM citrato de sodio, 5 mM CaCl,, pH 6,5.

Ejemplo 35. Termoestabilidad y exo-especificidad aumentadas de polipéptido variante PS4 con la mutacion 145D

Un polipéptido variante PS4 designado SAS1387 D16 bf que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N
G121F G134R A141P N145D Y146G 1157L G158T S161A L178F A179T G223E S229P H307L A309P S334P se

10 ensaya para termoestabilidad y exo-especificidad. Este polipéptido presenta termoestabilidad mejorada y exo-
especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t2-85 | Betamyl/Phadebas Mutaciones

N33Y D34N G121F G134R A141P
Y146G I157L G158T S161A L178F
A179T G223E S229P H307L A309P
S334pP

N33Y D34N GI21F G134R A141P
SAS1387 D16bf | 22.3 336 N145D Y146G 1157L G158T S161A

L178F A179T G223E $229P H307L
A309P §334P

pMD153 12,3 206

La vida media t/2-85 se determina segun el Ejemplo 8, después de filtracion en gel de las muestras con columnas
PD-10 (de Amersham Biosciences) usando un tampén de 50 mM citrato de sodio, 5 mM CaCl,, pH 6,5.

Ejemplo 36. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 188H

15 Un polipéptido variante PS4 designado pMD236 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G70D G121F
G134R A141P N145D Y146G [157L G158T S161A L178F A179T G188H G223E S229P H307L A309P S334P
W339E se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido presenta termoestabilidad mejorada como se muestra en
la tabla siguiente.

Variante t'>-85 Betamyl/Phadebas | Mutaciones

N33Y D34N G70D G121F G134R
Al41P N145D Y146G I157L G158T

PMD212 bf 122 S161A L178F A179T G223E S229P
H307L A309P S334P W339E
pMD236 16.1 N33Y D34N G70D G121F G134R

A141P N145D Y146G I157L G158T

S161A L178F A179T G188H G223E
S220P H307L A309P $334P W339E

La vida media t/2-85 se determina segun el Ejemplo 8, después de filtracion en gel de las muestras con columnas
20 PD-10 (de Amersham Biosciences) usando un tampén de 50 mM citrato de sodio, 5 mM CaCl,, pH 6,5.
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Ejemplo 37. Termoestabilidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 188S

Un polipéptido variante PS4 designado pMD237 bf que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G70D
G121F G134R A141P N145D Y146G 1157L G158T S161A L178F A179T G188S G223E S229P H307L A309P
S334P W339E se ensaya para termoestabilidad. Este polipéptido presenta termoestabilidad mejorada como se
muestra en la tabla siguiente.

Variante t2-85 | Betamyl/Phadebas | Mutaciones

N33Y D34N G70D G121F G134R
A141P N145D Y146G I157L G158T
S161A L178F A179T G223E S229P
H307L A309P S334P W339E

N33Y D34N G70D G121F G134R
A141P N145D Y146G I157L G158T

PMD237bf | 126 S161A L178F A179T G188S G223E

S229P H307L A309P S334P W339E

pMD212 bf | 12,2

La vida media t/2-85 se determina segun el Ejemplo 8, después de filtracion en gel de las muestras con columnas
PD-10 (de Amersham Biosciences) usando un tampén de 50 mM citrato de sodio, 5 mM CaCl,, pH 6,5.

Ejemplo 38. Exo-especificidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 339A

Un polipéptido variante PS4 designado SAS1379 013 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G121F
G134R A141P Y146G 1157L G158T S161A L178F A179T G223E S229P H307L A309P S334P W339A se ensaya
para exo-especificidad. Este polipéptido presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t2-85 | Betamyl/Phadebas | Mutaciones

N33Y D34N G121F G134R A141P
Y146G I157L G158T S161A L178F

pPMD153 206 A179T G223E S229P H307L A309P
S334P
SAS1379 013 301 N33Y D34N G121F G134R A141P

Y146G I157L G158T S161A L178F
A179T G223E S229P H307L A309P
S334P W339A

La vida media t/2-85 se determina segun el Ejemplo 8, después de filtracion en gel de las muestras con columnas
PD-10 (de Amersham Biosciences) usando un tampén de 50 mM citrato de sodio, 5 mM CaCl,, pH 6,5.

Ejemplo 39. Exo-especificidad aumentada de polipéptido variante PS4 con la mutacion 339E

Un polipéptido variante PS4 designado SAS 1379 09 que tiene mutaciones de aminoacidos en N33Y D34N G121F
G134R A141P Y146G 1157L G158T S161A L178F A179T G223E S229P H307L A309P S334P W339E se ensaya
para exo-especificidad. Este polipéptido presenta exo-especificidad mejorada como se muestra en la tabla siguiente.

Variante t2-85 | Betamyl/Phadebas Mutaciones

N33Y D34N G121F G134R A141P
Y 146G I157L G158T S161A L178F

PMD153 206 A179T G223E S229P H307L A309P
S334pP
N33Y D34N G121F G134R A141P
SAS1379 09 347 Y 146G I157L G158T S161A L178F

A179T G223E S229P H307L A309P
S334P W339E

La vida media t/2-85 se determina segun el Ejemplo 8, después de filtracion en gel de las muestras con columnas
PD-10 (de Amersham Biosciences) usando un tampon de 50 mM citrato de sodio, 5 mM CaCl,, pH 6,5.
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Aspectos adicionales de la descripcion
En la presente memoria también se describen los parrafos numerados siguientes:

Parrafo A1. Un polipéptido variante PS4 que se puede obtener a partir de un polipéptido parental que tiene actividad
exoamilasa no maltogénica, en el que el polipéptido variante PS4 comprende una mutacion de aminoacidos en la
posicidon 121 con referencia a la numeracién de posiciones de una secuencia de exoamilasa de Pseudomonas
saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1.

Parrafo A2. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo A1, en el que la mutacién en la posicién 121 comprende
una sustitucion 121F, 121Y y/o 121W, preferiblemente G121F, G121Y y/o G121W.

Parrafo A3. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo A1 o A2, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
ademas una o mas mutaciones adicionales en una posicion seleccionada del grupo que consiste en: 161 y 223.

Parrafo A4. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo A3, en el que la una o mas mutaciones adicionales se
selecciona del grupo que consiste en: 161A, 223E y 223K, mas preferiblemente S161A, G223E y/o G223K.

Parrafo A5. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo A precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121, 161; 121, 223.

Parrafo A6. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo A5, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121F/Y/W, 161A; 121F/Y/W, 223E/K.

Parrafo A7. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo A precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121, 161 y 223.

Parrafo A8. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo A precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones 121F/Y/W, 161A, 223E/K.

Parrafo A9. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo A precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende ademas una o mas mutaciones, preferiblemente todas, seleccionadas del grupo que consiste en
posiciones: 134, 141, 157, 223, 307, 334.

Parrafo A10. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo A precedente, en el que el polipéptido variante
PS4 comprende ademas mutaciones en cualquiera o ambas de las posiciones 33 y 34.

Parrafo A11. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo A10, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
ademas una o mas sustituciones, preferiblemente todas, seleccionadas del grupo que consiste en: G134R, A141P,
11571, G223A, H307L, S334P, y opcionalmente una o ambas de N33Y y D34N.

Parrafo A12. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo A precedente, en el que el polipéptido variante
PS4 comprende ademas:

(a) una mutacién en la posicion 121, preferiblemente 121D, mas preferiblemente G121D;
(b) una mutacién en la posicion 178, preferiblemente 178F, mas preferiblemente L178F;

(c) una mutacion en la posicion 179, preferiblemente 179T, mas preferiblemente A179T; y/o
(d) una mutacién en la posicion 87, preferiblemente 87S, mas preferiblemente G87S.

Parrafo B1. Un polipéptido variante PS4 que se puede obtener a partir de un polipéptido parental que tiene actividad
exoamilasa no maltogénica, en el que el polipéptido variante PS4 comprende una mutacion de aminoacidos en la
posiciéon 161 con referencia a la numeracién de posiciones de una secuencia de exoamilasa de Pseudomonas
saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1.

Parrafo B2. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo B1, en el que la mutacién en la posicién 161 comprende
una sustitucién 161A, preferiblemente S161A.

Parrafo B3. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo B1 o B2, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
ademas una o mas mutaciones adicionales en una posicion seleccionada del grupo que consiste en: 121 y 223.

Parrafo B4. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo B3, en el que la una o mas mutaciones adicionales se
selecciona del grupo que consiste en: 121F, 121Y, 121W, 223E y 223K, mas preferiblemente G121F, G121Y,
G121W, G223E y/o G223K.

Parrafo B5. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo B precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121, 161; 161, 223.
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Parrafo B6. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo B5, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121F/Y/W, 161A; 161A, 223E/K.

Parrafo B7. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo B precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121, 161 y 223.

Parrafo B8. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo B precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones 121F/Y/W, 161A, 223E/K.

Parrafo B9. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo B precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende ademas una o mas mutaciones, preferiblemente todas, seleccionadas del grupo que consiste en
posiciones: 134, 141, 157, 223, 307, 334.

Parrafo B10. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo B precedente, en el que el polipéptido variante
PS4 comprende ademas mutaciones en cualquiera o ambas de las posiciones 33 y 34.

Parrafo B11. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo B10, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
ademas una o mas sustituciones, preferiblemente todas, seleccionadas del grupo que consiste en: G134R, A141P,
11571, G223A, H307L, S334P, y opcionalmente una o ambas de N33Y y D34N.

Parrafo B12. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo B precedente, en el que el polipéptido variante
PS4 comprende ademas:

(a) una mutacion en la posicion 121, preferiblemente 121D, mas preferiblemente G121D;
(b) una mutacién en la posicion 178, preferiblemente 178F, mas preferiblemente L178F;

(c) una mutacion en la posicion 179, preferiblemente 179T, mas preferiblemente A179T; y/o
(d) una mutacién en la posicion 87, preferiblemente 87S, mas preferiblemente G87S.

Parrafo C1. Un polipéptido variante PS4 que se puede obtener a partir de un polipéptido parental que tiene actividad
exoamilasa no maltogénica, en el que el polipéptido variante PS4 comprende una mutacion de aminoacidos en la
posiciéon 223 con referencia a la numeracién de posiciones de una secuencia de exoamilasa de Pseudomonas
saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1.

Parrafo C2. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo C1, en el que la mutacién en la posicion 223 comprende
una sustitucion 223E y/o 223K, preferiblemente G223E y/o G223K.

Parrafo C3. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo C1 o C2, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
ademas una o mas mutaciones adicionales en una posicion seleccionada del grupo que consiste en: 121 y 161.

Parrafo C4. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo C3, en el que la una o mas mutaciones adicionales se
selecciona del grupo que consiste en: 121F, 121Y, 121W y 161A, mas preferiblemente G121F, G121Y, G121W y/o
S161A.

Parrafo C5. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo C precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121, 223; 161, 223.

Parrafo C6. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo C5, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121F/Y/W, 223E/K; 161A, 223E/K.

Parrafo C7. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo C precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 121, 161 y 223.

Parrafo C8. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo C precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende mutaciones 121F/Y/W, 161A, 223E/K.

Parrafo C9. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo C precedente, en el que el polipéptido variante PS4
comprende ademas una o mas mutaciones, preferiblemente todas, seleccionadas del grupo que consiste en
posiciones: 134, 141, 157, 223, 307, 334.

Parrafo C10. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo C precedente, en el que el polipéptido variante
PS4 comprende ademas mutaciones en cualquiera o ambas de las posiciones 33 y 34.

Parrafo C11. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo C10, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
ademas una o mas sustituciones, preferiblemente todas, seleccionadas del grupo que consiste en: G134R, A141P,
11571, G223A, H307L, S334P, y opcionalmente una o ambas de N33Y y D34N.
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Parrafo C12. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo C precedente, en el que el polipéptido variante
PS4 comprende ademas:

(a) una mutacion en la posicion 121, preferiblemente 121D, mas preferiblemente G121D;
(b) una mutacién en la posicion 178, preferiblemente 178F, mas preferiblemente L178F;

(c) una mutacion en la posicion 179, preferiblemente 179T, mas preferiblemente A179T; y/o
(d) una mutacién en la posicion 87, preferiblemente 87S, mas preferiblemente G87S.

Parrafo D1. Un polipéptido variante PS4 que se puede obtener a partir de un polipéptido parental que tiene actividad
exoamilasa no maltogénica, en el que el polipéptido variante PS4 comprende una mutacion de aminoacidos en una
0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 146, 157, 158, 198, 229, 303, 306, 309, 316 y 353, con
referencia a la numeracién de posiciones de una secuencia de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia
mostrada como SEQ ID NO: 1.

Parrafo D2. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo D1, en el que el polipéptido variante PS4 comprende una
mutacién de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: 146G, 146M, 157M, 158T, 158A, 158S, 198W,
198F, 229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P, 316K, 316Q y 353T.

Parrafo D3. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo D1, en el que el polipéptido variante PS4 comprende una
mutacién de aminoacidos 146G, 157M, 158T, 198W, 229P, 303E, 303D, 306T, 306G, 309P, 316S, 316P ¢ 353T.

Parrafo D 4. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo D1, en el que el polipéptido variante PS4 comprende
ademas una o mas mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en posiciones: 33, 34, 121, 134, 141, 157,
161, 178, 179, 223, 307 y 334, preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en: 33Y, 34N, 121F, 134R,
141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P.

Parrafo D5. Un polipéptido variante PS4 segun el Parrafo D1, en el que el polipéptido variante PS4 comprende cada
una de las mutaciones siguientes:

(a) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 146G, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 15;

(b) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157M, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 16;

(c) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 158T, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 17;

(d) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 198W, 223E, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 18;

(e) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 229P, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 19;

(f) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 198W, 223E, 229P, 307L y 334P, preferiblemente que
tiene una secuencia SEQ ID NO: 20;

(9) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 303E, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 21;

(h) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 303D, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 22;

(i) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 306T, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 23;

() 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 306G, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 24;

(k) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 309P, 307L y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 25;

() 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316S, y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 26;

(m) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316P y 334P, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 27; y,
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(n) 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 334P y 353T, preferiblemente que tiene una
secuencia SEQ ID NO: 28.

Parrafo 13. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, en el que el polipéptido parental
comprende una exoamilasa no maltogénica, preferiblemente una glucan 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa (EC 3.2.1.60).

Parrafo 14. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, en el que el polipéptido parental se
obtiene o se puede obtener de especies de Pseudomonas, preferiblemente Pseudomonas saccharophilia o
Pseudomonas stutzeri.

Parrafo 15. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, en el que el polipéptido parental es una
exoamilasa no maltogénica de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia que tiene una secuencia mostrada como
SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 5.

Parrafo 16. Un polipéptido variante PS4 segun cualquiera de los Parrafos A1 a A12, B1 a B12, C1 a C12, D1 a D5,
13y 14, en el que el polipéptido parental es una exoamilasa no maltogénica de Pseudomonas stutzeri que tiene una
secuencia mostrada como SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 11.

Parrafo 17. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, que comprende una secuencia como
se muestra en la descripcion, Parrafos o figuras.

Parrafo 18. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, en el que el polipéptido variante PS4
tiene una mayor termoestabilidad comparado con el polipéptido parental o un polipéptido de tipo salvaje cuando se
ensaya en las mismas condiciones.

Parrafo 19. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, en el que la vida media (t1/2),
preferiblemente a 60 grados C, se incrementa un 15% o mas, preferiblemente 50% o mas, lo mas preferiblemente
100% o mas, respecto al polipéptido parental o el polipéptido de tipo salvaje.

Parrafo 20. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, en el que el polipéptido variante PS4
tiene una mayor exo-especificidad comparado con el polipéptido parental o un polipéptido de tipo salvaje cuando se
ensaya en las mismas condiciones.

Parrafo 21. Un polipéptido variante PS4 segun cualquier Parrafo precedente, en el que el polipéptido variante PS4
tiene 10% o mas, preferiblemente 20% o mas, preferiblemente 50% o mas, exo-especificidad comparado con el
polipéptido parental o el polipéptido de tipo salvaje.

Parrafo 22. Uso de un polipéptido variante PS4 como se muestra en cualquier Parrafo precedente como un aditivo
alimenticio.

Parrafo 23. Un proceso para tratar un almidon que comprende poner en contacto el almidén con un polipéptido
variante PS4 como se muestra en cualquiera de los Parrafos A1 a A12,B1aB12,C1aC12,D1aD5y13a21y
permitir que el polipéptido genere a partir del almidén uno o mas productos lineales.

Parrafo 24. Uso de un polipéptido variante PS4 como se muestra en cualquiera de los Parrafos A1 a A12, B1 a B12,
C1aC12,D1aD5y 13 a 21 en la preparacion de un producto alimenticio.

Parrafo 25. Un proceso para preparar un producto alimenticio que comprende mezclar un polipéptido como se
muestra en cualquiera de los Parrafos A1 a A12, B1 a B12, C1 a C12, D1 a D5 y 13 a 21 con un ingrediente
alimenticio.

Parrafo 26. Uso segun el Parrafo 24, o un proceso segun el Parrafo 25, en el que el producto alimenticio comprende
una masa o un producto de masa, preferiblemente un producto de masa procesado.

Parrafo 27. Un uso o proceso segun cualquiera de los Parrafos 24 a 26, en el que el producto alimenticio es un
producto de panaderia.

Parrafo 28. Un proceso para preparar un producto de panaderia que comprende: (a) proporcionar un medio de
almidon; (b) afadir al medio de almidén un polipéptido variante PS4 como se muestra en cualquiera de los Parrafos
A1aA12,B1aB12,C1aC12,D1 a D5y 13 a 21; y (c) aplicar calor al medio de almidén durante o después de la
etapa (b) para producir un producto de panaderia.

Parrafo 29. Un producto alimenticio, producto de masa o un producto de panaderia obtenido por un proceso segun
cualquiera de los Parrafos 24 a 28.

Parrafo 30. Una composicion mejoradora para una masa, en la que la composicién mejoradora comprende un
polipéptido variante PS4 como se muestra en cualquiera de los Parrafos A1 a A12,B1aB12,C1aC12,D1aD5y
13 a 21, y al menos un ingrediente de la masa o aditivo de la masa adicional.
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Parrafo 31. Una composicién que comprende una harina y un polipéptido variante PS4 como se muestra en
cualquiera de los Parrafos 1 a 21.

Parrafo 32. Uso de un polipéptido variante PS4 como se muestra en cualquiera de los Parrafos A1 a A12, B1 a B12,
C1a C12, D1 a D5y 13 a 21, en un producto de masa para retardar o reducir el endurecimiento, preferiblemente
retrogradacion perjudicial, del producto de masa.

Parrafo 33. Una combinacion de un polipéptido variante PS4 como se muestra en cualquier Parrafo precedente,
junto con Novamyl, o una variante, homologo, o mutantes de éste que tiene actividad alfa-amilasa maltogénica.

Parrafo 34. Uso de una combinacién segun el Parrafo 33 para una aplicacion segun cualquier Parrafo precedente.
Parrafo 35. Un producto alimenticio producido por tratamiento con una combinacion segun el Parrafo 34.

Parrafo 36. Un aditivo alimenticio que comprende un polipéptido variante PS4 segun cualquiera de los Parrafos A1 a
A12,B1aB12,C1aC12,D1aD5y 13 a 21.
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Spring Harbor NY.
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Varias modificaciones y variaciones de los métodos y sistema de la invencion descritos seran evidentes para los
expertos en la técnica. Aunque la invencion se ha descrito en conexion con realizaciones especificas preferidas,
debe entenderse que la invencidon segun se reivindica no debe estar limitada excesivamente a dichas realizaciones
especificas. De hecho, se pretende que varias modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la
invencion, que son obvias para los expertos en biologia molecular o campos relacionados, estén en el alcance de las
reivindicaciones.

Listado de Secuencias
SEQID NO: 1

Secuencia de referencia de PS4, derivada de la secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas
saccharophila.

1
61
121
181
241
301
361
421
481

SEQID NO: 2

Secuencia de PSac-D34; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 11

DQAGKSPAGV
RDFSSWTIDGG
GYPDKEINLP
LRSGYGAGGTF
ITKDWSDRAK
QONGGQHHAWAL
SAISFHSGYS
GDGGGNDGGE
KGSIALPDGO

RYHGEDETIL
KSCGGEGYFW
AGQGFWRNDC
RFDFVRGYAP
CPVFDFALKE
ODGLIRQAYA
GLVATVSGSQ
GGLVNVNFRC
NVEWKCLIRN

QGFHWNVVRE
EDFNENGRYG
ADPGNYPNDC
ERVDSWMSDS
RMONGSVADW
YILTSPGTPV
QTLYVVALNSD
DNGVTQMGEDS
EADATLVROW

sustituciones y delecion del dominio de unién a almidén.

1
61
121
181
241
30l
36l
421

DQAGKSPAGY
RDFSSWTDPG
DYPDKEINLE
LRSGYGAGGF
IIKDWSDRAK
ONGCQHIWAL
SATSFHSGYS
GDGGENDGG

RYHGGDEIIL
KSGGGEGYTW
AGQRFWRNDC
RFDFVRGYAP
CPVFDFALKE
ODGLIRQAYA
GLVATVSGSQ

QGFHWINVVRE
HDFNENGRYG
PDPGNYPNDC
ERVDSWMEDS
RMONGSVADW
YILTSPGTEV
QTLVVALNSD

55

APNDWYNILR
SDAQLRQAAG
DDGDRFIGGE
ADSSFCVGEL
KHGLNGNEDP
VYWSHMYDWG
LANPGQVASG
VYAVGNVSOL
QSGENNQVOA

APYNWYNILR
SDAQLROAAG
PDGDRFLGGE
ADSSFCVGEL
KHGLNGNPDP
VYWPHMYDWG
LANPGQOVASG

QCASTIAADG
ALGGAGVEVL
SDLNTGHEQT
WKGPSEYDSHW
RWREVAVTEFYV
YGDFIRQLIQ
SFSEAVNASN
GNWSPASAVR
AAGASTSGSF

QQASTIAADG
ALGGAGVEVL
SDLNTGHPQI
WEAPSEYPSW
RWREVAVTEFV
YGDFIRQLIQ
SEFSEAVNASN

FSATIWMPVEW
YDVVPNHMNR
YGMFRDELAN
DWRNTASWQQ
DNHDTGYSPG
VRRTAGVRAD
GQVRVWRSGS
LTDTESYPTW

FSATWMPVE
YDVVPNHMNR
YGMFRDEFTN
DWRNTASWOQ
DNHDTGYSBG
VRRTAGVRAD
GOVRVWRSGS
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SEQID NO: 3

Secuencia de PSac-D20; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 13
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sustituciones y delecion del dominio de unién a almidén.

SEQID NO: 4

Secuencia de PSac-D14; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 14

1
61
121
181
241
301
361
421

DOAGKSPAGV
RDFSSWTDPG
DYPDKEINLP
LRSGYGAGGF
IIKDWSDRAK
ONGGOHLWAL
SAISFHEGYS
GDGGGNDGEG

RYHGGDEITL
RSGGGEGYFW
AGQRFWRNDC
RFDFVRGYAP
CPVFDFALEE
QDGLIRQAYA
GLVATVEGEQ

sustituciones y delecion del dominio de unién a almidén.

1
61
121
181
241
301
361
421

SEQID NO: 5

DOAGKSPAGV
RDF SSWTDPG
DYPDEKELNLFP
LRSGYGAGGF
ITKDWSDRAK
QNGGOHLWAT,
SATISFHSGYS
GDGGGNDGG

RYHGGDEITL
RSGGGEGYFW
AGQRFWRNDC
RFDFYVRGYAP
CEVFDFALKE
QDGLIRQAYA
GLVATVSGSQ

QGFHWNVVRE
HDFNENSRYG
PDPGNYFNDC
ERVDSWMSDS
RMCONGSVADW
YILTSPGTPV
QTLVVALNSD

QCFHWNVVRE ADYNWYNILR
HDFNENGRYG SDAQLRQAAG
PDPGNYPNDC DDGDRFLGGE
ERVDSWMSDS ADSSFCVGEL
RMONGSVADW KHGLNGNPDP
YILTSPGTPV VYWPHMYDWG
QTLVVALNSD LANEGQVASG

APYNWYNTLR
SDACLROAAG
DDGDRFIGGE
ADSSFCVGEL
KHGLNGNPDP
VYWPHMYDWG
LANPGQVASG

QQASTTAADG
ALGGAGVKVD
SDLNTGHPQT
WEAPSEYPSW
RWREVAVTEV
YGEFIRQLIQ
SFSEAVNASN

QOASTIAADG
ALGGAGVKVL
SDLNTGHPOT
WKAPSEYPSW
RWREVAVTEV
YGEFIRQLIQ
SFSEAVNASH

GQVRVWRSGS

FSATWMPVPW
YDVVPNHMNR
YCMFRDEFTN
DWRNTASWCQ
DNHDTGYSPG
VRRTAGVRAD
GQVRVWRSGS

FSATWMPVPW
YDVVENHMNR
YGMFRDEFTN
DWRNTASWOO
DNHDTGYSPG
VRRTAGVRAD

Precursor de Glucan 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila (EC 3.2.1.60) (amilasa G4)
(amilasa formadora de maltotetraosa) (Exo-maltotetrachidrolasa) (exo-amilasa formadora de maltotetraosa). NUumero

15

de acceso SWISS-PROT P22963.

MSHILRAAVL
RQQASTIAAD
GALGGAGVEV
ESDLNTGHPQ
LWKGPSEYPS
PRWREVAVTF
GYGDFIRQLI
GSFSEAVNAS
LGNWSPASAY
AAAGASTSGS

AAVLLPFPAL
GFSATWMPVP
LYDVVPNHMN
IYGMFRDELA
WDWRNTASWQ
VDNHDTGYSD
QVRRTAGVRA
NGOVRVIWRSG
RLTDTSSYPT
F

ADDAGKSPAG
WRDFSSWIDG
RGYPDKEINL
NLRSGYGAGG
QIIKDWSDRA
GONGGQHHWA
DSATISTHSGY
S5GDGGGNDGG
WKGSTALPDG

VRYHGGDEI T
GRSGGGEGYTF
PAGQGFWRND
FRFDFVRGYA
KCPVFDFALK
LODGLIRQAY
SGLVATVSGS
EGGLVNVNFR
ONVEWRECLIR

56

LOGFHWNVVR
WHDFNENGRY
CADPGNYPRD
PERVDSWMSD
ERMONGSVAD
AYILTSPGTP
QOTLVVALNS
CDNGVTQMGD
NEADATLVRO

EAPNDWYNIL
GSDAQLROARA
CDDGDRFIGG
SADSSFCVGE
WXHGLNGIFD
VVYWSHMYDW
DLANPGOVAS
SVYAVGNVSQ
WQSGCNNQVE
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SEQID NO: 6

Gen mta de P. saccharophila que codifica maltotetraohidrolasa (niumero EC = 3.2.1.60). Numero de acceso
GenBank X16732.

gatcggogta
ggaagcaggc
ggaaatcgac
ttaggacgaa
tgccgaatcyg
ggggatggcet
cgtaatcagy
tgattgececag
gtggtcggog
cctegtecgy
tgagccacat
ccgatcagge
tccagggett
gccaacaggce
ggcgtgactt
ggcacgactt
gcgcactcgyg
gcggctacece
gcgoegacce
agtcggacct
acctgcgcadg
ccgagegggt
tgtggaaagg
agatcatcaa
agcegcatgea
cgegetggcg
ggcagaacgyd
cctacatcct
gctacggcga
atteggegat
agcagaccct
gcagcettcag
gcggegacgg
gcgacaacgg
tecggcaactyg
ggaagggcag
acgaggcgga
cegeegecocgy
cgcetacgec
cgggcecgcecg
agetgtteat
tgtacctgcect
ttgeccategg
tggtcagcga
tggccgagga
accaggcect
agcaagccetyg
gcacgcgacc
ttctcgegyge
gcctattcea
ccatcggegt

ggtttcgecat
ctggteogecyg
cgccagggeco
cagggggtgc
atcacgectt
ccgctggegg
atgagtgcgyg
gggecttegy
cgtgcagggyg
cggecettygece
cctgegtgece
cggcaagagc
ccactggaac
ctcgacgatc
ctccageLgy
caacaagaac
tggegeeggg
ggacaaggag
gggcaactac
gaacaccggco
cggetacgge
cgacageotgg
ccettetgaa
ggactggtce
gaacagceltcy
cgaggtggceyg
cggecageac
caccagececyg
cttecatccge
cagcttecat
ggtggtggcy
cgaggcggte
cggcgggaat
cgtgacgcag
gageccggec
catecgeecty
cgcgacgetg
cgaegagoacco
gggcggeteo
atgctggecac
gttggcceay
gatcgecogca
ccgoctgraa
gagcttctgc
ccggectgac
cgagctgite
gcggegetgt
tgctegegeg
tcaagcagga
tcaagcagtt
gtcttcgate

tegttgecea
ccgcocggccyg
gggeegeega
gcggtgtget
cgctgogtgt
catcecteoceyg
cgtaatcect
cctggccact
cagcctgcocgg
gtaggatacce
gccgtattagg
ccggccgggyg
gtegtecgeg
gcggccgacyg
accgacggcyg
ggecgcetacg
gtgaaggtgc
atcaacctge
cccaacgact
catcecgcaga
gceggegget
atgagcgaca
tatccgaget
gaccgggeca
gtegeegact
gtgacctteg
cactgggegce
ggcacgcecgg
cagctgatee
agcggctaca
ctcaactccy
aacgccagea
gacggcggcy
atgggegaca
tcegeggtac
cctgacogte
gtgcgtcagt
ageggctegt
teecgaceca
gacaaccata
acccgetecga
ctggtggect
ggcaatgccyg
ggtacgttge
cagctogacg
geccagetgy
tgccggaget
tggggcgcaa
coctgctgcay
catcateceeyg
aaggcactcyg

ggcgatattt
tggecgccgac
ccagcagyggce
tcatgacgag
cgcagggege
accagagatt
ggggtgggygc
acgcegecty
gtgccggtcg
cgaacaagca
cggcggtcct
tgcgctacca
aagegeocaa
gcttctcgge
gcaagtccag
gcagcgacgc
tctacgatgt
cggccggeca
gegacgacgyg
tttacggeat
tcegettoga
gcgeogacag
gggactggeg
agtgccecggt
ggaagcatgg
tcgacaacca
tgcaggacgy
tggtgtactg
aggtgcggcg
gcggtetggt
atctggecaa
acggccaggt
agggtggett
gcgtctacge
ggctgacega
agaacgtgoa
ggcaatcggyg
tctgacgaca
gggtgggeayg
aaagcctteg
ccectttecy
tgctgatgcect
agcaaatctce
agagcctgac
gctatgtcgg
agcgggtgac
cgaccgocge
cgccgtcacce
gogecagtteg
ctcgagcagg
atgaagcggyg

57

cgecggtgeyg
gccocgaacge
ggcaagcagyg
gtecttgttt
agcteggtgg
tcocgetggegce
tacgcecgge
caactgggcy
aagacccgge
caagaaccgy
gctgccgttt
cggcggegac
cgactggtac
aatctggatyg
cggcggcgaa
ccagctgege
ggtgcecaat
gggcttctgyg
tgaccgetee
gtttcgegac
cttcgttege
cagcttetge
caacacggcy
gttegacttce
cctcaatgge
cgacaccggce
gctgatcege
gtcgcacatg
caccgccgge
cgctacegtc
cccoggecag
gcgegtotgg
ggtcaatgty
ggtgggcaac
caccageage
atggaagtge
cggcaacaac
tgcocgeeceg
ggaggaggcc
cgectgcgcetg
gettggette
ggtagccggce
gtocgacegeg
gcagaacctyg
ccggcatcoge
gocggeacat
agcctggege
tgecgcgatet
tgacgggcga
tcgagegcetg
tgcgcagatc

ccagcagecet
agatagecegt
caggcgggtt
ttcttgttaa
cgaaagccte
agctcgaggy
agggcgcaga
ggggaggttyg
cggcgttcat
agtattgcga
ccecgecactgg
gaaatcatce
aacatcctcce
ccggtgeect
ggctacttct
caggeccgeeg
cacatgaacc
cgcaacgact
atcggcggeyg
gagcttgcca
ggctatgege
gttggcgage
agctggecage
gctcoctcaagy
aaccccgacc
tattcgecececyg
caggeccetacyg
tacgactggg
gtgcgegeey
agcggcageo
gttgccagcg
cgcagcggta
aactttoget
gtcagccage
tatccgacct
ctgatcedca
caggtccagg
geoctecggcta
ggcgacgggc
tcgtatcagy
ctggececgygce
accagceetgg
togegtetge
tccgacgccc
acgctgcagy
goccgagacca
tgatcgatge
gcagctgeag
cgagetggtco
ctgttcgatg



5

10

15

SEQID NO:7

Secuencia de referencia de PS4, derivada de la secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas

stutzeri.

K
61
121
181
241
301
361
421
481

SEQID NO: 8

DQAGKSPNAV
RDFSSWSDGS
GYPDKEINLP
LREQYGAGGF
ITKDWSDRAK
QNGGQHHEWAL
SAISFHSGYS
GSGGGEPGAL
IALPAGONEE
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RYHGGDEIIL
KSCGGEGYFW
AGQGFWRNDC
RFDFVRGYAP
CPVFDFALKE
QDGLIRQAYA
GIVATVSGEQ
VSVSFRCDNG
WKCT.IRNEAN

OGFEWNVVRE
HDFNENERYG
ADPGNYPNDC
ERVNSWMTDS
RMONGSIADW
YILTSPGTEV
QTLVVALNSD
ATOMGDSVYA
ATGVROWOGE

Secuencia de PStu-D34; secuencia de aminoacidos de

sustituciones.

i
51
121
181
241
301
36l
421
481

SEQID NO: 9

Secuencia de PStu-D20; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas stutzeri con 11

sustituciones.

1
61
121
181
241
301
361
421
481

SEQID NO: 10

Secuencia de PStu-D14; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas stutzeri con 12

sustituciones.

1
61
121
181
241
301
361
421
481

DQAGKSPNAV
RDFSSWSDPS
DYPDKEINLP
LRSQYGAGGF
1 IKDWSDRAK
ONGGQHLWAL
SAISFHSGYS
GSGEGEPGAL
IALPAGQNER

DOAGKSPNAV
RDFSSWSDPS
DYPDKETNLP
LESOYGAGCF
IIKDWSDRAK
ONGGOHZWAL
SAISFHSGYS
GSGEGEPGAL
IALPAGONEE

DQAGKSPNAY
RDFSSWSDPS
DYPDKEINLP
LRSQYGAGGE
IIKDWSDRAK
ONGGOHIWAL
SAISFHSGYS
GSGGEEPGAL
TALPAGONEE

RYHGGDEIIL
ESGGGEGYFW
AGORIFWRNDC
R¥FDFVRGYAP
CPVFDFALKE
QUDGLIRQAYA
GLVATVSGSQ
VSVSFRCDNG
WECLIRNEAN

RYHGGDEIIL
RSGGGEGYFW
AGQRFWRNDC
RFDFVRGYAP
CPVFDFALKE
ODGLIRQAYA
GLVATVSGSQ
VEVSFRCDNG
WKCLIRNEAN

RYHGGDETIL
RSGGGEGYFW
AGORFWRNDC
RFDFVRGYAP
CEVFDFALKE
ODGLIRQAYA
GLVATVSGSQ
VEVSFRCDNG
WKCLIRNEAN

OGFHNNVVRE
HDFNKNGRYG
PDPGNYPNDC
ERVISWMTDS
RMONGSIADW
YILTSPGTRV
QTLVVALNSD
ATOMGDSVYA
ATQUROWOGE

QGFHWNVVRE
HDFNENGRYG
PDPGNYPNDC
ERVNSWMTDS
RMONGSIADW
YILTSPGTEV
QTLVVALNSD
ATQMGDSVYA
ATQVROWQGG

QGFHWNVVRE
HDFNKNSRYE
PDPGNYPNDC
ERVNSWMTDS
RMONGSTADW
YILTSPGTEV
OTLVVALNSD
ATOMGDSVYA
ATQUVROWOGE

58

APNDWYNILR
SDAQLROAAS
DDGDRFIGGD
ADNSFCVGEL
KHGLNGNEDR
VYWSHMYDWG
LGNPEQVASG
VENVSQLENW
ANNSLTPSEG

maltotetrahidrolasa de Pseudomonas stutzeri con 9

APYNWYNILR
SDAQLRQAAS
DDGDRFLGGD
ADNSFCVGEL
KHGLNGNPDP
VYWPHMYDWG
LGNPGQVASG
VGNVSQLGNW
ANNSLTPSEG

APYIWYNILR
SDAQLRQAAS
CDGDRFLGGD
ADNSFCVGEL
KHCLNGNPDP
VYWPHMYDWG
LGNPGQVASG
VGNVSQLGNW
ANNSLTPSEG

APYNWYNILR
SDACLROAAS
DDGDRILGGD
ADNSFCVGEL
KHGLNGNPDP
VYWPHMYDWG
LGNPGOVASG
VNV SQLGNW
ANNSLTPSEG

QOQAATIAADG
ALEGAGVRVL
ADILNTGHPQV
WKGPSEYPNW
RWREVAVTEY
YGDFIRQLIQ
SFSEAVNASN
SPAAALRLTD
ATTVERL

QUAATIAADG
ALGGAGVEVL
ADLNTGHPQV
WKAPSEYPNW
RWREVAVTFV
YGDFIRQLIQ
SFSEAVNASN
SPAAALRLTD
BTTVERL

QOAATIAADG
ALGGAGVEVL
ADLNTGHPOV
WEKAPSEYFPNW
RWREVAVTFV
YGEFIRQLIQ
SFSEAVNASN
SPAAALRLTID
ATTVGRL

QQAATIAADG
ALGGAGVEVL
ADLNTGHPQV
WKAPSEYPNW
RWREVAVTEV
YGEFIRQLIQ
SFSEAVNASN
SPAAATRLTD
ATTVGRL

FSAIWMPVER
YDVVENHMNR
YGMFRDEFTH
DWRNTASWOQ
DNHDTGYSPG
VRRAAGVRAD
GQURVWASGT
TSGYPTWKGS

FSAIWMPVEW
YDVVPNEMNR
YGMFRDEFTN
DWRNTASWOQ
DNHDTGYSPG
VRRAAGVRAD
GOVRVWRSGT
TSGYPTWKGS

FSATWMPVPW
YDUVPNHMNR
YGMFRDEFTN
DWRNTASWOQ
DNHDTGYSPG
VRRAAGVRAD
GOVRVWRSGT
TSGYPTWKGS

FSATWMPVEW
YDVVPNHMNR
YGMFRDEFTN
DWRNTASWOO
DNHDTGYSPG
VRRAAGVRAD
GOVRVWRSGT
TSEYPTWKGS
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SEQID NO: 11

Precursor de Glucan 1,4-alfa-maltotetrahidrolasa de Pseudomonas stutzeri (Pseudomonas perfectomarina). (EC
3.2.1.60) (amilasa G4) (amilasa formadora de maltotetraosa) (Exo-maltotetraohidrolasa) (exo-amilasa formadora de
maltotetraosa). Numero de acceso SWISS-PROT P13507.

10

MSHILRAAVL
ROQOAATIAAD
SALGGAGVEY
DADLNTGHPQ
LWKGPSEYPN
PRWREVAVTF
GYGDFIRQOLI
GSFSEAVNAS
WSPAAALRLT

AAMLLPLPSM
GFSAIWMPVE
LYDUVENEMN
VYGMFRDEFT
WDWRNTASWQ
VDNHDTGYSP
QVRRAAGVRA
NGOVRVWRSG
DTSCYDTWKG

ADQAGKSPNA
WRDFSSWSDG
RGYPDKEINL
NLRSQYGAGG
QIIKDWSDRA
GONGGOHHWA
DSATSFHSGY
TGSGGGEPGA
SIALPAGONE

GATTVGERL

SEQID NO: 12

Gen de amilasa formadora

M24516.

VRYHGGDEII
SKSGGGEGYF
PAGQGFWRND
FRFDFVRGYA
KCPVFDFALK
LODGLIRQAY
SGLVATVSGS
LVSVSFRCDN
EWKCLIRNEA

LOGFHWNVVR
WHDFNENGRY
CADPGNYPND
PERVNSWMTD
ERVMONGSIAD
AYILTSPGTP
QOTLVVALNS
GATOMGDSVY
NATQVRQWQGE

EAPNDWYNIL
GSDAQLROAA
CDDGDRFIGG
SADNSFCVGE
WEHGLNGNFPD
VVYWSHMYDW
DLONPGOVAS
AVCENVSQLGN
GANNSLTPSE

de maltotetraosa de P.stutzeri (amyP), cds completa. NUmero de acceso GenBank

1 gatcggectt tacggaaagt gatagagett ctettcegge amactttghbt coccagtgac

¢l agagggttag tatcggatcg cttcectcettt ggogtttggta gatcaggage geogagagoa
121 ggatgaaatc ctygeggecay aaggtocgoge cgaadatgtg gaactgetge tggecgagat
181 ccggccggeg ttcatcecteg tcooggeggee ttgocgocag ctacccgaac aagcacaaga

241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

accggagtat
cgttgcegte
gcgacgaaat
ggtacaacarn
ggatgoeggt
gbgaaggcta
tgegtecagge
ccaaccacat
tetggegeaa
gcttcatcgg
gegatgaatt
tteggggeta
tetgegtegyg

ccgecagcty
acttcgeeet
ggcaatcceg
gctactegec
gecaggecta
tgtacgactg
agcgtgcgege
tcagcggcag
aggtggecay
ggegtagegg
gctgcgacaa
agctcggtaa
cectggaaggy
gcaacgaggc
cgocgagega
tegegoatgt
gttcacgcge
atcgectgeg

tgcgatgage
catggcegat
cattcteccag
cotgecgecag
gcectggege
¢cttctggeac
cgecagogeyg
gaaccgtage
cgactgegec
cggegatgeg
caccaacctyg
tgcgccggag
cgaactgtygg

gcagcagatc
caaggaacgc
accegegtgy
cgggcagaac
cgectacate
gggttacgge
cgattcggcy
cocagcagace
cggcagctte
cacgggcagc
cggcgogacg
ctoggagecey
cagcattgee
caacgccace
gggcgegacc
gaggcggetg
cctgectateg
ctteggoetg

cacatectge
caggcoggea
ggcttteact
caggccgcga
gactteoteca
gacttcaaca
ctcggtggey
tatccggaca
gaccacgggea
gacctcaaca
cgecagtcagt
cgggtcaaca
aaaggccect

atcaaggact
atgcagaacyg
cgcgaggtgg
ggtdggcage
cteaccagec
gactteatec
atcagcttcee
ctogtggtgg
agcgaggcgg
ggtggcagtyg
cagatgggeg
geegeggegt
ttgecctgcceg
caggtgegge
accgteggec
gtetcggegg
ctagttttcg
gtgcaggtceg

59

gagoecgecgt
agagcccocaa
ggaacgtcgt
ceategeeoge
getggagega
agaacggccg
ceggegtgaa
aggagatcaa
actaccccaa
cecggecacce
acggtgccgg
gctggatgac
ctgagtacec

ggtocgaceg
cteogategec
cggtgacett
accactggge
ccggtacgec
gtcagctgat
acagcggcta
cgctcaactc
tcaacgeccag
aaceoggege
acagecgtcta
tgegectgac
gccagaacga
aatggeaggy
ggctetagec
cggtategtt
gegcteegeg
tcgagecageg

attggeggeg
cgetgtgege
cogogaagoeg
cgacggette
cggragcaag
ctatggeagt
agtgctttac
ceteceggce
tgattgegac
gcaggtctac
cggettocoge
cgatagegee
gaactgggac
ggccaagtgc
gactggaage
cgtegacaac
totgoaggac
ggtggtgtac
ccaggtgegt
cagcggtchbg
cgacctggge
caacggecag
tetggtecagt
cgeggltegge
cgacaccage
ggaatggaaa
cggggcaaac
cgggoggraa
goegetygggy
catcgygccay
ct

atgctgttge
taccacggceg
cccaacgact
Leggegatetr
tccggeggeg
gacgccoage
gacgtggtac
ggccaggget
gacggogace
ggcatgttce
ttegactttg
gacaacagct
taggocgeaaca
coggtgtteg
acgectgaac
cacgacaccg
gggctgatoc
tggtcgeaca
cgegeogeeyg
gtcogecaceyg
aatcccggec
gkgecgocgtgt
gtgagtttec
aacgtcagec
ggctaccocoga
tgegtgatec
aacagcctga
ctcggeoeogte
cggggeegee
ttgeccagega



SEQID NO: 13

Secuencia de pMD55; secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila con 11
sustituciones (G134R, A141P, 1157L, G223A, H307L, S334P, N33Y, D34N, L178F, A179T y G121F) y delecién del

dominio de unién a almidén.

1
61

121

181
241
301
361

DRQAGKSPAGVY
RDFSSWTDPG
FYPDKEINLP
LRSGYGAGGF
IIKDWSDRAK
ONGGQHILWAL
SAISIHSGYS
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RYHGGDEITL
KSGGGEGYFW
AGQREFWENDC
RFDFVRGYAP
CPVFDFALKE
QCDGLIRQAYA
GLVATVSGEQ

QGFHWNVVRE APYNWYNILR
HDFNENGRYG SDAQLRQAAG
PDPGNYPNDC DDGDRFILGGE
FRVDSWMSEDS ADSSFCVGEL
RMONGSVADW KHGLNGNPDP
YILTSPGTPV VYWPHMYDWG
QTLVVALNSD LANPGQVASG

DOASTIAADG
ALGGAGVKVL
SDLNTGHFQI
WKAPSEYPSW
RWREVAVTFV
YGDFIRQLIO
STSEAVNASN

FSATWMPVPW
YDVVENHMNR
YGMEFRDEFTN
DWRNTASWQQ
DNHDTGYSPG
VRRTAGVRAD
GOVRVWRSGS

5 421
SEQID NO: 14

GDCEGGNDGGE

Secuencia de PMD96: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene
mutaciones en N33Y, D34N, G121F, G134R, A141P, I157L, S161A, L178F, A179T, G223E, H307L y S334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDEI ILOGFHWNVVREAPYNWYNILROQOASTIAADGEF SATWMPVFWRDF SSW
TDGGKSGGGEGYFWHDFNKNGRYGSDAQLRQAAGAT GGAGVEVLYDVVPNHMNRFY PDKEINLPAG
QRFWRNDCPDPGNY PNDCDDGDRFLGGEADLNTGHPOIYGMFRDEF TNLRSGYGAGGFRFDFVRGY
APERVDEWMSDSADSSFCVGELWKEPSEY PSWOWRNTASWOQ I ITKDWSDRAKCPVFDFALKERMON
GSVADWKHGLNGNPDPRWREVAVTFVDNEDTGY SPGONGGOHLWALQDGLIRQAYAYILTSPGTEV
VYWPHMYDWGYCGDFIRQLIQVRRTAGVRADSATISFHSGY SGLVATVSGSQOTLVVALNSDLANPGQ

10 VASGSFSEAVNASNGQVRVWRSG SGDGGAENDGG

SEQID NO: 15

Secuencia de SSM 381: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene
mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 146G, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDEI TLOGFHWNVVREAFYNWYNILRQQASTIAADGF SATWMPYVPWRDFSSW
TDGGKSCGGEGY FWHDFNKNGRYGSDAQLROAAGALGCAGVEVLYDVVENHMNRFYFDKEINLPAG
QRFWRNDCPDPGNGPNDCDDGDRFLGGEADLNTGHPQTYGMFRDEFTNLR SGYGAGGFRFDFVRGY
APERVDSWMEDSADSSFCVGELWKEPSEYP SWDWRNTASWQQOI IKDWSDRAKCPVFDFALKERMGN
GEVADWEHGLNGNPDPRWREVAVTFVDNHDTGY SPGONGGOHLWALQDGLIRQAYAYILTSPGTPV
VYWPHMYDWGYGDF IRQLIQVRRTAGVRADSATI SFHSGY SGLVATVSGSQOTLVVALNSDLANPGO
VASGESF SEAVNASNGOVRVWRSGSCRGGGNDGG

15 SEQID NO: 16

Secuencia de SSM279 B1: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que
tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157M,161A, 178F, 179T, 223E, 307L y 334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDEI ILOGFHWNVVREAPYNWYNILROQASTIAADGF SATWMPVPWRDF SSW
TDGERSGCGEGYFWHDFNENGRYGSDAQLROAAGALGGAGVEVLYDVVPNHMNRFYPDRKEINLPAG
QRFWRNDCEDPGNY PNDCDDGDRFMGGEADLNTGHPQIYGMFRDEFTNLR SGYGAGGFRFDFVRGY
APERVDSWMSDSADS SFCVCELWKEPSEY P SWEOWRNTASWQQIIKDWSDRAKCPVFDFALKERMON
GSVADWKHGLNGNPDPRWREVAVTFVDNHDTGY SPGONGGOHLWALODCLIRQAYAYILTSPGTEV
VYWPHMYDWGYGDF IRQLIOVRRTAGVRADSAT SFHSGY SGLVATVSGSOQTLVVALNSDLANPGQ
VASGSFSEAVNASNGOVRVWRSGEGDGGGENDGG

SEQID NO: 17

20 Secuencia de SSM237 P2: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que
tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 158T, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L y

334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDETIILOGFHWNVVREAPYNWYNTILRQOASTIAADGF SAITWMPVPWRDFSSW
TDGGRSGGGEGYFWHDFNKNGRYGSDAQLRQAAGALGGAGVRVLYDVVPNHMNREFY PDKETNLPAG
QRFWRNDCPDPGNY PNDCDDGDRFLIGEADLNTGHPQI YGMFRDEFTHNLRSCYGAGGFREFDFVRGY
APERVDSWMSDSADSSFCVGELWKEPSEYPEWDWRNTASWOOI TKDWSDRAKCPVFDEFALKERMON
GSVADWKHGINGNPCPRWREVAVTFVDNHDTGY SPGONGGOHLWALODGLIRQAYAYILTSPGTEV
VYWPHMYDWGYGDF IRQLTQVRRTAGVRADSATI SFHSGY SCGLVATVSGSQOTLVVALNSDLANPG()
VASGSFSEAVNASNGOVRVWR SGSCGDCCGNDGG

60
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SEQID NO: 18

Secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene mutaciones de
aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 198W, 223E, 307L y 334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDEI ILOGFHWNVVREAPYNWYNILRQOASTIAADGF SATWMPVPWRDFSSW
TDGGKSGGEGEGYFWHDFNENGRYGSDAQLROAAGALGGAGVKVLYDVVPNEMNRFYPDKETNLPAG
QRFWRNDCPDPGNY PNDCDDGDRFLGGEADLNTGHPQTYGMFRDEFTNLR SGYGAGCGFREFDFVRGW
APERVDSWMSDSADSSFCVGELWKEPSEYFSWDWRNTASWOQOITKDWSDRAKCPVFDFALKERMQN
GSVADWEHGLNGNPDPRWREVAVIFVDNHDTGY SPGONGGOHLWALQDGLIRQAYAYILTSPGTEV
VYWPHMYDWGYGDF IRQLIQVRRTAGVRADSAISFHSGY SGLVATVSGEQOTLVVALNSDLANPGQ
VASGSFSEAVNASNCGOVRVWRSGSGDGEGNDGG

5 SEQID NO: 19

Secuencia de SSM325 F3: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudamonas saccharophila que
tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 229P, 307L y 334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDEI ILOGFHWNVVREAPYNWYNILRQOASTIAADGF SATWMFVPWRDEFSSW
TDGGKSGGGEGY FWHDFNKNGRYGSDAQLROAAGALGGAGVKVLYDVVPNHMNRFY PDKEINLEAG
ORFWRNDCPDPGNYPNDCCDGDRFLGGEADPLNTGHPQIYGMFRDEFTNLRSGYGAGGFRFDFVRGY
APERVDEWMEDSADSSFCVGELWREPSEYPPWDWRNTASWQOI T KDWSDRAKCPVIFDFALKERMON
GSVADWEHGLNGNPDPRWREVAVTFVDNHDTGY SPGONGGQHLWALQDGLIRQAYAYILTSPGTPV
VYWPHMYDWGYGDF IRQLIQVRRTAGVRADSAT SFHSGY SGLVATVSGSOOTLVVALNSDLANPGO
VASGSFSEAVNASNGOVRVWRESGSGDGGENDGG

SEQID NO: 20

10 Secuencia de pMD129: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene
mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 198W, 223E, 229P, 307L y 334P.

DOAGRSPAGVRYHCGDEI ILOQGFHWNVVREAPYNWYNILRQQASTIAADGF SATWMPVPWRDFS SW
TPGGKSGGGEGYFWHDFNEKNGRYGSDAQLRQAAGALGGAGVEVLYDVVPNHMNREY PDEETINLPAG
QRFWRNDCPDPGNY PNDCDDGDRFLGGEADLNTGHPQIYGMFRDEFTNLR SGYGAGGFRFDFVRGW
APERVDSWHMEDESADSSFCVGELWKEPSEY PEWDWRNTASWQOIITKDWSDRAKCPVFDFALKERMON
GSVADWKHGLNGNPDPRWREVAVTFVDNEDTGY SPGONGGOHLWALODGLIRQAYAYILTSPGTRV
VYWPHMYDWGYCGDF IRQLIQVRRTAGVRADSATSFHSGY SGLVATVSGSQOTLVVALNSDLANPGQ
VASGSFSEAVNASNGQVRVWRSGSGDGGGNDGG

SEQID NO: 21

Secuencia de SSM341 A9: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que
15 tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 303E, 307L y 334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDET ILQGFHWNVVREAPYNWYNI LRQOASTIAADGEF SATWMPVPWRDF SSW
TDGEGKSGGGEGYFWHDENKNGRYGSDAQLRQAAGATLGGAGVEVLYDVVPNEMNRF Y PDREINL PAG
QORFWRNDC PDPGNY PNDCDDGDRFLGGEADLNTGHPQIYGMFRDEFTNLRSGYCAGGFRFDFVRGY
APERVDSWMSDSADSSFCYGELWEKEPSEY PSWDWRNTASWQOI IKDWSDRARCPVFDFALKXERMON
GSVADWEHGLNGNPDPRWREVAVIFVDNHDTGY SPCONEGQHIWALQDGLIRQAYAYILTSPGTFV
VYWPHMYDWGYGDFIRQLIQVRRTAGVRADSAT SFHSGY SGLVATVSGSQ0TLVVALNSDLANPGQ
VASGSFSEAVNASNGQVRVWRSGSGDGGCENDGG

SEQ ID NO: 22

Secuencia de SSM341 G11: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudonaonas saccharophila que
20 tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 303D, 307L y 334P.

DQAGKSPAGVRYHGGLET ILOGFHWNVVREAPYNWYNTLRQQASTIAADGEF SATWMPVPWRDFS SW
TDGGRSGGEEGY FWHDFNKNGRYGSDAQLROAAGALGGAGVEVLY DVVPNHMNREFY PDKEINLPAG
QRFWRNDCPDPGNYPNDCDDGDRFLGGEADLNTGHPQIYCMFRDEFTNLRSGYGAGGFRFDFVRGY
APERVDSWMSEDSADSSFCVGELWKEPSEY PSWDWRNTASWQQITKDWSDRAKCPVFDFALKERMON
GSVADWKHGLNGNPDPRWREVAVTFVDNHDTGY SPCONDGOHIWALODGLIRQAYAYILTSPGTPV
VYWPHMYDWGYGDFIRQLIQVRRTAGVRADSAISFHSGYSGLVATVSGSQQTLVVALNSDLANPGQ
VASGEF SEAVNASNGQVRVWRSGSCGDGGONDGG
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SEQID NO: 23

Secuencia de SSM350 B11: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que
tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 306T, 307L y 334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDEI ILOGFHWNVVREAPYNWYNILROQASTIAADGF SATWMPVPWRDF SSW
TDGEKSGGGECY FWHDFNENGRYGSDAQLRQAAGALGGAGVEVLYDVVPNHMNRFYPDEEINLPAG
QREWRNDCPDPGNY PNDCDDGDRFLGEEADLNTGHPQIYGMFRDEFTNLRSGYGAGGFREDFVRGY
APERVDSWMEDSADSSFCVCELWKEPSEY PSWDWRNTASWOQI TKDWSDRAKCPVEFDFALKERMON
GSVADWEHGLNGNPPPEWREVAVTFVDNHDTGY SPGONGGQTLWALQDGLIRQAYAYILTSPGTRV
VYWPHMYDWGYGDFIRQLIQVRRTAGVRADSAT SFHSGY SGLVATVSGSQOTLVVALNSDLANEG(
VASGSTFSEAVNASNGOVRVWREGSGDGGGNDGG

5 SEQID NO: 24

Secuencia de SSM350 C12: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que
tiene mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 306G, 307L y 334P.

DOAGKSPAGVRYHEGGDET ILOGFHWNYVREAPYNWYNILRQOASTIAADGCGF SATWMPVPWRDFSSW
TDGGRSGEGEGY FWHDFNENGRYGSDAQLROAAGALGGAGVEVLYDVVENHMNRFY PDKETNLPAG
QRFWRNDCPDPGNYFPNDCDDGDRF LGGEADLNTGHPQIYGMFRDEFTNLRSGYGAGCGFRFDFVRGY
APERVDSWMSDSADSSFCVGELWKEPSEY PEWDWRNTASWOQ I TKDWSDRAKC PVFDFALKERMQN
GSVADWEHGLNCGNPDPRWREVAVTFVDNHDTGY SPGONCGOGLWALODGLIRQAYAYILTSPGTEV
VYWPHMYDWGYGDFIRQLIQVRRTAGVRADSAISFHSGY SGLVATVSGSOOTLVVALNSDLANPGY
VASGSFSEAVNASNGOVRVWRSGSCDEGGNDGG

SEQID NO: 25

10 Secuencia de SSM332 Q4: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que
tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 309P, 307L y
334P.

DOAGKSPAGVRYHGGDETI ILQGFHWNYVVREAPYNWYNI LROQASTIAADGF SATWMPVEWRDF SSW
TDGGKSGGGEGY FWHDFNENGRYGSPAQLROAAGALGGAGVEVLYDVVPNEMNRFYPDKETNLPAG
QRFWRNDCPDPGNY PNDCDDGDRFLGEEADLNTGHPQIYCMFRDEFTNLRSGYGAGGFREIDFVRGY
APERVDSWMSDSADSSFCVGELWKEPSEY D SWDWRNTASWQQIIKDWSDRAKCPVFDFALKERMON
GSVADWKHGLNGNPDPRWREVAVIFVINHDTGY SPGONGCQHLWPLOQDGLIRQAYAYILTSPGTEPV
VYWPHMYDWGYGDF IRQLIQVRRTAGVRADSAI SFHSGYSGLVATVSESQQTLVVALNSDLANPGO
VASGSFSEAVNASNGOVRVWREGSGDGGCNDGG

SEQID NO: 26

15 Secuencia de SSM365 B4: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudamonas saccharophila que
tiene mutaciones de aminoacidos en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316S, y
334P.

DOACKSPAGVRYHGGDEIILQGFHWNVVREAPYNWYNILRQOASTIAADCGF SATWMPY PWRDF S SW
TDGGKSGGGEGY FWHDFNKNGRYGSDAQLROAAGALGGAGVKVLYDVVPNHMNRFYPDKE INLPAG
QRFWRNDC PDPGNY PNDCDDGDRFLGGEADLNTGHPQIYGMFRDEFTNLRSGYGAGGFREFDFVRGY
APERVDSWMSDSADS SFCVGELWKEP SEYPSWDWRNTASWQQ T IKDWEDRAKCPVEFDFALKERMON
GSVADWKHGLNGNPDPRWREVAVIFVINHDTCY SPGONCGOHIWATODGLISQAYAYILTSPGTEV
VYWPHMYDWGYGDFIRQLIQVRRTAGVRADSAT SFHEGY SGIVATVSGSQOTLVVALNSDLANPGQ
VASGSFSEAVNASNGOVRVWR SGSGDGGGNDGG

SEQID NO: 27

20 SSM365 F4: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene
mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 316P y 334P.

DRAGKSPAGVRYHGCDEI ILQGFHWNVVREAPYNWYNILRQQASTIAADGEF SATWMPVPWRDF SSW
TDEGKSGEGEGY FWHDFNKNGRYGSDAQLRQAAGALGGAGVKVLYDVVEPNHMNRFY PDKEINLPAG
QRFWRNDCPDPGNYPNDCODGDRFLGGEADLNTGHPQIYCMFRDEF TNLRSGYGAGGFRFDFVRGY
APERVDSWMSDSADSSFCVGELWKEPSEYP SWDWRNTASWQQO L TKDWSDRAKCEPVEFDFALKERMQN
GSVADWEKHGLNGNPDPRWREVAVIFVDNHDTGY SPGONGGOHLWALQDGLIPOQAYAYILTSPGTRV
VYWPHMYDWGYGDFIRQLIQVRRTAGVRAD SAT SFHSGY SCLVATVSGSQOTLVVALNSDLANPGQ
VASGSFSEAVNASNGOVRVWRSGSGDGGGNDGG
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SEQID NO: 28

SSM360 C7: secuencia de aminoacidos de maltotetrahidrolasa de Pseudomonas saccharophila que tiene
mutaciones en 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E, 307L, 334P y 353T.

DOAGKSPAGVRYHGGDEITLOGFHWNVVREAPYNWYNILRQDASTIAADGE SATWMPVFWRDF SSW
TDGGKSCGCEGY FWHDFNENGRYGSDAQLROAAGAT.GGAGVRVLY DVVPNIMNRFY PDKEINLPAG
QRFWRNDCPDPGNY PNDCDDGERFLCGEADINTGHPQIYGMFRDEF TNLR SGYGAGGFRFDFVRGY
APERVDSWMSDSADSSFCVGELWKEPSEY PSWDWRNTASWOQ T TKDWSDRAKCPVFDFALKERMON
GSVADWKHGILNGNPDPRWREVAVTFVDNHDTGY SPGONGGOHLWALQDGLIROAYAY ILTSPGTFV
VYWPHMYDWGYGDFIRQLIQVRTTAGVRADSAT SFHSCY SGLVATVSGSQOTLVVALNSDLANPGQ

VASGSFSEAVNASNGQVRVWRSGSGDECENDGG
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido variante PS4 que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95% idéntica con la
SEQ ID N°: 15 que tiene actividad de exoamilasa no maltogénica, donde dicho polipéptido variante PS4 tiene una
mutacién de aminoacido Y146G con referencia a la numeracion de posiciones de una secuencia de exoamilasa de
Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1, y en la que dicho polipéptido tiene una
termoestabilidad mas alta comparada con el polipéptido de la SEQ ID NO: 1 cuando se ensaya en las mismas
condiciones.

2. Un polipéptido variante PS4 segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido variante PS4 comprende una o mas
mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones: 33, 34, 121, 134, 141, 157, 161, 178, 179, 223,
307 y 334, preferiblemente seleccionadas del grupo que consiste en: 33Y, 34N, 121F, 134R, 141P, 157L, 161A,
178F, 179T, 223E, 307L y 334P.

3. Un polipéptido variante PS4 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el polipéptido variante PS4
comprende cada una de las siguientes mutaciones:

33Y, 34N, 121F 134R, 141P, 146G, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E 307L y 334P.

4. Un polipéptido variante PS4 de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en el que el polipéptido variante
PS4 comprende cada una de las siguientes mutaciones:

N33Y, D34N, G121F, G134R, A141P, 1157L, S161A, L178F, A179T, G223E, H307L, S334P.

5. Uso de un polipéptido variante PS4 como se establece en cualquier reivindicacion precedente como un aditivo de
alimentario o de pienso o para preparar un producto alimenticio o de pienso.

6. Un proceso para tratar un almidén que comprende poner en contacto el almidén con un polipéptido como se
muestra en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y permitir que el polipéptido genere a partir del almidén uno o
mas productos lineales.

7. Un proceso para preparar un producto alimenticio o de pienso que comprende mezclar un polipéptido como se
muestra en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 con un ingrediente alimenticio o de pienso.

8. Uso segun la reivindicacion 5, o un proceso segun la reivindicacion 7, en el que el producto alimenticio comprende
una masa o un producto de masa, preferiblemente un producto de masa procesado.

9. Un uso o proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que el producto alimenticio es un producto
de panaderia.

10. Un proceso para preparar un producto de panaderia que comprende: (a) proporcionar un medio de almidon; (b)
afiadir al medio de almidén un polipéptido como se muestra en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; y (c) aplicar
calor al medio de almidén durante o después de la etapa (b) para producir un producto de panaderia.

11. Un producto de masa o un producto de panaderia obtenido por un proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 10, en el que el producto de masa o producto de panaderia comprende un polipéptido variante
PS4 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

12. Una composicidon mejoradora para una masa, en la que la composicion mejoradora comprende un polipéptido
variante PS4 como se muestra en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y al menos un ingrediente de masa o
aditivo de masa adicional.

13. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 12 que comprende una harina y un polipéptido como se
muestra en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

14. Uso de un polipéptido variante PS4 como se muestra en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en un producto
de masa para retardar o reducir el endurecimiento, preferiblemente retrogradacion perjudicial, del producto de masa.

15. Una combinacion de un polipéptido variante PS4 como se muestra cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, junto
con Novamil, o una variante, homologo, o mutantes de éste que tiene actividad alfa-amilasa maltogénica.

16. Uso de una combinacién de acuerdo con la reivindicacion 15 para una aplicacion, uso o proceso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 14.

17. Un producto alimenticio o de pienso obtenido por un proceso de acuerdo con la reivindicacién 7 o producido por
tratamiento con una combinacién de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el producto alimenticio o de pienso
comprende un polipéptido variante PS4 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

18. Un acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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19. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 18 que tiene una secuencia de acido nucleico que es al
menos un 75% idéntica a la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 12.

20. Una secuencia de acido nucleico segun la reivindicacion 18 o reivindicacion 19, que se obtiene de una secuencia
parental que codifica una exoamilasa no maltogénica por sustitucién de uno o mas residuos de nucleétidos.

21. Un plasmido que comprende un acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20.

22. Un vector de expresion que comprende un acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, o
capaz de expresar un polipéptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

23. Una célula huésped que comprende, preferiblemente transformada con, un plasmido segun la reivindicacion 21 o
un vector de expresion segun la reivindicacion 22.

24. Una célula huésped segun la reivindicacion 23 que expresa un polipéptido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

25. Una célula huésped segun la reivindicacion 23, o una célula segun la reivindicacion 24, que es una célula
bacteriana, fungica o de levadura.

26. Un método para expresar un polipéptido variante PS4, comprendiendo el método obtener una célula huésped o
una célula segun la reivindicacion 23, 24 o 25 y expresar el polipéptido a partir de la célula o célula huésped, y
opcionalmente purificar el polipéptido.

27. Un método para producir una variante de polipéptido PS4 segun la reivindicacién 1, comprendiendo el método
introducir una sustitucion de aminoacidos en un polipéptido parental que tiene actividad exoamilasa no maltogénica,
estando la sustitucion de aminoacido en la posicién 146 con referencia a la numeracién de posiciones de una
secuencia de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1.

28. Un método para producir una variante de polipéptido PS4 segun la reivindicacion 27, comprendiendo el método
introducir sustituciones de aminoacidos adicionales en un polipéptido parental que tiene actividad de exoamilasa no
maltogénica, seleccionandose las sustituciones de aminoacidos del grupo que consiste en: 33Y, 34N, 121F 134R,
141P, 146G, 157L, 161A, 178F, 179T, 223E 307L y 334P con referencia a la numeracion de posiciones de una
secuencia de exoamilasa de Pseudomonas saccharophilia mostrada como SEQ ID NO: 1.

29. Un método segun la reivindicacion 27 o 28, en el que la secuencia de un acido nucleico que codifica el
polipéptido parental se altera para introducir la sustitucion de aminoacidos.

30. Un método para aumentar la termoestabilidad de un polipéptido, comprendiendo el método las etapas descritas
en cualquiera de las reivindicaciones 27 a 29.

31. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 27 a 30, en el que el polipéptido esta aislado o purificado, o
ambos.
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