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DESCRIPCION
Peroxidasas con actividad para carotenoides

La presente invencion se refiere al campo de la tecnologia enzimatica. La invencion se refiere a peroxidasas con
actividad para carotenoides, a su preparacion, a todas las peroxidasas suficientemente similares y a acidos
nucleicos que codifican las mismas asi como a organismos hospedadores que contienen estos acidos nucleicos. La
invencion se refiere ademas a procedimientos que usan estas peroxidasas, asi como a agentes que contienen las
mismas, en particular agentes de lavado y de limpieza.

El empleo de enzimas en agentes de lavado y de limpieza esta establecido en el estado de la técnica. Sirven para
ampliar el espectro de rendimiento de los respectivos agentes de forma correspondiente a sus actividades
especiales. A esto pertenecen en particular enzimas hidroliticas, tales como proteasas, amilasas, lipasas y celulasas.

Las tres primeras mencionadas hidrolizan proteinas, almidéon y grasas y contribuyen asi directamente a la
eliminacion de la suciedad. Las celulosas se emplean en particular debido a su efecto en tejidos. Para el aumento
del efecto de blanqueo se usan en los agentes de lavado o de limpieza no obstante también oxidorreductasas, por
ejemplo oxidasas, oxigenasas, catalasas (que reaccionan a bajas concentraciones de H;O, como peroxidasa),
peroxidasas, tales como halo-, cloro-, bromo-, lignina-, glucosa- 0 manganesoperoxidasas, dioxigenasas o lacasas
(fenoloxidasas, polifenoloxidasas).

Los sistemas de blanqueo enzimaticos adecuados se conocen en el estado de la técnica, por ejemplo por las
publicaciones de patentes internacionales WO 98/45398 A1, WO 2004/058955 A2, WO 2005/124012 y WO
2005/056782 A2. Tales sistemas enzimaticos se pueden combinar ventajosamente con compuestos organicos, de
forma particularmente preferente aromaticos, que interaccionan con las enzimas, para intensificar la actividad de las
oxidorreductasas en cuestion (potenciadores) o para garantizar, en caso de potenciales redox fuertemente
diferenciados, entre las enzimas oxidantes y las impurezas el flujo de electrones (mediadores).

No se pueden emplear sistemas de blanqueo convencionales a base de percarbonato, peroxido o cloro en
formulaciones que contienen agua, es decir, en particular en muchas formulaciones liquidas. Ademas, el consumidor
percibe el empleo de tales sistemas, en comparacion con los sistemas enzimaticos, como agresivo y perjudicial para
el medio ambiente. En este sentido es deseable el empleo de sistemas enzimaticos por motivos de sostenibilidad.

No obstante, los sistemas de blanqueo enzimaticos se basan habitualmente asi mismo en la generacion enzimatica
de perdxido de hidrégeno mediante la degradacion de sustratos enzimaticos adecuados. Estos sustratos se tienen
que afadir a los agentes de lavado o de limpieza y representan un factor de costes adicional y, en parte, también un
factor de riesgo toxicoldgico o alergolégico adicional. En sistemas de un componente liquidos se plantea ademas el
problema de que el sustrato y la enzima ya antes del empleo se ponen en contacto en el bafio de lavado o de
limpieza y, por tanto, se tiene que evitar con complejidad una degradacion prematura del sustrato.

No obstante, los sistemas de blanqueo son necesarios para la eliminacién de determinadas suciedades de intensa
coloraciéon sobre materiales textiles y superficies duras, por ejemplo suciedades que contienen carotenoide, para
conseguir un rendimiento de limpieza satisfactorio. Las suciedades que contienen carotenoide sobre materiales
textiles son dificiles de eliminar con agentes de lavado liquidos disponibles en el mercado. Ademas, las suciedades
que contienen carotenoide sobre la vaijilla plantean el problema de que se distribuyen durante el lavado a maquina
de la vajilla en el bafio de limpieza y difunden al interior de los plasticos y colorean los mismos. Estas decoloraciones
son conocidas por el usuario y es deseable reducir las mismas.

Por tanto, existe una necesidad de sistemas enzimaticos independientes de sustrato, que en particular en
suciedades que contienen carotenoide causen un blanqueo o que decoloren estas suciedades, y que eviten la nueva
adherencia de suciedades que colorean desde el bafio de lavado o de limpieza sobre los objetos que se van a lavar.

Para ser adecuados para el empleo en agentes de lavado y de limpieza, ademas es deseable que tales sistemas
enzimaticos presenten una actividad enzimatica en el intervalo de valor de pH de neutro a ligeramente alcalino y en
un intervalo de temperaturas amplio de hasta 95 °C, en particular en el intervalo de 30-65 °C.

Las peroxidasas de Bjerkandera adusta se conocen en el estado de la técnica (Moreira et al. J Biotechnol. (2005),
118(4): 339-352; Mohoric et al. Bioresource Techn. (2009), 100(2): 851-858). Ahora se ha encontrado una nueva
peroxidasa de Bjerkandera adusta, que presenta las propiedades deseadas y, por tanto, es particularmente
adecuada para el empleo en agentes de lavado y de limpieza. La peroxidasa hallada posee una clara actividad sobre
carotenoides. Por ello se puede emplear la enzima también sin sustratos adicionales para el blanqueo de suciedades
que contienen carotenoide.

En un primer aspecto, por tanto, la invencion se refiere a una peroxidasa que comprende una secuencia de

aminoacidos, que tiene una identidad con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO: 1 a lo largo de
toda su longitud. En distintas formas de realizacion, la peroxidasa posee una actividad enzimatica para carotenoides.
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Las enzimas descritas en el presente documento son preferentemente de origen fungico, en particular homdlogos de
la peroxidasa de Bjerkandera adusta con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO: 1.

Las peroxidasas descritas en el presente documento presentan una actividad enzimatica, es decir, son capaces de
escindir oxidativamente los carotenoides. La escision oxidativa es independiente de la presencia de peroxido de
hidrégeno, pero se puede intensificar por la presencia de peréxido de hidrogeno. En el caso de la peroxidasa
descrita en el presente documento se trata preferentemente de una peroxidasa madura (mature), es decir, de la
molécula cataliticamente activa sin péptido o péptidos sefal y/o propéptido o propéptidos. Siempre que no se indique
otra cosa, también las secuencias indicadas se refieren en cada caso a enzimas maduras.

El término "carotenoides”, como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos de la clase de sustancias
de los terpenos, que aparecen como colorantes naturales que causan una coloracién de amarilla a rojiza. Se
conocen aproximadamente 800 carotenoides distintos, que aparecen sobre todo en los cromoplastos y plastidios de
las plantas, en bacterias, pero también en la piel, la cdscara y el caparazén de animales asi como en las plumas y en
la yema de huevo de las aves, cuando los correspondientes animales ingieren con su alimento material vegetal que
contiene colorante. Solo las bacterias, las plantas y los hongos estan en disposicion de sintetizar de novo estos
pigmentos. Los carotenoides estan estructurados formalmente a partir de 8 unidades de isopreno y, con ello,
pertenecen a los tetraterpenos. Se clasifican en carotenos, que estan estructuradas solo a partir de carbono e
hidrégeno, y xantofilas, derivados que contienen oxigeno de los carotenos. El espectro de absorcion de los
carotenoides se encuentra en longitudes de onda en el intervalo de 400 a 500 nandémetros. El carotenoide mas
conocido y que aparece con mayor frecuencia es el B-caroteno (zanahoria), que se conocen también como
provitamina A. Otros carotenoides que aparecen frecuentemente son a-caroteno, licopeno (tomate), B-criptoxantina,
capsantina (pimiento rojo), luteina y zeaxantina.

Ademas, formas de realizacion preferentes de las peroxidasas disponen de una particular estabilidad en agentes de
lavado o de limpieza, por ejemplo con respecto a tensioactivos y/o agentes de blanqueo y/o con respecto a
influencias de temperatura, en particular frente a altas temperaturas, en particular durante el proceso de lavado o de
limpieza, por ejemplo entre 50 y 65 °C, en particular 60 °C, y/o con respecto a condiciones acidas o alcalinas y/o con
respecto a cambios del valor de pH y/o con respecto a agentes desnaturalizantes u oxidantes y/o con respecto a
degradacion proteolitica y/o con respecto a un cambio de las condiciones redox.

De acuerdo con otra forma de realizacién particular, las peroxidasas de acuerdo con la invencién presentan una
buena estabilidad en almacenamiento en formulaciones de agentes de lavado o agentes de limpieza, por ejemplo
medido a 30 °C y temperaturas superiores, en particular a 35 °C 0 40 °C.

En distintas formas de realizaciéon de la invencion, la peroxidasa comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO: 1 a lo largo de toda su longitud de
al menos el 98,5 %, el 98,8 o el 99,0 %. Los valores numéricos, que estan indicados en el presente documento sin
decimales, se refieren en cada caso al valor indicado completo con un punto decimal. Asi por ejemplo "99 %" se
refiere a "99,0 %". El término "aproximadamente", en relacion con un valor numérico, se refiere a una varianza de
110 % con respecto al valor numérico indicado.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a un agente, que esta caracterizado por que contiene una peroxidasa que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEQ ID NO. 1 a lo largo de toda su longitud de al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %,
al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al
menos el 98,5 % o al menos el 99,0 %, preferentemente al menos el 99,2 %, al menos el 99,3 %, al menos el
99,4 %, al menos el 99,5 %, preferentemente al menos el 99,6 %, al menos el 99,7 % o al menos el 99,8 %. Una
peroxidasa de este tipo posee una actividad enzimatica para carotenoides, es decir, esta en disposicién de usar los
carotenoides como sustrato y escindir los mismos oxidativamente. La actividad para carotenoides es detectable, ya
que se puede medir y, preferentemente, también cuantificar por ejemplo con los ensayos descritos en los ejemplos.

Las enzimas usadas en el agente son preferentemente de origen fungico, en particular de basidiomicetos, de forma
particularmente preferente homodlogos de la peroxidasa de Bjerkandera adusta con la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEQ ID NO: 1. Preferentemente, el agente es un agente de lavado o de limpieza inclusive un agente
para el lavado (a maquina) de la vajilla. Ya que las peroxidasas descritas en el presente documento presentan
rendimientos de limpieza ventajosos en particular sobre suciedades que contienen carotenoide, los agentes son
particularmente adecuados y ventajosos para la eliminacion de tales suciedades que contienen carotenoide. Tales
agentes contienen las peroxidasas descritas en el presente documento en una cantidad del 1 x 10®%al 1% en peso,
del 1 x 107 al 0,5 % en peso, del 0,00001-0,3 % en peso, del 0,0001-0,2 % en peso y de forma particularmente
preferente del 0,001 a 0,1 % en peso, en cada caso con respecto a la proteina activa.

La concentracion de proteina (activa) se puede determinar con ayuda de métodos conocidos, por ejemplo el
procedimiento de BCA (acido bicinconinico; acido 2,2’-biquinolil-4,4’-dicarboxilico) o el procedimiento de Biuret.
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La determinacion de la identidad de las secuencias de acido nucleico o de aminoacidos se realiza mediante una
comparacion de secuencias. Esta comparacion de secuencias se basa en el algoritmo BLAST establecido en el
estado de la técnica y empleado habitualmente (comparese por ejemplo con Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W.,
Myers, E. W. & Lipman, D. J. (1990) "Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215: 403-410, y Altschul,
Stephan F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Hheng Zhang, Webb Miller, y David J. Lipman
(1997): "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs"; Nucleic Acids
Res., 25, pag. 3389-3402) y tiene lugar en principio al asignarse sucesiones similares de nucleétidos o aminoacidos
en las secuencias de acido nucleico o de aminoacidos unas a otras. Una asignacion tabulada de las respectivas
posiciones se denomina alineamiento. Otro algoritmo disponible en el estado de la técnica es el algoritmo FASTA.
Se crean comparaciones de secuencias (alineamientos), en particular comparaciones de secuencias multiples, con
programas informaticos. Con frecuencia se emplea por ejemplo la serie Clustal (comparese por ejemplo con Chenna
et al. (2003): Multiple sequence alignment with the Clustal series of programs. Nucleic Acid Research 31, 3497-
3500), T-Coffee (comparese por ejemplo con Notredame et al. (2000): T-Coffee: A novel method for multiple
sequence alignments. J. Mol. Biol. 302, 205-217) o programas que se basan en estos programas o algoritmos. En la
presente solicitud de patente se crearon todas las comparaciones de secuencias (alineamientos) con el programa
informatico Vector NTI® Suite 10.3 (Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, California, EE. UU.)
con los parametros convencionales predefinidos, cuyo médulo AlignX para las comparaciones de secuencia se basa
en ClustalW.

Una comparaciéon de este tipo permite también realizar una afirmacion acerca de la similitud de las secuencias
comparadas entre si. Se indica habitualmente en porcentaje de identidad, es decir, la proporcion de los nucledtidos o
restos aminoacidicos idénticos en las mismas posiciones o0 en posiciones correspondientes entre si en un
alineamiento. El término mas amplio de la homologia incluye sustituciones de aminoacidos conservadoras en
secuencias de aminoacidos, es decir, aminoacidos con actividad quimica similar, ya que las mismas dentro de la
proteina ejercen la mayoria de las veces actividades quimicas similares. Por tanto, la similitud de las secuencias
comparadas también puede estar indicada como porcentaje de homologia o porcentaje de similitud. Las indicaciones
de identidad y/u homologia se pueden realizar acerca de polipéptidos o genes completos o solo acerca de regiones
individuales. Las regiones homologas o idénticas de distintas secuencias de acido nucleico o de aminoacidos, por
tanto, estan definidas por coincidencias en las secuencias. Tales regiones presentan con frecuencia funciones
idénticas. Pueden ser pequefias y comprender solo pocos nucledtidos o aminoacidos. Con frecuencia, regiones tan
pequefias ejercen funciones esenciales para la actividad global de la proteina. Por tanto, puede ser razonable que
las coincidencias de secuencia hagan referencia solo a regiones individuales, dado el caso pequefas. Siempre que
no se indique otra cosa, las indicaciones de identidad u homologia en la presente solicitud se refieren, no obstante, a
la longitud total de la secuencia de acido nucleico o de aminoacidos indicada en cada caso.

Las peroxidasas descritas en el presente documento pueden presentar en comparacién con la secuencia indicada
en la SEQ ID NO: 1 cambios de aminoacidos, en particular sustituciones, inserciones o deleciones de aminoacidos.
Tales peroxidasas se han perfeccionado por ejemplo mediante un cambio genético dirigido, por ejemplo mediante
procedimientos de mutagénesis, y se han optimizado para determinados fines de uso o con respecto a propiedades
especiales (por ejemplo, con respecto a su actividad catalitica, estabilidad, etc.). En particular, aparte se puede
mejorar también la producibilidad, el procesamiento, la secrecion y otras etapas de la produccién, inclusive el
procesamiento cadena abajo mediante cambios genéticos dirigidos, en particular mediante procedimientos de
mutagénesis.

Ademas se pueden introducir acidos nucleicos descritos en el presente documento en preparaciones de
recombinaciéon y emplearse, por tanto, para la generacién de peroxidasas completamente novedosas o de otros
polipéptidos.

El fin es incorporar en las moléculas mutaciones dirigidas, tales como sustituciones, inserciones o deleciones, para
mejorar por ejemplo el rendimiento de las enzimas descritas en el presente documento. Para esto se puede cambiar
en particular las cargas superficiales y/o el punto isoeléctrico de las moléculas vy, por ello, sus interacciones con el
sustrato. Asi se puede modificar por ejemplo la carga neta de las enzimas, para influir a través de esto en la unién a
sustrato en particular para el empleo en agentes de lavado y de limpieza. Como alternativa o de forma
complementaria, mediante una o varias mutaciones correspondientes se puede aumentar la estabilidad de la
proteasa y mejorarse por ello su rendimiento.

Otro objeto desvelado en el presente documento es, por lo tanto, una peroxidasa, que esta caracterizada por que se
puede obtener a partir de una peroxidasa, tal como se ha descrito anteriormente, como molécula de partida
mediante una sustitucion de aminoacidos conservadora sencilla o multiple. La expresién "sustitucion de aminoacidos
conservadora" significa el intercambio (sustitucion) de un resto aminoacidico por otro resto aminoacidico, no
conduciendo esta sustitucion a un cambio de la polaridad o la carga en la posicién del aminoacido sustituido, por
ejemplo, la sustitucién de un resto aminoacidico no polar por otro resto aminoacidico no polar. Las sustituciones de
aminoacidos conservadoras en el marco de la invencidon comprenden por ejemplo: G=A=S, I=V=L=M, D=E, N=Q,
K=R, Y=F, S=T, G=A=I=V=L=M=Y=F=W=P=S=T.
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Como alternativa o de forma complementaria, la peroxidasa esta caracterizada por que se puede obtener a partir de
una peroxidasa descrita en el presente documento como molécula de partida mediante fragmentacién, mutagénesis
de fusion-delecion, inserciéon o sustitucion y comprende una secuencia de aminoacidos, que coincide a lo largo de
una longitud de al menos 100, 150, 200, 250, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360 o 365 aminoacidos relacionados con
la molécula de partida.

Por proteinas obtenidas por mutacion de insercién se ha de entender aquellas variantes que se han obtenido a
través de métodos en si conocidos mediante incorporacion de un fragmento de acido nucleico o de proteina en las
secuencias de partida. Se han de asignar a causa de la similitud principal a las proteinas quiméricas. Se diferencian
de las mismas Unicamente en la relacion de tamarios de la parte de proteina sin modificar con respecto al tamafno de
toda la proteina. En tales proteinas de mutacion de insercion, la proporcion de proteina extrafia es menor que en las
proteinas quiméricas.

Por fragmentos se entiende todas las proteinas o péptidos que son de menor tamarfio que las proteinas naturales o
aquellos que se corresponden a genes completamente traducidos, y que por ejemplo también se pueden obtener
sintéticamente. A causa de sus secuencias de aminoacidos se pueden asignar a las proteinas completas
respectivas. Pueden asumir por ejemplo estructuras iguales o ejercer actividades o actividades parciales
proteoliticas, tales como por ejemplo la complejacién de un sustrato. Los fragmentos y las variantes de delecion de
proteinas de partida en principio son del mismo tipo; mientras que los fragmentos representan mas bien fracciones
menores, a los mutantes de delecion les faltan mas bien solo regiones cortas (en ciertas circunstancias solo uno o
varios aminoacidos). Asi, es posible por ejemplo delecionar en los extremos o en los bucles de la enzima otros
aminoacidos individuales, en particular 1, hasta 2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, en particular hasta 10, preferentemente
hasta 20 aminoécidos, sin que por ello se pierda o disminuya la actividad enzimatica. Son particularmente
preferentes deleciones de en particular 1, hasta 2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, en particular hasta 10, preferentemente
hasta 20 aminoacidos en el lado N-terminal de la enzima y/o 1, hasta 2, hasta 3, hasta 4, hasta 5, preferentemente
hasta 6 aminoacidos en el lado C-terminal de la enzima. A este respecto, preferentemente no se reduce, o solo en
un grado reducido, la actividad enzimatica de la peroxidasa, en particular solo hasta una reduccion del 15 % de la
actividad de la peroxidasa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.

Ademas, mediante tal fragmentacion, mutagénesis de delecion, fusion, insercién o sustitucion se puede disminuir,
por ejemplo, también la alergenicidad de las enzimas respectivas y mejorarse, por tanto, globalmente su capacidad
de uso. Ventajosamente, las enzimas conservan incluso después de la mutagénesis su actividad enzimatica, es
decir, su actividad enzimatica se corresponde al menos a aquella de la enzima de partida, es decir, en una forma de
realizacion preferente, la actividad enzimatica asciende al menos al 80, preferentemente al menos al 90 % de la
actividad de la enzima de partida. También las sustituciones pueden mostrar efectos ventajosos. Se pueden sustituir
aminoacidos, tanto individuales como varios relacionados, por otros aminoacidos.

Por proteinas quiméricas o hibridas se ha de entender en el sentido de la presente solicitud aquellas proteinas que
estan compuestas por elementos que proceden de forma natural de distintas cadenas polipeptidicas del mismo
organismo o de distintos organismos. Esta forma de proceder se denomina también transposicion (shuffling) o
mutagénesis de fusion. El sentido de una fusién de este tipo puede consistir, por ejemplo, en causar o modificar con
ayuda de la parte de proteina fusionada una determinada funcion enzimatica. A este respecto, en el sentido de la
presente invencidon no es importante si una proteina quimérica de este tipo esta compuesta por una cadena
polipeptidica individual o varias subunidades, en las que se pueden distribuir diferentes funciones. Para la realizacion
de la alternativa mencionada en ultimo lugar es posible por ejemplo descomponer una uUnica cadena polipeptidica
quimérica en varias después de la traduccidon o no hasta después de una etapa de purificacién mediante una
escision proteolitica dirigida. En particular, también se puede emplear la mutagénesis de fusion de tal manera que a
este respecto, de una forma conocida por el experto en la materia, se genera una proteina de fusién, que presenta
una parte, que partiendo de una peroxidasa descrita en el presente documento como molécula de partida se puede
obtener mediante fragmentacion, mutagénesis de delecidn, insercion o sustitucion y que comprende una secuencia
de aminoacidos, que coincide a lo largo de una longitud de al menos 100, 150, 200, 250, 300, 310, 320, 330, 340,
350, 360 o 365 aminoacidos relacionados con la molécula de partida, y que contiene otra parte de otra proteina.
Preferentemente se anexa una secuencia de una o varias proteinas diferentes en el extremo C y/o en el extremo N
de la parte derivada de la peroxidasa.

Por ejemplo, es adecuada la incorporacion de dominios adicionales, preferentemente de otras proteinas, que
influyen positivamente en la expresién, el plegamiento, la adherencia a determinados sustratos o la secrecién. En
particular se puede incluir un punto de unién a hidratos de carbono (carbohydrate binding domain, CBD) de la forma
conocida por el experto en la materia como dominio adicional en el extremo C y/o N de la parte derivada de la
peroxidasa. Estan descritos dominios adecuados en el articulo de revisién de Boraston, A. B., et al., Biochem. J.
(2004), 382, pag. 769-781, a cuyo contenido se hace referencia de este modo en su totalidad. Una modificacion de
este tipo conduce, a causa de un direccionamiento mejorado en materiales textiles con parte de algodén, a un
rendimiento de limpieza mejorado en relacién con manchas que contienen proteina.

Otro objeto desvelado en el presente documento es una peroxidasa que se ha descrito anteriormente, que esta
estabilizada adicionalmente, en particular mediante una o varias mutaciones, por ejemplo sustituciones, o mediante
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acoplamiento a un polimero. De hecho, un aumento de la estabilidad durante el almacenamiento y/o durante el
empleo, por ejemplo en un proceso de lavado, conduce a que la actividad enzimatica dure mas vy, por lo tanto, se
mejore el rendimiento de limpieza. Basicamente se consideran todas las posibilidades de estabilizacion descritas en
el estado de la técnica y/o apropiadas. Se prefieren aquellas estabilizaciones que se consiguen a través de
mutaciones de la propia enzima, ya que tales estabilizaciones después de la obtencién de la enzima no requieren
etapas de trabajo adicionales.

Otras posibilidades de la estabilizacion son por ejemplo:

- cambio de la unién de iones de metal o cofactores, por ejemplo mediante sustitucion de uno o varios
aminoacidos que intervienen en el enlace por uno o varios aminoacidos diferentes;

- proteccion frente a la influencia de agentes desnaturalizantes tales como tensioactivos por mutaciones, que
causan un cambio de la secuencia de aminoacidos sobre o en la superficie de la proteina;

- sustitucion de aminoacidos, que se encuentran proximos al extremo N por aquellos que se ponen en contacto
probablemente a través de interacciones no covalentes con el resto de la molécula y, de este modo, contribuyen
a conservar la estructura globular.

Son formas de realizacion preferentes aquellas en las que se estabiliza la enzima de varias maneras, ya que varias
mutaciones estabilizantes tienen un efecto aditivo o sinérgico. Las enzimas descritas en el presente documento
pueden contener iones manganeso como cofactores y, por tanto, son variantes estabilizadas entre otras aquellas en
las que esta modificada la unién del manganeso.

Otro objeto descrito en el presente documento es una peroxidasa tal como se ha descrito anteriormente, que esta
caracterizada por que presenta al menos una modificacion quimica. Una peroxidasa con un cambio de este tipo se
denomina derivado, es decir, la peroxidasa esta derivatizada.

Por derivados se entiende en el sentido de la presente solicitud por consiguiente aquellas proteinas cuya cadena de
aminoacidos pura se ha modificado quimicamente. Tales derivatizaciones se pueden realizar por ejemplo in vivo por
la célula hospedadora que expresa la proteina. A este respecto cabe destacar en particular acoplamientos de
compuestos de bajo peso molecular tales como de lipidos u oligosacéridos. No obstante, las derivatizaciones se
pueden llevar a cabo también in vitro, por ejemplo mediante la transformacién quimica de una cadena lateral de un
aminoacido o por la unién covalente de otro compuesto a la proteina. Por ejemplo, es posible el acoplamiento de
aminas a grupos carboxilo de una enzima para el cambio del punto isoeléctrico. Un compuesto diferente de este tipo
puede ser también otra proteina, que se une por ejemplo a través de compuestos quimicos bifuncionales a una
proteina descrita en el presente documento. Asimismo, por derivatizacién se ha de entender la unién covalente a un
soporte macromolecular, o incluso una inclusion no covalente en estructuras jaula macromoleculares adecuadas.

Las derivatizaciones pueden influir por ejemplo en la especificidad de sustrato o la intensidad de la unién al sustrato
0 causar un bloqueo temporal de la actividad enzimatica, cuando en el caso de la sustancia acoplada se trata de un
inhibidor. Esto puede ser razonable por ejemplo para el periodo de tiempo del almacenamiento. Tales modificaciones
pueden influir ademas en la estabilidad o la actividad enzimatica. Ademas, también pueden servir para reducir la
alergenicidad y/o inmunogenia de la proteina y aumentar por tanto, por ejemplo, su compatibilidad con la piel. Por
ejemplo, los acoplamientos con compuestos macromoleculares, por ejemplo polietilenglicol, pueden mejorar la
proteina con respecto a la estabilidad y/o la compatibilidad con la piel.

Por derivados de una proteina descrita en el presente documento se puede entender en el sentido mas amplio
también preparaciones de estas proteinas. En funcién de la obtencién, el tratamiento o la preparacién, una proteina
puede estar relacionada con diversas sustancias diferentes, por ejemplo del cultivo de los microorganismos
productores. Una proteina también se puede haber mezclado de forma dirigida con otras sustancias, por ejemplo
para aumentar su estabilidad en almacenamiento. Por tanto, quedan abarcadas también todas las preparaciones de
una proteina descrita en el presente documento. Esto también es independiente de si en el caso de una determinada
preparacion se despliega o no realmente esta actividad enzimatica. De hecho, puede ser deseado que durante el
almacenamiento no posea ninguna actividad o solo una reducida, y que solo en el momento del uso despliegue su
funcion enzimatica. Esto se puede controlar por ejemplo a través de sustancias acompafantes correspondientes.

La presente invencion comprende las peroxidasas que se han descrito anteriormente y variantes y derivados de las
mismas, como tales y como componente de un agente, en particular de un agente de lavado y de limpieza, tal como
se ha definido anteriormente.

Otro objeto de la invencién es un acido nucleico que codifica una peroxidasa descrita en el presente documento, en
particular un acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 2, asi como un
vector que contiene un acido nucleico de este tipo, en particular un vector de clonacién o un vector de expresion.

En este caso se puede tratar de moléculas de ADN o ARN. Pueden estar presentes como cadena sencilla, como una

cadena sencilla complementaria a esta cadena sencilla o como doble cadena. En particular en el caso de moléculas
de ADN, las secuencias de ambas cadenas complementarias se tienen que tener en cuenta en cada caso en las tres
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posibles fases de lectura. Ademas se tiene que tener en cuenta que distintos codones, es decir, tripletes de bases,
pueden codificar los mismos aminoacidos, de tal manera que una determinada secuencia de aminoacidos se puede
codificar por varios acidos nucleicos diferentes. A causa de esta degeneracion del cddigo genético, en este objeto de
la invencién quedan incluidas todas las secuencias de acido nucleico que pueden codificar una de las peroxidasas
que se han descrito anteriormente. El experto estd en disposicién de determinar de forma inequivoca estas
secuencias de acido nucleico, ya que a pesar de la degeneracion del cédigo genético se pueden asignar a codones
individuales aminoacidos definidos. Por tanto, el experto en la materia, partiendo de una secuencia de aminoacidos
puede establecer sin problemas los acidos nucleicos que codifican esta secuencia de aminoacidos. Ademas, en los
acidos nucleicos descritos en el presente documento, uno o varios codones pueden estar sustituidos por codones
sindnimos. Este aspecto se refiere en particular a la expresion heteréloga de las enzimas descritas en el presente
documento. Asi, cada organismo, por ejemplo una célula hospedadora de una cepa de produccion, posee un
determinado uso de coddn. Por uso de coddn se entiende la traduccién del cddigo genético en aminoacidos por el
respectivo organismo. Pueden darse cuellos de botella en la biosintesis de proteinas, cuando los codones que se
encuentran en el acido nucleico en el organismo se encuentran frente a un nimero comparativamente reducido de
moléculas de ARNt cargadas. A pesar de que codifican el mismo aminoacido, esto conduce a que en el organismo
un coddn se traduzca con menor eficiencia que un codoén sinénimo que codifica el mismo aminoacido. A causa de la
presencia de una mayor cantidad de moléculas de ARNt para el coddn sinénimo, el mismo se puede traducir con
mayor eficiencia en el organismo. Por consiguiente, la presente invencion abarca asimismo aquellas secuencias de
nuclestidos que estan optimizadas para codén para la expresion en un determinado organismo hospedador. A este
respecto, la identidad de secuencia en comparacion con el original puede ser baja, pero permaneciendo idéntica la
proteina codificada.

Actualmente, para un experto en la materia es posible a través de métodos en general conocidos, tales como por
ejemplo la sintesis quimica o la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) junto con métodos convencionales de
biologia molecular y/o quimica de proteinas preparar, mediante secuencias conocidas de ADN y/o aminoacidos, los
correspondientes acidos nucleicos hasta genes completos.

Por vectores se entiende en el sentido de la presente invencion elementos compuestos por acidos nucleicos, que
contienen como regién de acido nucleico caracterizadora un acido nucleico descrito en el presente documento.
Pueden establecer el mismo en una especie o en una linea celular a lo largo de varias generaciones o divisiones
celulares como elemento genético estable. Los vectores son, en particular en el uso en bacterias, plasmidos
especiales, es decir, elementos genéticos circulares. En el marco de la presente invencion se clona un acido
nucleico descrito en el presente documento en un vector. A los vectores pertenecen por ejemplo aquellos cuyo
origen son plasmidos bacterianos, virus o bacteriéfagos, o vectores sobre todo sintéticos o plasmidos con elementos
del mas diverso origen. Con los elementos genéticos en cada caso presentes adicionales, los vectores se pueden
establecer en las respectivas células hospedadoras a lo largo de varias generaciones como unidades estables.
Pueden estar presentes de forma extracromosémica como unidades propias o integrarse en un cromosoma o en
ADN cromosdmico.

Los vectores de expresion comprenden secuencias de acido nucleico, que les capacitan para replicarse en las
células hospedadoras que los contienen, preferentemente microorganismos, de forma particularmente bacterias, y
expresar alli un acido nucleico contenido. La expresion se ve influida en particular por el o los promotores que
regulan la transcripcion. En principio, la expresiéon se puede realizar por el promotor natural localizado originalmente
delante del acido nucleico que se va a expresar, pero también por un promotor facilitado en el vector de expresion de
la célula hospedadora o también por un promotor modificado o uno completamente diferente de otro organismo o de
otra célula hospedadora. En el presente caso se pone a disposicion al menos un promotor para la expresion de un
acido nucleico descrito en el presente documento y se emplea para su expresion. Los vectores de expresion ademas
se pueden regular, por ejemplo mediante cambio de las condiciones de cultivo o al alcanzar una determinada
densidad celular de las células hospedadoras que contienen los mismos o mediante adicién de determinadas
sustancias, en particular activadores de la expresion génica. Un ejemplo de una sustancia de este tipo es el derivado
de galactosa isopropil-3-D-tiogalactopiranésido (IPTG), que se usa como activador del operdn lactosa (operdn lac)
bacteriano. A diferencia de los vectores de expresion, el acido nucleico contenido en vectores de clonacién no se
expresa.

Otro objeto de la invenciéon es una célula hospedadora no humana, que incluye un acido nucleico descrito en el
presente documento o un vector descrito en el presente documento, en particular una que secreta la peroxidasa al
medio que rodea a la célula hospedadora, siendo el acido nucleico heterdlogo con respecto a la célula hospedadora.

Preferentemente se introduce mediante transformacién un acido nucleico descrito en el presente documento o un
vector descrito en el presente documento en un microorganismo, que entonces representa una célula hospedadora.
El acido nucleico descrito en el presente documento es heterélogo con respecto al organismo hospedador, es decir,
no es una secuencia que se presente de forma natural en el organismo hospedador. Como alternativa se pueden
introducir también componentes individuales, es decir, partes o fragmentos de acido nucleico de un acido nucleico
descrito en el presente documento de tal modo en una célula hospedadora, que la célula hospedadora resultante
entonces contiene un acido nucleico descrito en el presente documento o un vector descrito en el presente
documento. Esta forma de proceder es particularmente adecuada cuando la célula hospedadora ya contiene uno o
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varios constituyentes de un acido nucleico descrito en el presente documento o de un vector descrito en el presente
documento y los otros constituyentes entonces se complementan entonces correspondientemente. Los
procedimientos para la transformacion de células estan establecidos en el estado de la técnica y se conocen
suficientemente por el experto en la materia. Como células hospedadoras en principio son adecuadas todas las
células, es decir, células procariotas o eucariotas. Se prefieren las células hospedadoras que genéticamente se
pueden manejar de forma ventajosa, en lo que respecta por ejemplo a la transformacién con el acido nucleico o el
vector y su establecimiento estable, por ejemplo hongos unicelulares o bacterias. Ademas, las células hospedadoras
preferentes se caracterizan por una buena capacidad de manejo microbioldgico y biotecnoldgico. Esto se refiere por
ejemplo a la facil capacidad de cultivo, elevadas tasas de crecimiento, reducidas exigencias a medios de
fermentaciéon y buenos indices de produccién y secrecion para proteinas extrafias. Las células hospedadoras
descritas en el presente documento preferentes secretan la proteina expresada (transgénica) al medio que rodea las
células hospedadoras. Ademas, las peroxidasas se pueden modificar por las células que las producen después de
su produccion, por ejemplo mediante el enlazado de moléculas de azucar, formilaciones, aminaciones, etc. Tales
modificaciones postraduccionales pueden influir funcionalmente en la peroxidasa.

Representan otras formas de realizacion preferentes aquellas células hospedadoras que, a causa de elementos de
regulacion genéticos, que se ponen a disposicion por ejemplo en el vector, pero que también pueden estar presentes
de antemano en estas células, se pueden regular en su actividad. Por ejemplo, mediante la adicion controlada de
compuestos quimicos, que sirven de activadores, mediante cambio de las condiciones de cultivo o al alcanzar una
determinada densidad celular, las mismas se pueden estimular para la expresion. Esto posibilita una produccion
rentable de las proteinas descritas en el presente documento. Un ejemplo de un compuesto de este tipo es IPTG, tal
como se ha descrito anteriormente.

Las células hospedadoras pueden ser células procariotas o bacterianas. Las bacterias se caracterizan por tiempos
de generacion cortos y reducidas exigencias a las condiciones de cultivo. Por ello se pueden establecer
procedimientos de cultivo o procedimientos de produccion econémicos. Ademas, el experto en la materia en el caso
de bacterias en la técnica de fermentacion dispone de una amplia experiencia. Para una produccion especial por los
mas diversos motivos, que en el caso particular se van a establecer experimentalmente, como fuentes de nutrientes,
velocidad de formacién de producto, necesidad de tiempo etc. pueden ser adecuadas bacterias Gram negativas o
Gram positivas.

En el caso de bacterias Gram negativas, tales como por ejemplo Escherichia coli, se secreta una pluralidad de
proteinas al espacio periplasmatico, es decir al compartimento entre las dos membranas que encierran las células.
Esto puede ser ventajoso para aplicaciones especiales. Ademas, también se pueden configurar bacterias Gram
negativas de tal modo que secreten las proteinas expresadas no solo al espacio periplasmatico, sino también al
medio que rodea a la bacteria. Las bacterias Gram positivas, tales como por ejemplo Bacilli o actinomicetos u otros
representantes de los Actinomycetales, no poseen frente a esto ninguna membrana externa, de tal manera que las
proteinas secretadas se ceden de inmediato al medio que rodea a las bacterias, por norma general el medio de
cultivo, del cual se pueden purificar las proteinas expresadas. Se pueden aislar directamente del medio o seguir
procesdndose. Ademas, las bacterias Gram positivas estan relacionadas con la mayoria de los organismos de origen
para enzimas técnicamente importantes o son idénticas a los mismos y forman la mayoria de las veces ellas mismas
enzimas comparables, de tal manera que disponen de un uso de codoén similar y su aparato de sintesis de proteinas
de forma natural esta dirigido de forma correspondiente.

Las células hospedadoras descritas en el presente documento pueden estar modificadas con respecto a sus
exigencias a las condiciones de cultivo, presentar otros marcadores de seleccion o marcadores de seleccién
adicionales o expresar también otras proteinas o proteinas adicionales. En particular, también se puede tratar de
aquellas células hospedadoras que expresan transgénicamente varias proteinas o enzimas.

La presente invencidon se puede aplicar en principio a todos los microorganismos, en particular a todos los
microorganismos fermentables, y conduce a que mediante el empleo de tales microorganismos se pueden preparar
las proteinas descritas en el presente documento. Tales microorganismos representan entonces células
hospedadoras en el sentido de la invencion.

En otra forma de realizacién de la invencion, la célula hospedadora esta caracterizada por que es una bacteria,
preferentemente una que esta seleccionada del grupo de los géneros de Escherichia, Klebsiella, Bacillus,
Staphylococcus, Corynebakterium, Arthrobacter, Streptomyces, Stenotrophomonas y Pseudomonas, mas
preferentemente uno que esta seleccionado del grupo de Escherichia coli, Klebsiella planticola, Bacillus
licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus alcalophilus, Bacillus globigii,
Bacillus gibsonii, Bacillus clausii, Bacillus halodurans, Bacillus pumilus, Staphylococcus carnosus, Corynebacterium
glutamicum, Arthrobacter oxidans, Streptomyces lividans, Streptomyces coelicolor y Stenotrophomonas maltophilia.

Pero la célula hospedadora también puede ser una célula eucariota que esta caracterizada por que posee un nucleo
celular. Por tanto, otro objeto de la invencion lo representa una célula hospedadora, que esta caracterizada por que
posee un nucleo celular. A diferencia de las células procariotas, las células eucariotas estan en disposicion de
modificar después de la traduccion la proteina formada. Son ejemplos de esto hongos tales como basidiomicetos,
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actinomicetos o levaduras tales como Saccharomyces, Pichia, Hansenula o Kluyveromyces. Esto puede ser
particularmente ventajoso por ejemplo cuando las proteinas han de experimentar en relacion con su sintesis
modificaciones especificas, que posibilitan tales sistemas. A las modificaciones que llevan a cabo los sistemas
eucariotas en particular en relacién con la sintesis de proteinas pertenecen, por ejemplo, la unién de compuestos de
bajo peso molecular, tales como anclajes de membrana y oligosacaridos. Tales modificaciones de oligosacaridos
pueden ser deseables por ejemplo para reducir la alergenicidad de una proteina expresada. También puede ser
ventajosa una coexpresion con las enzimas formadas de manera natural por tales células, tales como por ejemplo
celulasas o lipasas. Ademas, por ejemplo los sistemas de expresion fungicos termofilos pueden ser adecuados en
particular para la expresion de proteinas o variantes resistentes a temperatura. Se prefieren sistemas de expresion
fungicos en el marco de la invencion.

Las células hospedadoras se cultivan y fermentan de forma habitual, por ejemplo en sistemas discontinuos o
continuos. En el primer caso se inocula un medio de cultivo adecuado con las células hospedadoras y el producto se
recoge del medio después de un periodo de tiempo que se tiene que establecer experimentalmente. Las
fermentaciones continuas se caracterizan por la consecucion de un equilibro de flujo, en el que a lo largo de un
periodo de tiempo comparativamente largo las células en parte mueren, pero también se regeneran y al mismo
tiempo del medio se puede retirar la proteina formada.

Las células hospedadoras descritas en el presente documento se usan preferentemente para producir las
peroxidasas descritas en el presente documento. Por tanto, otro objeto de la invencién es un procedimiento para la
produccién de una peroxidasa que comprende

a) cultivo de una célula hospedadora descrita en el presente documento
b) aislamiento de la peroxidasa del medio de cultivo o de la célula hospedadora.

Este objeto de la invencién comprende preferentemente procedimientos de fermentacion. Los procedimientos de
fermentacion en si se conocen por el estado de la técnica y representan la etapa de produccion a gran escala en si,
por norma general seguido por un método de purificacion adecuado del producto producido, por ejemplo de la
peroxidasa descrita en el presente documento. Todos los procedimientos de fermentacién que se basan en un
procedimiento correspondiente para la produccidn de una peroxidasa descrita en el presente documento representan
formas de realizacién de este objeto de la invencion.

Se consideran en especial procedimientos de fermentacion que estan caracterizados por que la fermentacion se
lleva a cabo a través de una estrategia de alimentacion. En este caso se suministran los constituyentes de medio
que son consumidos por el cultivo continuo. Por ello se pueden conseguir considerables aumentos tanto en la
densidad celular como en la masa celular o la masa seca y/o en particular en la actividad de la peroxidasa de
interés. Ademas, también se puede disefar la fermentacién de tal manera que se retiren mediante filtracion los
productos metabdlicos indeseados o se neutralicen mediante adicién de tampon o en cada caso contraiones
adecuados.

La peroxidasa producida se puede recoger del medio de fermentacién. Un procedimiento de fermentaciéon de este
tipo se prefiere con respecto a un aislamiento de la peroxidasa de la célula hospedadora, es decir, un tratamiento de
producto de la masa celular (masa seca), sin embargo, requiere la facilitacion de células hospedadoras adecuadas o
de uno o varios marcadores 0 mecanismos de secrecion y/o sistemas de transporte adecuados, para que las células
hospedadoras secreten la peroxidasa al medio de fermentacion. Sin secrecidén se puede realizar como alternativa el
aislamiento de la peroxidasa de la célula hospedadora, es decir, una purificacién de la misma de la masa celular, por
ejemplo mediante precipitacion con sulfato de amonio o etanol, o mediante purificacién cromatografica.

Todos los hechos que se han indicado anteriormente se pueden combinar hasta dar procedimientos para producir
las peroxidasas descritas en el presente documento.

En los agentes descritos en el presente documento, en particular agentes de lavado y de limpieza, las enzimas que
se van a emplear pueden estar confeccionadas junto con sustancias acompafantes, por ejemplo de la fermentacion,
o con estabilizantes. En formulaciones liquidas, las enzimas se emplean preferentemente como formulaciéon o
formulaciones liquidas de enzimas.

Las peroxidasas se pueden proteger particularmente durante el almacenamiento frente a dafios, tales como por
ejemplo inactivacion, desnaturalizacién o descomposicidon por ejemplo debido a influencias fisicas, oxidaciéon o
escision proteolitica. Con la obtencién microbiana se prefiere en particular una inhibicion de la proteolisis. Los
agentes descritos pueden contener para este fin estabilizantes.

Por norma general, las peroxidasas con actividad de limpieza no se facilitan en forma de la proteina pura, sino mas
bien en forma de preparaciones estabilizadas aptas para el almacenamiento y transporte. A estas preparaciones
preconfeccionadas pertenecen por ejemplo las preparaciones soélidas obtenidas mediante granulacion, extrusion o
liofilizacion o en particular en caso de agentes liquidos o en forma de gel, soluciones de las enzimas,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 684 577 T3

ventajosamente lo mas concentradas posibles, pobres en agua y/o mezcladas con estabilizantes u otros
coadyuvantes.

Como alternativa, las enzimas pueden encapsularse tanto para la forma de presentacién sélida como para la liquida,
por ejemplo mediante secado por pulverizacion o extrusién de la solucidon enzimatica junto con un polimero
preferentemente natural o en forma de capsulas, por ejemplo, aquellas en las que las enzimas estan encerradas al
igual que en un gel solidificado, o en las del tipo nucleo-envuelta, en el que un nucleo que contiene enzima esta
revestido con una capa de proteccion impermeable a agua, aire y/o agentes quimicos. En capas superpuestas
pueden aplicarse adicionalmente otras sustancias activas, por ejemplo estabilizantes, emulsionantes, pigmentos,
sustancias blanqueadoras o colorantes. Las capsulas de este tipo se aplican segun métodos en si conocidos, por
ejemplo mediante granulacion por agitacién o rodillos o en procesos de lecho fluidizado. De manera ventajosa, los
granulados de este tipo, por ejemplo mediante la aplicacion de formadores de pelicula poliméricos, son pobres en
polvo y, debido al revestimiento, estables en el almacenamiento.

Ademas, es posible confeccionar dos o varias enzimas juntas, de modo que un Unico granulado presenta varias
actividades enziméticas.

Como puede verse a partir de las realizaciones anteriores, la proteina enzimatica forma solo una fraccién del peso
total de preparaciones enzimaticas habituales. Las preparaciones de peroxidasa empleadas preferentemente
contienen entre el 0,1 y el 40 % en peso, preferentemente entre el 0,2 y el 30 % en peso, de manera particularmente
preferente entre el 0,4 y el 20 % en peso y en particular entre el 0,8 y el 10 % en peso de la proteina enzimatica.

Los agentes descritos en el presente documento comprenden todos los tipos concebibles de agentes de lavado o de
limpieza, tanto concentrados como agentes que se deben aplicar sin diluir, que se emplean a escala comercial, en la
lavadora o en el lavado o la limpieza a mano. A esto pertenecen por ejemplo agentes de lavado para materiales
textiles, alfombras o fibras naturales, para los que se usa la denominacién agentes de lavado. A esto pertenecen por
ejemplo también agentes para el lavado de la vajilla para lavavajillas o agentes para lavado manual de la vaijilla o
detergentes para superficies duras, tales como metal, vidrio, porcelana, ceramica, baldosas, gres, superficies
barnizadas, plasticos, madera o cuero, para los que se usa la denominacion agentes de limpieza, es decir aparte de
agentes para el lavado manual y a maquina de la vajilla, por ejemplo también agentes para fregar, limpiacristales,
pastillas para WC, etc. A los agentes de lavado y de limpieza en el marco de la invencion pertenecen ademas
coadyuvantes de lavado, que se afiaden mediante dosificacion durante el lavado manual o a maquina de material
textil al agente de lavado en si para conseguir un efecto adicional. Ademas pertenecen a los agentes de lavado y de
limpieza en el marco de la invencion también agentes para el pretratamiento y tratamiento posterior de los materiales
textiles, es decir, aquellos agentes con los que la prenda de ropa se pone en contacto antes del lavado en si, por
ejemplo para la disolucion inicial de suciedades resistentes, y también aquellos agentes que en una etapa pospuesta
al lavado en si del material textil otorgan al material de lavado otras propiedades deseables, tales como tacto suave,
ausencia de arrugas o una reducida carga estatica. Entre los agentes mencionados en ultimo lugar se incluyen entre
otros los suavizantes.

Un agente descrito en el presente documento contiene la peroxidasa ventajosamente en una cantidad de 2 ug a
20 mg, preferentemente de 5 ug a 17,5 mg, de forma particularmente preferente de 20 uyg a 15 mg y de forma muy
particularmente preferente de 50 ug a 10 mg por g del agente. Ademas, la peroxidasa contenida en el agente, y/u
otros ingredientes del agente, pueden estar envueltos con una sustancia impermeable para la enzima a temperatura
ambiente o en ausencia de agua, que se hace permeable para la enzima en las condiciones de aplicacién del
agente. Una forma de realizacién de este tipo de la invencion esta caracterizada por tanto por que la peroxidasa esta
envuelta por una sustancia impermeable para la peroxidasa a temperatura ambiente o en ausencia de agua.
Ademas, también puede estar envasado el propio agente de lavado o de limpieza en un recipiente, preferentemente
un recipiente permeable a aire, del que se libera justo antes del uso o durante el proceso de lavado.

Estas formas de realizaciéon de la presente invencion comprenden todas las formas de presentacion soélidas, en
forma de polvo, liquidas, en forma de gel o pastosas de los agentes descritos en el presente documento, que se
pueden componer dado el caso también de varias fases y pueden estar presentes en forma tanto comprimida como
no comprimida. El agente puede estar presente como polvo fluido, en particular con una densidad aparente de
300 g/l a 1200 g/l, en particular de 500 g/l a 900 g/l o 600 g/l a 850 g/l. A las formas de presentacion soélidas del
agente pertenecen ademas extruidos, granulados, pastillas o bolsas. Como alternativa, el agente también puede ser
liquido, estar en forma de gel o ser pastoso, por ejemplo en forma de un agente para el lavado o lavavajillas liquido
Nno acuoso o una pasta no acuosa o en forma de un agente de lavado o lavavajillas acuoso o una pasta que contiene
agua. También se puede ofertar un agente liquido, en forma de gel o pastoso en una envoltura soluble a agua, que
se disuelve con la aplicaciéon del producto en agua, por ejemplo soldado en una lamina de poli(alcohol vinilico).
Ademas, el agente puede estar presente como sistema de un componente. Tales agentes se componen de una fase.

Como alternativa, un agente se puede componer también de varias fases. Un agente de este tipo esta dividido por
consiguiente en varios componentes.
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Los agentes de lavado o de limpieza descritos en el presente documento pueden contener, adicionalmente a la
peroxidasa descrita en el presente documento, también enzimas hidroliticas u otras enzimas en una concentracion
apropiada para la eficacia del agente. Las enzimas pueden estar presentes en forma de las formulaciones de enzima
que se han descrito anteriormente. Por tanto, otra forma de realizacion de la invencion la representan agentes que
comprenden ademas una o varias enzimas adicionales. Como otras enzimas se pueden emplear preferentemente
todas las enzimas que pueden desplegar en el agente descrito en el presente documento una actividad catalitica, en
particular una proteasa, amilasa, celulasa, hemicelulasa, mananasa, tanasa, xilanasa, xantanasa, xantanliasa,
xiloglucanasa, B-glucosidasa, pectinasa, pectatliasa, carragenasa, perhidrolasa, oxidasa, oxidorreductasa, cutinasa o
una lipasa, asi como sus mezclas. Otras enzimas estan contenidas en el agente ventajosamente en cada caso una
cantidad del 1 x 10% al 5 por ciento en peso con respecto a la proteina activa. Mas preferentemente, cada enzima
adicional esta contenida en una cantidad del 1 x 107-3 % en peso, del 0,00001-1 % en peso, del 0,00005-0,5 % en
peso, del 0,0001 a 0,1 % en peso y de forma particularmente preferente del 0,0001 al 0,05 % en peso en los agentes
descritos en el presente documento, con respecto a la proteina activa.

Los agentes de lavado o de limpieza descritos en el presente documento, que pueden estar presentes como sélidos
en forma de polvo, en forma de particulas compactadas posteriormente, como soluciones o suspensiones
homogéneas, pueden contener, aparte de una peroxidasa descrita en el presente documento, todos los ingredientes
conocidos y habituales en tales agentes, estando presente preferentemente al menos otro ingrediente en el agente.

Los agentes descritos en el presente documento pueden contener en particular tensioactivos, adyuvantes (soportes),
otros agentes de blanqueo o activadores de blanqueo. Ademéas pueden contener disolventes organicos miscibles
con agua, secuestrantes, electrolitos, reguladores de pH y/u otros coadyuvantes tales como blanqueadores 6pticos,
inhibidores del agrisado, reguladores de espuma asi como colorantes y fragancias asi como combinaciones de los
mismos. En distintas formas de realizacién de la invencion, los agentes descritos en el presente documento
contienen una fuente de peroxido de hidrégeno, por ejemplo un percarbonato, peroxido o perborato. El peroxido de
hidrogeno procedente de esta fuente puede aumentar adicionalmente la actividad catalitica de las peroxidasas
descritas en el presente documento. No obstante, se prefiere que las enzimas descritas en el presente documento
puedan causar incluso en ausencia de peréxido de hidrégeno una escision oxidativa de los carotenoides.

Estan desvelados ingredientes ventajosos de los agentes descritos en el presente documento en la solicitud de
patente internacional WO2009/121725, comenzando alli en la pagina 5, penultimo parrafo, y terminando en la pagina
13 después del segundo parrafo. Se hace referencia expresa a esta divulgacion y se incorpora ese contenido de
divulgacion en la presente solicitud de patente.

Otro objeto de la invencion es un procedimiento para la limpieza de materiales textiles o superficies duras, que esta
caracterizado por que en al menos una etapa del procedimiento se aplica un agente descrito en el presente
documento, o por que en al menos una etapa de procedimiento se hace cataliticamente activa una peroxidasa
descrita en el presente documento, en particular de tal modo que se emplea la peroxidasa en una cantidad de 40 ug
a 4 g, preferentemente de 50 pg a 3 g, de forma particularmente preferente de 100 ug a 2 g y de forma muy
particularmente preferente de 200 uga 1 g.

Aqui se incluyen procedimientos tanto manuales como a maquina, prefiriéndose los procedimientos a maquina. Los
procedimientos para la limpieza de materiales textiles en general se caracterizan por que en varias etapas del
procedimiento se aplican distintas sustancias con actividad de limpieza sobre el material de limpieza y se eliminan
mediante lavado después del tiempo de actuacion, o por que el material de limpieza se trata de otro modo con un
agente de lavado o una solucion o diluciéon de este agente. Lo correspondiente se aplica a procedimientos para la
limpieza de todos los demas materiales distintos de los materiales textiles, en particular de superficies duras. Se
pueden complementar todos los procedimientos concebibles de lavado o de limpieza en al menos una de las etapas
del procedimiento con la aplicacion de un agente de lavado o de limpieza descrito en el presente documento o una
peroxidasa descrita en el presente documento y representan entonces formas de realizacion de la presente
invencion. Todos los hechos, objetos y formas de realizacion que estan descritos para peroxidasas descritas en el
presente documento y agentes que contienen las mismas también se pueden aplicar a este objeto de la invencion.
Por tanto, en este punto se hace referencia expresa a la divulgacién en el punto correspondiente con el aviso de que
esta divulgacioén se aplica también a los procedimientos que se han descrito anteriormente.

También representan formas de realizacion de este objeto de la invencion procedimientos para el tratamiento de
materiales en bruto de materiales textiles o para el cuidado de materiales textiles en los que en al menos una etapa
del procedimiento se hace activa una peroxidasa descrita en el presente documento. Entre esto se prefieren
procedimientos para materiales en bruto de materiales textiles, fibras o materiales textiles con componentes
naturales y, de forma particularmente preferente, para aquellos con lana o seda.

Otro objeto de la invencién es el uso de un agente descrito en el presente documento para la limpieza de materiales
textiles o de superficies duras, o de una peroxidasa descrita en el presente documento para la limpieza de materiales
textiles o de superficies duras, en particular de tal modo que se emplea la peroxidasa en una cantidad de 40 ug a
4 g, preferentemente de 50 pug a 3 g, de forma particularmente preferente de 100 uyg a 2g y de forma muy
particularmente preferente de 200 uga 1 g.
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Una formulacién marco tipica para un agente para el lavado a maquina de la vajilla que se puede emplear
preferentemente, por ejemplo en forma de pastilla, comprende las siguientes sustancias:

tripolifosfato de Na 20-50 % en peso
carbonato de sodio 10-30 % en peso
percarbonato de sodio 5-18 % en peso
activador de blanqueo 0,5-5 % en peso
catalizador de blanqueo 0,01-1 % en peso
sulfopolimero 2,5-15 % en peso
policarboxilato 0,1-10 % en peso
tensioactivo no iénico 0,5-10 % en peso
fosfonato 0,5-5 % en peso
proteasas 0,1-5 % en peso
amilasa 0,1-5 % en peso,

refiriéndose la indicacion en % en peso en cada caso a la totalidad del agente. En lugar del o de una parte del
tripolifosfato, en la formulacion se puede emplear en particular también el 10-50 % en peso de citrato o MGDA o
GLDA o EDDS o mezclas de dos o tres de estas sustancias.

Todos los hechos, objetos y formas de realizaciéon que estan descritos para peroxidasas descritas en el presente
documento y agentes que contienen las mismas también se pueden aplicar a este objeto de la invencién. Por tanto,
en este punto se hace referencia expresa a la divulgacion en el punto correspondiente con el aviso de que esta
divulgacion se aplica también al uso que se ha descrito anteriormente.

Ejemplos

Todas las etapas de trabajo de biologia molecular siguen métodos convencionales. Las enzimas y los elementos
combinables (kits) se emplearon segun las indicaciones de los respectivos fabricantes.

Ejemplo 1: produccion, purificacién y medicion de actividad de una peroxidasa de B. adusta. Antes del uso se
esterilizaron (trataron en autoclave) todos los medios y objetos de laboratorio. Los cultivos madre de Bjerkandera
adusta se cultivaron en 2 | de medio SNL (30,0 g I" de glucosa monohidrato; 4,5 g I" de L-asparagina monohidrato;
1,59 1" de KH2PO4; 0,5 g I'" de MgSOy4; 3,0 g I'' de extracto de levadura; 1,0 mi I'* de solucién de oligoelementos que
contiene 0,005 g I" de CuSO4 x 5 H,0, 0,08 g I de FeCls x 6 H20, 0,09 g I de ZnSO4 x 7 H,0, 0,03 g I" de MnSO,
xHOy049g "de EDTA) con el 0,01 % de antiespumante a 24 °C, 1 I/min de oxigeno y 200 rpm.

200 ml de un cultivo previo de 7 dias de edad se homogeneizaron mediante un Ultra-Turrax y sirvieron para inocular
un cultivo principal. Diariamente se tomaron muestras del sobrenadante y se examinaron mediante el ensayo
descrito mas adelante con respecto a su actividad de degradacion de carotenoide. El sobrenadante se recogi6 en un
momento en el que se pudo detectar suficiente actividad y se purific6 mediante cromatografia de intercambio
anionico. Las fracciones activas se combinaron, se decolorearon parcialmente con carbén activado y se
concentraron mediante ultrafiltracion.

Ensayo de actividad fotométrico
Para la determinacion fotométrica de la actividad de degradaciéon de caroteno se usé un sobrenadante concentrado
10 veces. Dependiendo de la actividad y el carotenoide usado como sustrato se mezclaron 10-100 ul de la muestra y
agua/tampédn para dar 1,6 ml. La mezcla se calent6 a 30 °C y la reaccién se inici6 mediante la adicién del sustrato.
La reduccion de la extincion en el maximo de absorcion se midié a lo largo de 10 minutos y se calculd la actividad
enzimatica segun la siguiente formula:
A [mU/mI] = AE x 1,7 x 1000000 x F/ (¢ x 1,6)

AE = reduccion de la extincidon en el maximo de absorcién por minuto

&= coeficiente de extincion en | x mol” x cm™

F = factor de dilucién de la muestra

Se ensayaron los siguientes carotenoides como sustrato:
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Tabla 1:
carotenoide |méaximo de absorcién (nm) |coeficiente de extincion (I x mol™ x cm"1)
caroteno 460 87300
licopeno 483 114600
luteina 457 66900
capsantina 478 81900

Purificacién de la peroxidasa

Para la purificacion de la peroxidasa se us6 una columna de Q-Sepharose (GE Healthcare, 1 ml) y tampdn acetato
de sodio 20 mM pH 5 (sin y con cloruro sédico 1 M). Se mezclaron 10 ml de sobrenadante 1:1 con tampén de
elucion. La separacion se llevé a cabo con un caudal de 2 mi/min con un gradiente lineal (tampén de elucién + NaCl
1 M) para 15 ml. Se recogieron fracciones de 1 ml y se ensayaron mediante el ensayo que se ha descrito
anteriormente en cuanto a su actividad enzimatica.

Ejemplo 2: Blanqueo de un bafo de lavado a maquina de la vajilla

Como ejemplo de un bafio de lavado de agente de lavado a maquina de la vajilla (MGSM) cargado con carotenoide
se llevan 10 g de pulpa de tomate disponible en el mercado (concentrado 2 veces) con un lavavajillas disponible en
el mercado que contiene enzima de acuerdo con la Tabla 2 y agua desionizada a 200 ml. Se ajusta el pH después
de la disolucion antes del relleno definitivo a 200 ml con solucion de hidréxido de sodio a 9,18.

Tabla 2: composicion del agente para lavado a maquina de la vajilla

base
fosfato (% en peso) 35,9
carbonato de sodio (% en peso) 12,2
fosfonato (% en peso) 2.4
polimero que contiene grupos acido sulfénico (% en peso) 7,9
poliacrilato (% en peso) 4,6
tensioactivos no idnicos (% en peso) 6,1
percarbonato (% en peso) 14,6
TAED (% en peso) 2,3
catalizador de blanqueo (% en peso) 1,0
policarboxilato (% en peso) 1,5
silicato de sodio/policarboxilato (% en peso) 3,9
composicion de enzima (amilasa) (% en peso) 1,0
acetato de zinc (% en peso) 0,2
;Zsstg)s (perfume, colorantes, proteasa o mezcla de proteasas etc.) (% en hasta 100

Se ensayan dos preparaciones:

valor de enzima: 9 ml del bafio de lavado que se ha mencionado anteriormente con 1 ml de preparacion de
enzima del Ejemplo 1
Valor vacio: 9 ml del bafo de lavado que se ha mencionado anteriormente con 1 ml de agua desionizada.

Ambas preparaciones se giran cabeza abajo y de vuelta en tubos de polipropileno de 14 ml cerrados en una
mezcladora rotatoria que se encuentra bajo una campana calefactora atemperada a 50 °C en un ciclo aproximado de
cada segundo. Después de O h, 4 h, 21 h y 25 h se extrae en cada caso una muestra de 1 ml, se depura en una
centrifuga de mesa de sustancias de enturbiamiento y se usa el sobrenadante para la medicidn de la extinciéon con
respecto a aire a 500 nm.
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La diferencia del valor de enzima (la "diferencia de muestra") con respecto al valor vacio se determina para cada
punto de tiempo (los valores negativos reflejan una menor extincion del valor de enzima y, por lo tanto, una muestra
mas clara). El "blanqueo enzimatico" dependiente del tiempo se calcula por formacion de la diferencia de diferencia
de muestra del punto de tiempo x con respecto a la diferencia de muestra del valor inicial (0 h) (los blanqueos
enzimaticos negativos reflejan una disminuciéon de la extincion y, por tanto, un mayor blanqueo por la muestra de
enzima).

Tabla 3:
tiempo (h): 0o |4 21 25
blanqueo enzimatico 0 -0,114 |-0,315 |-0,387

Los resultados demuestran un blanqueo que aumenta con el tiempo del bafio de lavado por la enzima.
Ejemplo 3: miniensayo de lavado (agente de lavado liquido, tomate y zanahoria)

Un preparado enzimatico del sobrenadante de cultivo de B. adusta con una CDA (carotenoid degrading activity =
actividad de degradacion de carotenoide) de 25 U/l se preparo y se empled en el siguiente ensayo de lavado:

en una placa de microtitulacion de 48 pocillos se dispusieron en solitario suciedades troqueladas redondas (diametro
1 cm) (WfK 100 (algoddn con suciedad de zumo de zanahoria) y WfK 10SG (algoddn con suciedad de salsa de
carne de vaca y tomate).

Sobre cada disco se pipetearon 1000 pl de bafo de lavado preatemperado a 40 °C de un agente de lavado liquido
con la composicion indicada a continuacion (concentracion final en el ensayo 4,7 g/l, 16 °dH) y se afiadieron 20 ul de
la solucion de enzima que se iba a ensayar. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Como formacioén de base de agente de lavado sirvié un agente de lavado liquido con la siguiente composicién (todas
las indicaciones en porcentaje en peso):

el 0,3-0,5 % de xantana, el 0,2-0,4 % de agente antiespumante, el 6-7 % de glicerina, el 0,3-0,5 % de etanol, el 4-
7 % de FAEQOS (etersulfato de alcohol graso), el 24-28 % de tensioactivos no iénicos, el 1 % de acido bérico, el 1-
2 % de citrato de sodio (dihidrato), el 2-4 % de soda, el 14-16% de acidos grasos de coco, el 0,5 % de HEDP (acido
1-hidroxietan-1,1-difosfonico), el 0-0,4 % de PVP (polivinilpirrolidona), el 0-0,05 % de blanqueador optico, el 0-
0,001 % de colorante, resto agua desmineralizada.

Las placas se cerraron de forma impermeable a aire con la correspondiente tapa y se lavaron durante 1, 4 o 16
horas en oscuridad en un agitador de incubacién Titramax a 40 °C.

A continuacién se vertid el bafio de lavado a través de un tamiz, se enjuagé tres veces con agua corriente y tres
veces con agua desionizada, se aspiré cuidadosamente el agua residual mediante suaves toques con papel de
laboratorio y se seco a temperatura ambiente en oscuridad durante 24 o 48 horas. Después de la adhesion sobre
papel blanco se midieron con un colorimetro Minolta la luminosidad y el color en comparacion con un patrén blanco y
negro del aparato.

Para la valoracion del blanqueo se calculd la diferencia del valor de luminosidad L* en el sistema L*a*b* de la
muestra tratada con enzima con respecto a la muestra tratada del mismo modo, sin enzima (x=0) (valores medios de
los triplicados) para cada suciedad ("AL*"). En la siguiente tabla esta representado el blanqueo después de un
tratamiento de cuatro horas (los valores mayores indican un mayor blanqueo de la muestra):

Tabla 4:
tejidos AL*
WK 100 0,2
WK 10SG 4,8
Total 5,0

El tratamiento enzimatico causa un claro blanqueo con respecto al control sin enzima, que también es visible a
simple vista.

De forma complementaria en cuanto a la valoracion del cambio de la intensidad del color (decoloracién) para un
ensayo de lavado llevado a cabo de forma analoga adicional se calculé la adicion vectorial de los tres componentes

de color 4/ &AL™= -+ Ag™ -+ Ab™= calculado a partir de las diferencias de los valores de color AL* y de forma analoga
Aa* y Ab*, entre la preparacion de ensayo con y el control sin la enzima. Por esto se refleja el desplazamiento de
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color muy visible a simple vista de naranja-amarillo hasta la neutralidad de color mejor que solo por el blanqueo AL*
unicamente.

La siguiente tabla representa las aportaciones individuales por las dos suciedades examinadas a la suma de la
decoloracion calculada de este modo en este experimento (valores mayores significan una mejor decoloracion):

decoloracién |1 hora 4 horas
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Los resultados demuestran una decoloracidon ventajosa de las manchas por la enzima. El efecto aumenta con el

tiempo de lavado.
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Glu

Lys

Met

Arg

325

Ala

Ala
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Leu

Trp

Thr

Gln

230

Ser

Leu

Trp

Ala

Ile

310

Gly

Cys

Thr

Asn

Leu

Ile

215

Phe

Gly

Gln

Gln

Ala

295

Asp

Ser

Ala

Ser

Arg

Leu

200

Pro

Phe

Asn

Ser

Ser

280

Met

Cys

His

Ser

Val
360

Fhe

185

Ala

Gly

Val

Gln

Asp

265

Fhe

Gln

Ser

Leu

Thr

345

Ala

17

170

Ala

Ser

Ser

Glu

Gly

250

Ala

Val

Lys

Asp

Pro

330

Pro

Pro

Asp

His

Pro

Thr

235

Glu

Asp

Asn

Leu

val

315

Ala

Phe

val

Ala

Ser

Phe

220

Leu

val

Phe

Asn

Ser

300

Ile

Gly

Pro

Pro

Gly

Ile

205

Asp

Leu

Glu

Ala

Gln

285

Ile

Pro

Asn

Ser

Pro
365

Gly

130

Ala

Ser

Lys

Ser

Arg

270

Pro

Leu

val

Thr

Leu

350

Ser

175

Fhe

Ala

Thr

Gly

Pro

255

Asp

Arg

Gly

Pro

Leu

335

Thr

Thr

Ala

Pro

Thr

240

Leu

Ser

Met

His

Pro

320

Asp

Ala



atggccttca
gctgecgatca

tgttgtgett

tgcggegaag
ccaagecttg
ttcgacgaca
cagaagccct
gecegttggtg
gcagcgacgc
atcctcaatce
gectotcatt
gattctacte
ttgttcccag
cgtctccagt
ttcgtcaata
atcttgggee
agcacageqgg
gettgegect

gcoccctgtec

agcaactcgc

ccagacgtgt

tgttegeegt

aagtgcacga
ccgeecactgg
tcgagcecaa
tcgtggccaa
tgagcaactg
agcocgegec
getttgecga
ccattgetge
ccgaaatcett
gtacgagedg
cagatgccga
accagccecyg
acgatctcecac
tcegtyggate
ccacgcocatt

cgccttegta
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tgctgetett
ggcttgecca

ccgtgatgac

gtcacttega
caaattcgge
cttecacgee
gcacaacatg
ccctggtget
tgacgggctt
tgetggagge
cgetgaceac
cgacacacag
caaccagggc
cttcgcacgt
gatgcaagtt
tecagatgatt
geatcetgect
cecctegete

a

tccatcgece

gatggcgtga

atccaacaga

ctgaccttece
ggcggaggtyg
aacaacgygeyg
acggcagycyg
cctcaactga
gttccggage
ttecacaaceca
gtegacecga
ttetttgttg
gaagtcgagt
gactcgagga
ctgttcaagqg
gactgectcoeg

gogggeaaca

accgecgacce

18

ttgctcteec
acaccgcaac

acttgttega

acgatgctat
ccgacgggte
tegacgagat
actttattca
gecttettect
ccttcgacte
aagaagttgt
cgateectgg
agacgttgtt
ccccacttgce
ctgcttgcga
cggctatgca
acgtaatece

cactggacga

ctggtecgge

cttctcgeaa
caacgcagcce

cggcggcegag

tggcatatcet
tatcatgatc
tatcaacgeg
attcgcaggc
cgggcgcect
ggtcaccgac
ttggetectt
atcaccectte
gaagggcacyg
cggcgaaatt
gtggcagtct
gaagctgtct
tgtaccteeyg
cattgaacag

cacctetgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1101
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REIVINDICACIONES

1. Peroxidasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad con la secuencia de
aminoacidos indicada en la SEQ ID NO: 1 a lo largo de toda su longitud.

2. Acido nucleico que codifica una peroxidasa de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende preferentemente la
secuencia de nucledtidos indicada en la SEQ ID NO: 2.

3. Vector que contiene un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 2, en particular un vector de clonacion o un
vector de expresion.

4. Célula hospedadora no humana, en particular célula fungica, que contiene un acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 2 o un vector de acuerdo con la reivindicacion 3, en particular una que secreta la peroxidasa al medio
que rodea a la célula hospedadora, siendo el acido nucleico heterdlogo con respecto a la célula hospedadora.

5. Procedimiento para la produccién de una peroxidasa que comprende

a) cultivo de una célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 4
b) aislamiento de la peroxidasa del medio de cultivo o de la célula hospedadora.

6. Agente de lavado o de limpieza, caracterizado por que contiene al menos una peroxidasa que comprende una
secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de al menos el 70 %, al menos el 75 %, al
menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al
menos el 98 %, al menos el 98,5 % o al menos el 99 % con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO:
1 a lo largo de toda su longitud, poseyendo la peroxidasa actividad enzimatica para carotenoides.

7. Agente de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que

(i) la peroxidasa se puede obtener a partir de una peroxidasa con la secuencia de aminoacidos indicada en la
SEQ ID NO: 1 como molécula de partida mediante sustitucion de aminoacidos conservadora sencilla o multiple;
ylo

(i) la peroxidasa se puede obtener a partir de una peroxidasa con la secuencia de aminoacidos indicada en la
SEQ ID NO: 1 como molécula de partida mediante fragmentacion, mutagénesis de fusién-delecion, insercion o
sustitucion y comprende una secuencia de aminoacidos, que coincide a lo largo de una longitud de al menos
100, 150, 200, 250, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360 o 365 aminoacidos relacionados con la molécula de
partida.

8. Agente de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, caracterizado por que el agente

(i) es un agente de lavado o de limpieza liquido que contiene agua, en particular un detergente de lavado o
lavavaijillas; y/o

(ii) contiene adicionalmente una fuente de peroxido de hidrégeno, por ejemplo un percarbonato, peréxido o
perborato; y/o

(iii) contiene adicionalmente tensioactivos, adyuvantes (soportes), enzimas distintas de la peroxidasa, agentes de
blanqueo, activadores de blanqueo, disolventes organicos miscibles con agua, secuestrantes, electrolitos,
reguladores de pH y/u otros coadyuvantes, tales como blanqueadores opticos, inhibidores del agrisado,
reguladores de espuma asi como colorantes y fragancias asi como combinaciones de los mismos.

9. Forma de realizacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-8, caracterizada por que la peroxidasa en un
ensayo de actividad fotométrico presenta actividad detectable para carotenoides como sustrato.

10. Procedimiento para la limpieza de materiales textiles o superficies duras, caracterizado por que en al menos una
etapa del procedimiento se aplica un agente de acuerdo con una de las reivindicaciones 6-8.
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