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DESCRIPCION
Estabilizacion de perhidrolasas con excipientes
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de la sintesis enzimatica de peracidos y la catalisis de enzimas in situ. Al menos
un acido peroxicarboxilico se produce en suficientes concentraciones como para ser eficaz para la desinfeccion o
higienizacion de superficies, esterilizacion de instrumentos médicos, esterilizacion de equipos de procesamiento de
alimentos, y adecuado para usar en aplicaciones de productos textiles y cuidado de la ropa tales como blanqueo,
decoloracion, desodorizacion, desinfeccion o higienizacion.

Antecedentes de la invencion

Se ha descrito que las composiciones de peracidos son agentes antimicrobianos eficaces. Se han descrito métodos
para limpiar, desinfectar y/o higienizar superficies duras, productos de carne, tejidos de plantas vivas y dispositivos
médicos, contra el crecimiento microbiano indeseable (p. ej., patente de EE.UU. 6.545.047; patente de EE.UU.
6.183.807, patente de EE.UU. 6.518.307, patente de EE.UU. 5.683.724 y publicacion de solicitud de patente de
EE.UU. n° 2003/0026846). Se ha descrito que los peracidos son Utiles para preparar composiciones blanqueadoras
para aplicaciones de detergentes para ropa (patente de EE.UU. 3.974.082; patente de EE.UU. 5.296.161 y patente
de EE.UU. 5.364.554).

Los peracidos se pueden preparar por la reaccion quimica de un acido carboxilico y peréxido de hidrégeno (véase,
Organic Peroxides, Daniel Swern, ed., Vol. 1, pag. 313-516; Wiley Interscience, New York, 1971). La reaccioén
normalmente es catalizada por un acido inorganico fuerte, tal como acido sulfdrico concentrado. La reaccion de
peroxido de hidrégeno con un acido carboxilico es una reaccion de equilibrio, y la produccién de peracido se
favorece por el uso de un exceso de concentracion de peroxido y/o acido carboxilico, o por la eliminacién de agua.

Algunos desinfectantes o agentes blanqueantes basados en peracido estan compuestos de una mezcla en equilibrio
de peracido, perdxido de hidrégeno y el correspondiente acido carboxilico. Una desventaja de estos sistemas de
limpieza de peracidos comerciales es que el peracido a veces es inestable en disolucion a lo largo del tiempo. Una
forma de superar el problema de estabilidad es generar el peracido antes de usar combinando multiples
componentes de reaccion que son individualmente estables durante periodos de tiempos prolongados.
Preferiblemente, los componentes de reaccion individuales son faciles de almacenar, relativamente seguros de
manipular, y pueden producir rapidamente una concentracion eficaz de peracido tras la mezcla.

Se ha descrito recientemente que la familia CE-7 de carbohidrato esterasas tiene actividad de perhidrolasa. Se ha
demostrado que estas enzimas "perhidrolasas” son particularmente eficaces para producir peracidos a partir de una
variedad de sustratos ésteres de acidos carboxilico cuando se combinan con una fuente de peroxigeno (véase el
documento W02007/070609 y las publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. n° 2008/0176299 y 2008/176783
de DiCosimo et al.). Se ha demostrado que algunos miembros de la familia CE-7 de carbohidrato esterasas tiene
actividad perhidrolitica suficiente para producir 4000 - 5000 ppm de acido peracético a partir de ésteres de acetilo de
alcoholes, dioles y gliceroles en 1 minuto y hasta 9000 ppm entre 5 minutos y 30 minutos una vez que se han
mezclado los componentes de la reaccion (DiCosimo et al., publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n°
2009/0005590).

El sistema de generacion enzimatica de peracidos descrito por el documento U.S. 2009/0005590 de DiCosimo et al.,
se basa tipicamente en el uso de multiples componentes de reaccidon que permanecen separados hasta que se
necesita la disolucion de peracido. El uso de este planteamiento supera los problemas de inestabilidad del peracido
asociados con el almacenamiento de muchos desinfectantes y agentes blanqueantes basados en peracidos. Sin
embargo, siguen sin abordarse formulaciones especificas que proporcionen estabilidad a largo plazo de actividad de
perhidrolasa cuando se usan formulaciones multicomponentes que comprenden carbohidrato esterasas CE-7. Es de
particular preocupacion la estabilidad en el almacenamiento a largo plazo de una enzima CE-7 que tiene actividad
de perhidrdlisis cuando se almacena en un liquido o disolventes organico que tiene un log P (es decir, el logaritmo
del coeficiente de reparto de una sustancia entre octanol y agua, donde P es igual a [soluto]octanal/[SOlUtO]agua) Menor
de dos. Varios de los sustratos ésteres organicos descritos previamente por DiCosimo et al. tienen valores de log P
menores de dos.

Los liquidos o disolventes organicos pueden ser perjudiciales para la actividad de enzimas, bien cuando las enzimas
se suspenden directamente en liquidos o disolventes organicos, o bien cuando se usan liquidos o disolventes de una
sola fase organica/acuosa miscible. Dos publicaciones de la bibliografia que revisan los efectos de disolventes
organicos en la actividad y estructura de enzimas son: (a) C. Laane et al., Biotechnol. Bioeng. 30:81-87 (1987) y (b)
Cowan, D.A. y Plant, A., Biocatalysis in Organic Phase Systems., Ch. 7 en Biocatalysis at Extreme Temperatures,
Kelly, RW.W. y Adams, M., eds., Amer. Chem. Soc. Symposium Series, Oxford University Press, New York, NY,
pag. 86-107 (1992). Cowan y Plant, véase antes, indican (en la pagina 87) que la técnica en general reconoce que
hay poco valor o no hay valor en el uso de disolventes organicos que tienen un log P < 2 para estabilizar enzimas
intracelulares en un sistema de fase organica. Los disolventes organicos que tiene un log P entre dos y cuatro se
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pueden usar segun el caso dependiendo de la estabilidad de la enzima, y los que tienen un log P > 4 en general son
utiles en sistemas de fase organica.

Cowan y Plant, véase antes, indican ademas (en la pagina 91) que el efecto de la exposicién directa de una enzima
disuelta en un disolvente organico-acuoso de una sola fase depende de la concentracion de disolventes, las
interacciones de disolvente/grupos de superficie de la enzima, e interacciones de disolvente/cubierta de hidratacion
de la enzima. Debido a que el valor de log P del disolvente debe ser suficientemente bajo de modo que el disolvente
sea completamente miscible con la fase acuosa para producir una sola fase, un disolvente organico-acuoso de una
sola fase que contiene un disolvente organico de log P bajo normalmente tiene un efecto negativo en la estabilidad
enzimatica, excepto en aplicaciones de concentracion baja de disolvente organico. Se describe que la triacetina
tiene un log P de 0,25 (Y. M. Gunning, et al., J. Agric. Food Chem. 48:395-399 (2000)), similar al del etanol (log P
-0,26) e isopropanol (log P 0,15) (Cowan y Plant); por lo tanto se esperaria que el almacenamiento del polvo de
enzima en triacetina diera como resultado la pérdida inaceptable de actividad, asi como el uso de codisolventes
adicionales con log P < 2 (p. €j., ciclohexanona, log P = 0,94) (Cowan y Plant); 1,2-propanodiol, log P = -1,41
(Gunning, et al.); 1,3-propanodiol, log P = -1,3 (S-J. Kuo, et al., J. Am. Oil Chem. Soc. 73:1427-1433 (1996); éter
butilico del dietilenglicol, log P = 0,56 (N. Funasaki, et al., J. Phys. Chem. 88:5786-5790 (1984); trietilenglicol, log P =
-1,75 (L. Braeken, et al., ChemPhysChem 6:1606-1612 (2005)).

Por lo tanto, el problema que se tiene que resolver es formular un producto usando una mezcla de una enzima
generadora de peracido en un sustrato éster organico usado para la produccion de peracidos, donde la enzima
retiene actividad de perhidrolasa significativa, incluso cuando se almacena en una mezcla con el sustrato éster de
acido carboxilico.

Resumen de la invencion

El problema expuesto se ha resuelto por el descubrimiento de un procedimiento para el secado por atomizacion de
una formulacioén acuosa que comprende al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y
que tiene actividad de perhidrdlisis, en donde la formulacién comprende ademas un excipiente oligosacarido que
estabiliza la actividad de perhidrolasa cuando la formulacion secada por atomizacién (un polvo de enzima) se
combina con un sustrato éster de acido carboxilico usando para la produccién de peracidos.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para estabilizar la actividad de perhidrélisis de una enzima cuando
esta presente en una formulacion compuesta de dicha enzima y un éster de acido carboxilico, comprendiendo el
procedimiento:

(a) proporcionar una formulaciéon acuosa que comprende:

(i) al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y que tiene actividad de perhidrolisis
y un motivo identificativo que comprende:

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoacidos 118-120
(i) un motivo GXSQG en los restos de aminoacidos 179-183; y
(iii) un motivo HE en los restos de aminoacidos 298-299

cuando se alinea con la secuencia de referencia de SEQ ID NO: 1 usando un método de alineamiento de
CLUSTAL W;

(i) al menos un excipiente oligosacarido que tiene un peso molecular medio numérico de al menos
aproximadamente 1250 y un peso molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 9000; y

(iii) opcionalmente al menos un tensioactivo;

(b) secar por atomizacion la formulacion acuosa de (a) para producir un polvo de enzima que comprende la al menos
una enzima de (i) y el al menos un excipiente oligosacarido de (ii); y

(c) combinar el polvo de enzima secado por atomizacion de (b) con un éster de acido carboxilico para producir dicha
formulaciéon, que comprende menos de 2000 ppm de agua, y que retiene sustancialmente la actividad de
perhidrélisis de al menos una enzima en dicha formulacion.

Otro aspecto es para una formulacién que comprende:
(1) una formulacién secada por atomizaciéon que comprende:

a) al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y que tiene actividad de perhidrolisis
y un motivo identificativo que comprende:

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoacidos 118-120
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(i) un motivo GXSQG en los restos de aminoacidos 179-183; y
(iii) un motivo HE en los restos de aminoacidos 298-299

cuando se alinea con la secuencia de referencia de SEQ ID NO: 1 usando un método de alineamiento de
CLUSTAL W;

b) al menos un excipiente oligosacarido que tiene un peso molecular medio numérico de al menos
aproximadamente 1250 y un peso molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 9000; y

c) opcionalmente al menos un tensioactivo; combinado con
(2) un éster de acido carboxilico;

en donde dicha formulacion comprende menos de 2000 ppm de agua, y en donde dicho al menos un excipiente
oligosacarido estabiliza la actividad de perhidrolisis de dicha al menos una enzima en dicha formulacion.

El éster de acido carboxilico se puede seleccionar del grupo que consiste en monoacetina, diacetina, triacetina,
monopropionina, dipropionina, tripropionina, monobutirina, dibutirina, tributirina, y sus mezclas.

Un aspecto adicional es para un procedimiento de produccion de una formulacién desinfectante o para el cuidado de
la ropa que comprende el procedimiento definido antes, que comprende ademas la etapa combinar la formulacién en
la etapa (c) anterior con una disolucién acuosa que comprende una fuente de peroxigeno.

Otro aspecto es para un procedimiento para producir un acido peroxicarboxilico a partir de un éster de acido
carboxilico, que comprende

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reaccion, comprendiendo dichos componentes:
(1) una formulacion descrita antes; y
(2) una fuente de peroxigeno; y

(b) combinar dichos componentes de reaccion en condiciones de reaccidon acuosas adecuadas de modo que se
produce un acido peroxicarboxilico.

Un aspecto adicional es para un procedimiento para desinfectar una superficie dura u objeto inanimado, que
comprende:

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reaccion, comprendiendo dichos componentes:
(1) una formulacion descrita antes; y
(2) una fuente de peroxigeno;

(b) combinar dichos componentes de reaccion en condiciones de reaccidon acuosas adecuadas de modo que se
produce un acido peroxicarboxilico; y

(c) diluir dicho producto de acido peroxicarboxilico y poner en contacto dicha superficie dura u objeto inanimado con
el acido peroxicarboxilico diluido; o

(d) poner en contacto dicha superficie dura u objeto inanimado con el acido peroxicarboxilico producido en la etapa

(b).

Un aspecto adicional es para un procedimiento para decolorar, desodorizar, higienizar, desinfectar, blanquear o una
de sus combinaciones, un articulo de ropa o producto textil, que comprende:

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reaccién, comprendiendo dichos componentes:
(1) una formulacion descrita antes; y
(2) una fuente de peroxigeno;

(b) combinar dichos componentes de reaccion en condiciones de reaccién acuosas adecuadas de modo que se
produce un acido peroxicarboxilico;

(c) diluir dicho producto de acido peroxicarboxilico y poner en contacto dicho articulo de ropa o producto textil con el
acido peroxicarboxilico diluido; o

(d) poner en contacto dicho articulo de ropa o producto textil con el acido peroxicarboxilico producido en la etapa (b).
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Breve descripcion de las secuencias biologicas

Las siguientes secuencias cumplen con la norma 37 C.F.R. §§ 1.821-1.825 ("Requirements for Patent Applications
Containing Nucleotide Sequences and/or Amino Acid Sequence Disclosures - the Sequence Rules") y estan de
acuerdo con el estandar de la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) ST.25 (1998) y los requisitos
de las listas de secuencias del Convenio sobre la Patente Europea (EPC) y las normas del Tratado de Cooperacion
en materia de patentes (PCT) 5.2 y 49.5(a-bis), y Seccion 208 y Anexo C de las Instrucciones Administrativas. Los
simbolos y el formato usados para los datos de secuencias de nucleétidos y aminoacidos cumplen con las normas
expuestas en 37 C.F.R. § 1.822.

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de Bacillus subtilis
ATCC® 31954™,

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de B. subtilis ATCC®
6633™,

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de B. licheniformis
ATCC® 14580™

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de B. pumilus PS213.

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de Clostridium thermocellum
ATCC® 27405™,

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermotoga neapolitana.
SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermotoga maritima MSB8.

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermoanaerobacterium sp.
JW/SL YS485.

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de Bacillus sp. NRRL
B-14911. Debe indicarse que la secuencia de acido nucleico que codifica la cefalosporina C desacetilasa de Bacillus
sp. NRRL B-14911 como se da en GENBANK® con numero de acceso ZP_01168674 parece codificar una adicion
N-terminal de 15 aminoacidos que es probable que sea incorrecta basado en los alineamientos de secuencias con
otras cefalosporina C desacetilasas y en una comparacioén de la longitud dada (340 aminoacidos) frente a la longitud
observada de otras enzimas CAH (tipicamente de 318-325 aminoacidos de longitud; véase la solicitud de patente de
EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitacion junto con la presente, nimero de expediente del apoderado
CL4205 US NA titulada "ENZYMATIC PERACID PRODUCTION USING A COSOLVENT") . Como tal, la secuencia
de aminoacidos deducida descrita en la presente memoria para la secuencia de la cefalosporina C desacetilasa de
Bacillus sp. NRRL B-14911 no incluye los 15 aminoacidos N-terminales como se describen en el nimero de acceso
de GENBANK® ZP_01168674.

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de Bacillus
halodurans C-125.

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de Bacillus clausii
KSM-K16.

SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa (CAH) de Bacillus
subtilis ATCC® 29233 ™.

SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoacidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de
Thermoanearobacterium saccharolyticum.

SEQ ID NO: 14 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermotoga lettingae.
SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermotoga petrophila.

SEQ ID NO: 16 es la secuencia de aminoacidos deducida de una primera acetil xilan esterasa de Thermotoga sp.
RQ2 descrita en la presente memoria como "RQ2(a)".

SEQ ID NO: 17 es la secuencia de aminoacidos deducida de una segunda acetil xilan esterasa de Thermotoga sp.
RQ2 descrita en la presente memoria como "RQ2(b)".

SEQ ID NO: 18 es la secuencia de aminoacidos de la regidon que abarca los restos de aminoacidos 118 a 299 de la
SEQ ID NO: 1.
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SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoacidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga
neapolitana de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitacion junto con la presente,
numero de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posicién 277 es Ala, Val, Ser o Thr.

SEQ ID NO: 20 es la secuencia de aminoacidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga
maritima MSB8 de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitacion junto con la
presente, nUmero de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posicién 277 es Ala, Val,
Sero Thr.

SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoacidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga
lettingae de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitacion junto con la presente,
numero de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posicién 277 es Ala, Val, Ser o Thr.

SEQ ID NO: 22 es la secuencia de aminoacidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga
petrophila de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitacion junto con la presente,
numero de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posicion 277 es Ala, Val, Ser o Thr.

SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoacidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga sp.
RQ2, derivada de "RQ2(a)" de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitacion junto
con la presente, nimero de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posicion 277 es Ala,
Val, Ser o Thr.

SEQ ID NO: 24 es la secuencia de aminoacidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga sp.
RQ2, derivada de "RQ2(b)" de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitacion junto
con la presente, nUmero de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posicion 278 es Ala,
Val, Ser o Thr.

SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermoanaerobacterium
sp. JW/SL YS485.

SEQ ID NO: 26 es la regién codificante de un gen de resistencia a la kanamicina (kan) de Streptomyces
kanamyceticus.

SEQ ID NO: 27 es el plasmido pKD13, que contiene el gen de resistencia a la kanamicina.
SEQ ID NO: 28 es un cebador directo usado para clonar katG a partir del plasmido pKD13.
SEQ ID NO: 29 es un cebador inverso usado para clonar katG a partir del plasmido pKD13.

SEQ ID NO: 30 es el producto de la PCR de la amplificacion de katG a partir del plasmido pKD13 usando los
cebadores de SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29.

SEQ ID NO: 31 es la region codificante del gen de la catalasa-peroxidasa (katG).

SEQ ID NO: 32 es la secuencia de aminoacidos deducida de katG.

SEQ ID NO: 33 es el plasmido pKD46, que contiene los genes de recombinasa A-Red.

SEQ ID NO: 34 es un cebador directo usado para confirmar la alteracion de katG.

SEQ ID NO: 35 es un cebador inverso usado para confirmar la alteracion de katG.

SEQ ID NO: 36 es el plasmido pCP20 sensible a la temperatura, que contiene la recombinasa FLP.
SEQ ID NO: 37 es un cebador directo usado para clonar katE a partir del plasmido pKD13.

SEQ ID NO: 38 es un cebador inverso usado para clonar katE a partir del plasmido pKD13.

SEQ ID NO: 39 es el producto de la PCR de la amplificacion de katG a partir del plasmido pKD13 usando los
cebadores de SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38.

SEQ ID NO: 40 es la region codificante del gen de la catalasa HPII (katE).
SEQ ID NO: 41 es la secuencia de aminoacidos deducida de katE.
SEQ ID NO: 42 es un cebador directo usado para confirmar la alteracién de katE.

SEQ ID NO: 43 es un cebador inverso usado para confirmar la alteracion de katE.
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SEQ ID NO:44 es una region codificante de un gen que codifica la acetil xilan esterasa de Thermotoga neapolitana
como se da en GENBANK® (n° de acceso AE000512).

SEQ ID NO: 45 es un cebador directo usado para amplificar el gen de la acetil xilan esterasa de Thermotoga
neapolitana.

SEQ ID NO: 46 es un cebador inverso usado para amplificar el gen de la acetil xilan esterasa de Thermotoga
neapolitana.

SEQ ID NO: 47 es el producto de la PCR de la amplificacion de la acetil xilan esterasa usando los cebadores de
SEQ ID NO: 45y SEQ ID NO: 46.

SEQ ID NO: 48 es un gen que codifica la acetil xilan esterasa de Thermotoga maritima MSB8 como se da en
GENBANK® (n° de acceso NP_227893.1).

SEQ ID NO: 49 es un cebador directo usado para amplificar el gen de la acetil xilan esterasa de Thermotoga
maritima.

SEQ ID NO: 50 es un cebador inverso usado para amplificar el gen de la acetil xilan esterasa de Thermotoga
maritima.

SEQ ID NO: 51 es el producto de la PCR de la amplificacion de la acetil xilan esterasa usando los cebadores de
SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50.

Descripcion detallada de la invencién

Se describen en la presente memoria polvos de enzimas que comprenden una formulacién secada por atomizacion
de al menos una carbohidrato esterasa CE-7 que tiene actividad de perhidrélisis, al menos un excipiente
oligosacarido y opcionalmente al menos un tensioactivo. También se describe en la presente memoria un
procedimiento para producir acidos peroxicarboxilicos a partir de ésteres de acidos carboxilicos usando los polvos
de enzimas mencionados antes. Ademas, se describen formulaciones desinfectantes que comprenden los peracidos
producidos por los procedimientos descritos en la presente memoria.

En esta descripcion, se usa una serie de términos y abreviaturas. Se aplican las siguientes definiciones salvo que se
exponga especificamente otra cosa.

Como se usa en la presente memoria, los articulos "un", "una" y "el", "la" que preceden un elemento o componente
de la invencién se pretende que no sean restrictivos en relacion con el numero de casos (es decir, apariciones) del
elemento o componente. Por lo tanto, "un”, "una" y "el", "la" deben leerse como que incluyen uno o al menos uno, y
la forma singular del elemento o componente también incluyen el plural salvo que el niUmero indique claramente que

es singular.

Como se usa en la presente memoria, el término "comprende” significa la presencia de las caracteristicas, niumeros
enteros, etapas o componentes expuestos como se cita en las reivindicaciones, pero que no excluye la presencia o
adicién de una o mas de otras caracteristicas, nimeros enteros, etapas, componentes o grupos de los mismos. El
término "comprende" se pretende que incluya las realizaciones abarcadas por las expresiones "consiste
esencialmente en" y "consiste en". De forma similar, la expresion "consiste esencialmente en" se pretende que
incluya realizaciones abarcadas por el término "consiste en".

Como se usa en la presente memoria, el término "aproximadamente" modificando la cantidad de un ingrediente o
reaccionante usado se refiere a la variacion en la cantidad numérica que se puede producir, por ejemplo, por los
procedimientos tipicos de medicion y manipulacion de liquidos usados para hacer concentrados o usar disoluciones
en el mundo real; por error accidental en estos procedimientos; por diferencias en la fabricacion, fuente o pureza de
los ingredientes usados para hacer las composiciones o llevar a cabo los métodos. El término "aproximadamente"
también abarca cantidades que difieren debido a las diferentes condiciones de equilibrio para una composicién que
resulta de una mezcla inicial particular. Estén o no modificadas por el término "aproximadamente", las
reivindicaciones incluyen equivalentes a las cantidades.

Cuando estan presentes, todos los intervalos son inclusivos y combinables. Por ejemplo, cuando se cita un intervalo
de "1 a 5", se debe considerar que el intervalo citado incluye intervalos de "1 a 4", "1 a 3", "1-2", "1-2 y 4-5", "1-3 y 5".

Como se usa en la presente memoria, los términos y expresiones "sustrato", "sustrato adecuado" y "sustrato de éster
de acido carboxilico" se refieren de forma indistinta especificamente a:

(a) uno o mas ésteres que tienen la estructura
[XImRs

en donde



10

15

20

25

30

35

40

ES 2735230 T3

X es un grupo éster de féormula RgC(O)O0;

Re es un resto hidrocarbilo lineal, ramificado o ciclico, C1 a C7, opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo o
grupo alcoxi C1 a C4, en donde Rs opcionalmente comprende uno o mas enlaces éter donde Rg es de C2 a C7;

Rs es un resto hidrocarbilo lineal, ramificado o ciclico, C1 a C6, opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo, en
donde cada atomo de carbono en Rs comprende individualmente no mas de un grupo hidroxilo o no mas de un
grupo éster y en donde Rs opcionalmente comprende uno o mas enlaces éter;

m es de 1 al nimero de atomos de carbono en Rs,
teniendo dichos uno o mas ésteres una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25°C; o

(b) uno o mas glicéridos que tienen la estructura

|C|)
C

R O——CH,——CH——CH,——OR,

ORs

en donde R es un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C7, opcionalmente sustituido con un hidroxilo o
un grupo alcoxi C1 a C4 y Rz y R4 son individualmente H o R1C(O); o

(c) uno o mas ésteres de formula

)

Ri——C——O0—R,

en donde R es un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C7, opcionalmente sustituido con un hidroxilo o
un grupo alcoxi C1 a C4 y R; es un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C10, alquenilo, alquinilo, arilo,
alquilarilo, alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH2CH-0), o (CH2,CH(CH3)-O)sHy nes de 1a 10; o

(d) uno o mas monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados o polisacaridos acetilados; o
(e) cualquier combinacion de (a) a (d).

Los ejemplos de dicho sustrato éster de acido carboxilico pueden incluir monoacetina; triacetina; monopropionina;
dipropionina; tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina; pentaacetato de glucosa; tetraacetato de xilosa; xilano
acetilado; fragmentos de xilano acetilado; B-D-ribofuranosa-1,2,3,5-tetraacetato; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-
acetilglucal; diacetato de propilenglicol; diacetato de etilenglicol; monoésteres o diésteres de 1,2-etanodiol; 1,2-
propanodiol; 1,3-propanodiol; 1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol; 2,3-butanodiol; 1,4-butanodiol; 1,2-pentanodiol; 2,5-
pentanodiol; 1,6-pentanodiol, 1,2-hexanodiol; 2,5-hexanodiol; 1,6-hexanodiol o cualquier combinaciéon de los
mismos.

Como se usa en la presente memoria, el término "peracido" es sindnimo de peroxiacido, acido peroxicarboxilico,
acido peroxi, acido percarboxilico y acido peroxoico.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "acido peracético” se abrevia "PAA" y es sindnimo de acido
peroxiacético, acido etanoperoxoico y todos los demas sinénimos del nimero de registro CAS 79-21-0.

Como se usa en la presente memoria, el término "monoacetina” es sinénimo de monoacetato de glicerol,
monoacetato de glicerina y monoacetato de glicerilo.

Como se usa en la presente memoria, el término "diacetina" es sinénimo de diacetato de glicerol; diacetato de
glicerina, diacetato de glicerilo y todos los demas sinénimos de numero de registro CAS 25395-31-7.

Como se usa en la presente memoria, el término "triacetina" es sindénimo de triacetato de glicerina; triacetato de
glicerol; triacetato de glicerilo, 1,2,3-triacetoxipropano; triacetato de 1,2,3-propanetriol y todos los demas sinénimos
de numero de registro CAS 102-76-1.

Como se usa en la presente memoria, el término "monobutirina" es sinénimo de monobutirato de glicerol,
monobutirato de glicerina y monobutirato de glicerilo.

Como se usa en la presente memoria, el término "dibutirina" es sindnimo de dibutirato de glicerol y dibutirato de
glicerilo.
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Como se usa en la presente memoria, el término "tributirina" es sinénimo de ftributirato de glicerol, 1,2,3-
tributirilglicerol, y todos los demas sinénimos de nimero de registro CAS 60-01-5.

Como se usa en la presente memoria, el término "monopropionina” es sinénimo de monopropionato de glicerol,
monopropionato de glicerina y monopropionato de glicerilo.

Como se usa en la presente memoria, el término "dipropionina" es sinénimo de dipropionato de glicerol y
dipropionato de glicerilo.

Como se usa en la presente memoria, el término "tripropionina" es sindénimo de tripropionato de glicerilo,
tripropionato de glicerol, 1,2,3-tripropionilglicerol, y todos los demas sinénimos de numero de registro CAS 139-45-7.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "acetato de etilo" es sindnima de éter acético, acetoxietano,
etanoato de etilo, éster etilico del acido acético, éster etilico del acido etanoico, éster etilico acético y todos los
demas sinénimos de numero de registro CAS 141-78-6.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "lactato de etilo" es sindnima de éster etilico del acido lactico y
todos los demas sindnimos de ndmero de registro CAS 97-64-3.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "azucar acetilado" y "sacarido acetilato" se refieren a mono, di
y polisacaridos que comprenden al menos un grupo acetilo. Los ejemplos incluyen pentaacetato de glucosa,
tetraacetato de xilosa, xilano acetilado, fragmentos de xilano acetilado, B-D-ribofuranosa-1,2,3,5-tetraacetato, tri-O-
acetil-D-galactal y tri-O-acetil-glucal

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "hidrocarbilo”, "grupo hidrocarbilo" y "resto hidrocarbilo"
significan una disposicion de cadena lineal, ramificada o ciclica de atomos de carbono conectados por enlaces
carbono-carbono sencillos, dobles o triples y/o por uniones éter, y sustituidos en consecuencia con atomos de
hidrégeno. Dichos grupos hidrocarbilo pueden ser alifaticos y/o aromaticos. Los ejemplos de grupos hidrocarbilo
incluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, t-butilo, ciclopropilo, ciclobutilo, pentilo, ciclopentilo,
metilciclopentilo, hexilo, ciclohexilo, bencilo y fenilo. En una realizaciéon preferida, el resto hidrocarbilo es una
disposicion de cadena lineal, ramificada o ciclica de atomos de carbono conectados por enlaces carbono-carbono
sencillos y/o por uniones éter, y sustituidos en consecuencia con atomos de hidrégeno.

Como se usa en la presente memoria, los términos "monoésteres" y "diésteres" de 1,2-etanodiol; 1,2-propanodiol;
1,3-propanodiol; 1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol; 2,3-butanodiol; 1,4-butanodiol; 1,2-pentanodiol; 2,5-pentanodiol; 1,6-
pentanodiol; 1,2-hexanodiol; 2,5-hexanodiol; 1,6-hexanodiol; y sus mezclas, se refiere a dichos compuestos que
comprenden al menos un grupo éster de formula RC(O)O, en donde R es un resto hidrocarbilo lineal C1 a C7. En
una realizacion, el sustrato de éster de acido carboxilico se selecciona del grupo que consiste en diacetato de
propilenglicol (PGDA), diacetato de etilenglicol (EDGA), y sus mezclas.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "diacetato de propilenglicol" es sindénima de 1,2-
diacetoxipropano, diacetato de propileno, diacetato de 1,2-propanodiol, y todos los demas sinénimos de nimero de
registro CAS 623-84-7.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "diacetato de etilenglicol" es sindnima de 1,2-diacetoxietano,
diacetato de etileno, diacetato de glicol, y todos los demas sinénimos de nimero de registro CAS 111-55-7.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "mezcla de reacciéon enzimatica adecuada”, "componentes
adecuados para la generacion in situ de un peracido", "componentes de reaccion adecuados" y "mezcla de reaccion
acuosa adecuada" se refiere a los materiales y agua en los que los reaccionantes y el catalizador enzimatico se
ponen en contacto. Se proporcionan en la presente memoria los componentes de la mezcla de reacciéon acuosa
adecuados y los expertos en la técnica apreciaran la variedad de variaciones de componentes adecuados para este
procedimiento. La mezcla de reaccion enzimatica adecuada puede producir peracido in situ tras la combinacion de
los componentes de reaccion. Como tal, los componentes de reacciéon se pueden proporcionar como un sistema
multicomponentes en donde uno o mas de los componentes de reaccidon permanecen separados hasta su uso. Los
componentes de la reaccidon se pueden combinar primero para formar una disolucién acuosa de peracido que
posteriormente se pone en contacto con la superficie que se va a desinfectar y/o blanquear. El disefio de sistemas y
medios para separar y combinar multiples componentes activos es conocido en la técnica y en general dependera
de la forma fisica de los componentes de reaccion individuales. Por ejemplo, los sistemas de fluidos activos multiples
(liquido-liquido) tipicamente usan botellas dispensadoras de multiples camaras o sistemas de dos fases (p. €j.,
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N° 2005/0139608; patente de EE.UU. 5.398.846; patente de EE.UU.
5.624.634; patente de EE.UU. 6.391.840; patente E.P. 0807156B1; publicacién de solicitud de patente de EE.UU. N°
2005/0008526; y publicacion PCT N° WO 00/61713) tal como se encuentra en algunas aplicaciones blanqueadoras
en donde el agente blanqueador deseado se produce tras la mezcla de los fluidos reactivos. Otras formas de
sistemas multicomponentes usados para generar peracido pueden incluir los disefiados para uno o mas
componentes soélidos o combinaciones de componentes sélido-liquido, tales como polvos (p. €j., patente de EE.UU.
5.116.575), comprimidos multicapas (p. €j., patente de EE.UU. 6.210.639), paquetes que se pueden disolver en
agua que tienen multiples componentes (p. €j., patente de EE.UU. 6.995.125) y aglomerados sélidos que reaccionan
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tras la adiciéon de agua (p. €j., patente de EE.UU. 6.319.888). Una formulacion multicomponentes se puede
proporcionar como dos componentes individuales de modo que se genera una disolucién acuosa que comprende un
acido peroxicarboxilico tras combinar los dos componentes. Por lo tanto, también se describe en la presente
memoria una formulacién multicomponente que comprende:

a) un primer componente que comprende:
i) un polvo de enzima como se describe en la presente memoria; y

ii) un éster de acido carboxilico, comprendiendo opcionalmente dicho primer componente un ingrediente adicional
seleccionado del grupo que consiste en un tampon inorganico u organico, un inhibidor de la corrosion, un agente
humectante, y sus combinaciones; y

b) un segundo componente que comprende una fuente de peroxigeno y agua, comprendiendo opcionalmente dicho
segundo componente un estabilizante de perdxido de hidrégeno.

El éster de acido carboxilico en el primer componente se puede seleccionar del grupo que consiste en monoacetina,
diacetina, triacetina y sus combinaciones. El éster de acido carboxilico en el primer componente puede ser un
sacarido acetilado. El catalizador enzimatico en el primer componente puede ser un sélido en particulas. El primer
componente de reaccién puede ser un comprimido sélido o polvo.

Como se usa en la presente memoria, el término "perhidrélisis" se define como la reaccién de un sustrato
seleccionado con peroxido para formar un peracido. Tipicamente, el peréxido inorganico se hace reaccionar con el
sustrato seleccionado en presencia de un catalizador para producir el peracido. Como se usa en la presente
memoria, la expresion "perhidrélisis quimica" incluye reacciones de perhidrdlisis en las que un sustrato (un precursor
de peracido) se combina con una fuente de peréxido de hidrégeno, en donde el peracido se forma en ausencia de
un catalizador enzimatico.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "actividad de perhidrolasa” se refiere a la actividad de catalizador
por unidad de masa (por ejemplo, miligramo) de proteina, peso de células seco, o peso de catalizador inmovilizado.

Como se usa en la presente memoria, "una unidad de actividad enzimatica" o "una unidad de actividad" o "U" se
define como la cantidad de actividad de perhidrolasa necesaria para la producciéon de 1 umol de producto peracido
por minuto a una temperatura especificada.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "catalizador enzimatico" y "catalizador perhidrolasa" se
refieren a un catalizador que comprende una enzima que tiene actividad de perhidrdlisis y puede estar en forma de
una célula microbiana entera, célula o células microbianas permeabilizadas, uno o mas componentes celulares de
un extracto celular microbiano, enzima parcialmente purificada o enzima purificada. El catalizador enzimatico
también se puede modificar quimicamente (p. €j., por pegilacion o por reaccidon con reactivos de reticulacion). El
catalizador de perhidrolasa también se puede inmovilizar sobre un soporte soluble o insoluble usando métodos bien
conocidos para los expertos en la técnica; véase, por ejemplo, Immobilization of Enzymes and Cells; Gordon F.
Bickerstaff, Editor; Humana Press, Totowa, NJ, USA; 1997. Como se describe en la presente memoria, todas las
enzimas presentes que tienen actividad de perhidrélisis estructuralmente son miembros de la familia de carbohidrato
esterasas familia 7 (familia CE-7) de enzimas (véase, Coutinho, P.M., Henrissat, B. "Carbohydrate-active enzymes:
an integrated database approach" en Recent Advances in Carbohydrate Bioengineering, H.J. Gilbert, G. Davies, B.
Henrissat y B. Svensson eds., (1999) The Royal Society of Chemistry, Cambridge, pag. 3-12.). La familia CE-7 de
enzimas se ha demostrado que es particularmente eficaz para producir peracidos a partir de una variedad de
sustratos éster de acido carboxilico cuando se combinan con una fuente de peroxigeno (véase, la publicacion PCR
N° WO02007/070609 y publicaciones de solicitudes de patentes de EE.UU. N° 2008/0176299, 2008/176783, y
2009/0005590 de DiCosimo et al.).

Los miembros de la familia CE-7 incluyen cefalosporina C desacetilasas (CAH; E.C. 3.1.1.41) y acetil xilan esterasas
(AXE; E.C. 3.1.1.72). Los miembros de la familia de esterasas CE-7 comparten un motivo identificativo conservado
(Vincent et al., J. Mol. Biol., 330:593-606 (2003)). Las perhidrolasas que comprenden el motivo identificativo CE-7
son adecuadas para usar en la presente invencion. Los medios para identificar moléculas biologicas sustancialmente
similares son bien conocidas en la técnica (p. €j., protocolos de alineamiento de secuencias, hibridaciones de acidos
nucleicos y/o la presencia de un motivo identificativo conservado). En un aspecto, las presentes perhidrolasas
incluyen enzimas que comprenden el motivo identificativo de CE-7 y al menos 30%, preferiblemente al menos 33%,
mas preferiblemente al menos 40%, incluso mas preferiblemente al menos 42%, incluso mas preferiblemente al
menos 50%, incluso mas preferiblemente al menos 60%, incluso mas preferiblemente al menos 70%, incluso mas
preferiblemente al menos 80%, incluso mas preferiblemente al menos 90%, y lo mas preferiblemente al menos 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de aminoacidos con las secuencias proporcionadas
en la presente memoria. En un aspecto adicional, las presentes perhidrolasas incluyen enzimas que comprenden el
motivo identificativo de CE-7 y al menos 30%, preferiblemente al menos 33%, mas preferiblemente al menos 40%,
incluso mas preferiblemente al menos 42%, incluso mas preferiblemente al menos 50%, incluso mas preferiblemente
al menos 60%, incluso mas preferiblemente al menos 70%, incluso mas preferiblemente al menos 80%, incluso mas
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preferiblemente al menos 90%, y lo mas preferiblemente al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "polvo de enzima " se refiere al producto secado por atomizacion
de una formulacion acuosa que comprende (1) al menos una enzima estructuralmente clasificada como una
carbohidrato esterasa CE-7 que tiene actividad de perhidrolisis, (2) al menos un excipiente oligosacarido que tiene
un peso molecular medio numérico de al menos aproximadamente 1250 y un peso molecular medio ponderado de al
menos aproximadamente 9000, y opcionalmente al menos un tensioactivo. En una realizacion, la formulacion
acuosa comprende ademas al menos un tampén.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "cefalosporina C desacetilasa" y "cefalosporina C acetil
hidrolasa" se refieren a una enzima (E.C. 3.1.1.41) que cataliza la desacetilacion de cefalosporinas tales como la
cefalosporina C y el acido 7-aminocefalosporanico (Mitsushima et al., (1995) Appl. Env. Microbiol. 61(6):2224-2229).
Se proporcionan varias cefalosporina C desacetilasas en la presente memoria que tienen actividad de perhidrolisis
significativa.

Como se usa en la presente memoria, las "acetil xilan esterasas" se refieren a una enzima (E.C. 3.1.1.72; AXE) que
cataliza la desacetilacion de xilanos acetilados y otros sacaridos acetilados. Como se ilustra en la presente memoria,
se proporcionan varias enzimas clasificadas como acetil xilan esterasas que tienen actividad de perhidrdlisis
significativa.

Como se usa en la presente memoria, la expresion Bacillus subtilis ATCC® 31954™" se refiere a una célula
bacteriana depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un numero de acceso de
depositario internacional ATCC® 31954™. Se ha descrito que Bacillus subtilis ATCC® 31954™ tiene una actividad
de éster hidrolasa ("diacetinasa") capaz de hidrolizar ésteres de glicerol que tienen grupos acilo de 2 a 8 atomos de
carbono, en especial diacetina (patente de EE.UU. 4.444.886). Como se describe en la presente memoria, se ha
aislado una enzima que tiene actividad de perhidrolasa significativa de B. subtilis ATCC® 31954™ y se proporciona
como la SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos de la enzima aislada tiene 100% de identidad de aminoacidos
con la cefalosporina C desacetilasa proporcionada por el n° de acceso en GENBANK® BAA01729.1 (Mitsushima et
al., véase antes).

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Bacillus subtilis ATCC® 29233™" se refiere a una cepa de
Bacillus subtilis depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un nimero de acceso de
depositario internacional ATCC® 29233™. Como se describe en la presente memoria, se ha aislado y secuenciado
una enzima que tiene actividad de perhidrolasa significativa de B. subtilis ATCC® 29233™ y se proporciona como la
SEQ ID NO: 12.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Clostridium thermocellum ATCC® 27405™" se refiere a una
cepa de Clostridium thermocellum depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un nimero
de acceso de depositario internacional ATCC® 27405™. La secuencia de aminoacidos de la enzima que tiene
actividad de perhidrolasa de C. thermocellum ATCC® 27405™ se proporciona como la SEQ ID NO: 5.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Bacillus subtilis ATCC® 6633™" se refiere a una célula
bacteriana depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un numero de acceso de
depositario internacional ATCC® 6633™. Se ha descrito que Bacillus subtilis ATCC® 6633™ tiene actividad de
cefalosporina acetilhidrolasa (patente de EE.UU. 6.465.233). La secuencia de aminoacidos de la enzima que tiene
actividad de perhidrolasa de B. subtilis ATCC® 6633™ se proporciona como SEQ ID NO: 2.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Bacillus licheniformis ATCC® 14580™" se refiere a una célula
bacteriana depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un numero de acceso de
depositario internacional ATCC® 14580™. Se ha descrito que Bacillus licheniformis ATCC® 14580™ tiene actividad
de cefalosporina acetilhidrolasa. La secuencia de aminoacidos de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de
B. licheniformis ATCC® 14580™ se proporciona como SEQ ID NO: 3.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Bacillus pumilus PS213" se refiere a una célula bacteriana que
se ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® AJ249957). La secuencia de aminoacidos de
la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Bacillus pumilus PS213 se proporciona como SEQ ID NO: 4.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Thermotoga neapolitana" se refiere a una cepa de Thermotoga
neapolitana que se ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® AAB70869). La secuencia
de aminoacidos de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermotoga neapolitana se proporciona como
SEQ ID NO: 6.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Thermotoga maritima MSB8" se refiere a una célula bacteriana
que se ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® NP_227893.1). La secuencia de
aminoacidos de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermotoga maritima MSB8 se proporciona como
SEQ ID NO: 7.
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Como se usa en la presente memoria, la expresion "Bacillus clausii KSM-K16" se refiere a una célula bacteriana que
se ha descrito que tiene actividad de cefalosporina C desacetilasa (GENBANK® YP_175265). La secuencia de
aminoacidos de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Bacillus clausii KSM-K16 se proporciona como
SEQ ID NO: 11.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Thermoanearobacterium saccharolyticum" se refiere a una
célula bacteriana que se ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® S41858). La secuencia
de aminoacidos de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermoanearobacterium saccharolyticum se
proporciona como SEQ ID NO: 13.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Thermotoga lettingae" se refiere a una célula bacteriana que se
ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® CP000812). La secuencia de aminoacidos de la
enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermotoga lettingae se proporciona como SEQ ID NO: 14.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "Thermotoga petrophila" se refiere a una célula bacteriana que
se ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® CP000702). La secuencia de aminoacidos
deducida de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermotoga lettingae se proporciona como SEQ ID
NO: 15.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "TThermotoga sp. RQ2" se refiere a una célula bacteriana que se
ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® CP000969). Se han identificado dos acetil xilan
esterasas diferentes de Thermotoga sp. RQ2 y se denominan en la presente memoria "RQ2(a)" (la secuencia de
aminoacidos deducida proporcionada como SEQ ID NO: 16) y "RQ2(b)" (la secuencia de aminoacidos deducida
proporcionada como SEQ ID NO: 17).

Como se usa en la presente memoria, una "molécula de acido nucleico aislada" y "fragmento de acido nucleico
aislado" se usaran de forma indistinta y se refieren a un polimero de ARN o ADN que es monocatenario o
bicatenario, que contiene opcionalmente bases nucleotidicas sintéticas, no naturales o alteradas. Una molécula de
acido nucleico aislada en forma de un polimero de ADN puede estar compuesta de uno o mas segmentos de ADNCc,
ADN gendmico o ADN sintético.

El término "aminoacido" se refiere a la unidad estructural quimica basica de una proteina o polipéptido. Las
siguientes abreviaturas se usan en la presente memoria para identificar los aminoacidos especificos:

Aminoacido Abreviatura de tres letras  Abreviatura de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gin Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%
Cualquier aminoacido o como se define en la presente Xaa X

memoria
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Como se usa en la presente memoria, "sustancialmente similar" se refiere a moléculas de acido nucleico en donde
cambios en una o mas bases de nucleétidos dan como resultado la adicion, sustitucion o eliminacion de uno o mas
aminoacidos, pero no afectan a las propiedades funcionales (es decir, actividad perhidrolitica) de la proteina
codificada por la secuencia de ADN. Como se usa en la presente memoria, "sustancialmente similar" también se
refiere a una enzima que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 30%, preferiblemente al menos 33%,
mas preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente al menos 50%, incluso mas preferiblemente al menos
60%, incluso mas preferiblemente al menos 70%, incluso mas preferiblemente al menos 80%, incluso todavia mas
preferiblemente al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a las secuencias
descritas en la presente memoria, en donde la enzima resultante retiene las presentes propiedades funcionales (es
decir, actividad perhidrolitica). "Sustancialmente similar" también se puede referir a una enzima que tiene actividad
perhidrolitica codificada por moléculas de acido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas con las moléculas de
acido nucleico descritas en la presente memoria. Por lo tanto, se entiende que la invencién abarca mas que las
secuencias de ejemplo especificas.

Por ejemplo, es bien conocido en la técnica que son comunes las alteraciones en un gen que dan como resultado la
producciéon de un aminoacido quimicamente equivalente en un sitio dado, pero no afectan a las propiedades
funcionales de la proteina codificada. Para los fines de la presente invencion, las sustituciones se definen como
intercambios dentro de uno de los cinco grupos siguientes:

1. Restos alifaticos pequefios, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly);
2. Restos polares, con carga negativa, y sus amidas: Asp, Asn, Glu, GIn;

3. Restos polares, con carga positiva: His, Arg, Lys;

4. Restos no polares, alifaticos largos; Met, Leu, lle, Val (Cys); y

5. Restos aromaticos largos: Phe, Tyry Trp.

Por lo tanto, un codén para el aminoacido alanina, un aminoacido hidréfobo, se puede sustituir por un codén que
codifica otro resto menos hidréfobo (tal como glicina) o un resto mas hidréfobo (tal como valina, leucina o
isoleucina). De forma similar, también se puede esperar que cambios que dan como resultado la sustitucion de un
resto con carga negativa por otro (tal como acido aspartico por acido glutamico) o un resto con carga positiva por
otro (tal como lisina por arginina) produzcan un producto funcionalmente equivalente. En muchos casos, tampoco se
esperaria que cambios de nucleétidos que dan como resultado la alteracion de las partes N-terminal y C-terminal de
la molécula de proteina, alteraran la actividad de la proteina.

Cada una de las modificaciones propuestas esta dentro de la rutina del experto en la técnica, asi como lo esta la
determinacion de la retencion de la actividad biolégica de los productos codificados. Ademas, el experto en la
técnica reconoce que secuencias sustancialmente similares estan englobadas por la presente invencion. En una
realizacién, las secuencias sustancialmente similares se definen por su capacidad para hibridar, en condiciones
rigurosas (0,1X SSC, SDS al 0,1% , 65°C y lavado con 2X SSC, SDS al 0,1% seguido de 0,1X SSC, SDS al 0,1%,
65°C) con las secuencias ilustradas en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, una molécula de acido nucleico es "hibridable" con otra molécula de acido
nucleico, tal como un ADNc, ADN gendmico o ARN, cuando una sola cadena de la primera molécula se puede
asociar con la otra molécula en condiciones adecuadas de temperatura y fuerza iénica de la disolucion. Las
condiciones de hibridacion y lavado son bien conocidas y se ilustran en Sambrook, J. y Russell, D., T. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (2001).
Las condiciones de temperatura y fuerza i6nica determinan la "rigurosidad" de la hibridaciéon. Las condiciones de
rigurosidad se pueden ajustar para cribar moléculas moderadamente similares, tales como secuencias homdlogas
de organismos lejanamente relacionados, para moléculas muy similares, tales como genes que duplican las enzimas
funcionales de organismos estrechamente relacionados. Los lavados posthibridacion tipicamente determinan las
condiciones de rigurosidad. Un conjunto de condiciones preferidas usa una serie de lavados que comienzan con 6X
SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente durante 15 min, después se repite con 2X SSC, SDS al 0,5% a 45°C
durante 30 min, y después se repite dos veces con 0,2X SSC, SDS al 0,5% a 50°C durante 30 min. Un conjunto mas
preferido de condiciones usa temperaturas mayores en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto
que la temperatura de los dos lavadores finales de 30 min en 0,2X SSC, SDS al 0,5% se aumenté a 60°C. Otro
conjunto preferido de condiciones de hibridacion rigurosas es 0,1 X SSC, SDS al 0,1%, 65°C y lavado con 2X SSC,
SDS al 0,1% seguido de un lavado final de 0,1X SSC, SDS al 0,1%, 65°C con las secuencias ilustradas en la
presente memoria. En una realizacion adicional, las presentes composiciones y métodos usan una enzima que tiene
actividad de perhidrolasa codificada por una molécula de acido nucleico aislada que hibrida en condiciones rigurosas
con una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad de perhidrélisis, teniendo dicho
polipéptido una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
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NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 24 y SEQ ID NO: 25.

La hibridacion requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo
de la rigurosidad de la hibridacién, son posibles apareamientos erréneos entre bases. La rigurosidad adecuada para
hibridar acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y el grado de complementariedad, variables
bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor es el grado de similitud u homologia entre dos secuencias de
nucleétidos, mayor es el valor de Tm para los hibridos de acidos nucleicos que tienen esas secuencias. La
estabilidad relativa (que corresponde a mayor Tm) de las hibridaciones de acido nucleico disminuye en el siguiente
orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para los hibridos de mas de 100 nucledtidos de longitud, se han obtenido
las ecuaciones para calcular Tm (Sambrook y Russell, véase antes). Para hibridaciones con acidos nucleicos mas
cortos, es decir, oligonucleétidos, la posicién de los apareamientos erroneos se hace mas importante, y la longitud
del oligonucleodtido determina su especificidad (Sambrook y Russell, véase antes). En un aspecto, la longitud para un
acido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 10 nucleétidos. Preferiblemente, una longitud minima para
un acido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 15 nucleétidos de longitud, mas preferiblemente al
menos 20 nucleotidos de longitud, incluso mas preferiblemente al menos 30 nucledtidos de longitud, incluso mas
preferiblemente al menos 300 nucledtidos de longitud y lo mas preferiblemente al menos 800 nucledtidos de
longitud. Ademas, el experto en la técnica reconocera que la temperatura y la concentracion salina de la disolucion
de lavado se pueden ajustar segun sea necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la sonda.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "porcentaje de identidad" es una relaciéon entre dos o mas
secuencias de polipéptidos o dos o mas secuencias de polinucledtidos, determinada por comparacion de las
secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el grado de relaciéon entre las secuencias de polipéptidos o
polinucledtidos, segun el caso, determinada por el emparejamiento entre cadenas de dichas secuencias. La
"identidad" y "similitud" se pueden calcular facilmente por métodos conocidos tales como los métodos descritos en:
Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, NY (1988); Biocomputing: Informatics
and Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, NY (1993); Computer Analysis of Sequence Data. Part |
(Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.) Humana Press, NJ (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology (von Heinje,
G., ed.) Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., eds.) Stockton Press, NY
(1991). Los métodos para determinar la identidad y similitud estan codificados en programas informaticos
disponibles al publico. Los alineamientos de secuencias y los calculos de porcentaje de identidad se pueden llevar a
cabo usando el programa Megalign del paquete de programas bioinformaticos LASERGENE (DNASTAR Inc.,
Madison, WI), el programa AlignX de Vector NTI v. 7.0 (Informax, Inc., Bethesda, MD), o el paquete de programas
EMBOSS Open Software Suite (EMBL-EBI; Rice et al., Trends in Genetics 16, (6):276-277 (2000)). Se pueden
realizar alineamientos multiples de las secuencias usando el método Clustal (p. ej., CLUSTALW:; por ejemplo la
version 1.83) de alineamiento (Higgins y Sharp, CABIOS, 5:151-153 (1989); Higgins et al., Nucleic Acids Res.
22:4673-4680 (1994); y Chenna et al.,, Nucleic Acids Res 31 (13):3497-500 (2003)), disponible en European
Molecular Biology Laboratory a través del European Bioinformatics Institute) con los parametros por defecto. Los
parametros adecuados para los alineamientos de proteinas en CLUSTALW incluyen la penalizaciéon por existencia
de hueco (GAP) =15, extension de hueco =0,2, matriz = Gonnet (p. ej. Gonnet250), Terminaciéon de hueco de
proteina (ENDGAP) = -1, Distancia de hueco de proteina (GAPDIST)=4, y KTUPLE=1. En una realizacion, se usa un
alineamiento rapido o lento con los parametros por defecto, donde se prefiere un alineamiento lento.
Alternativamente, los parametros usando el método CLUSTALW (version 1.83) se pueden modificar para usar
también KTUPLE =1, Penalizacion por hueco =10, Extension de hueco =1, matriz = BLOSUM (p. ej. BLOSUM64),
Ventana (WINDOW)=5, y Diagonales superiores guardadas (TOP DIAGONALS SAVED)=5.

En un aspecto, las moléculas de acido nucleico aisladas adecuadas codifican un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 30%, preferiblemente al menos 33%, preferiblemente
al menos 40%, preferiblemente al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%,
mas preferiblemente al menos 80%, incluso mas preferiblemente al menos 85%, incluso mas preferiblemente al
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a las secuencias de aminoacidos descritas
en la presente memoria. Las moléculas de acido nucleico adecuadas no solo tienen las homologias anteriores, si no
que tipicamente también codifican un polipéptido que tiene de aproximadamente 300 a aproximadamente 340
aminoacidos, mas preferiblemente de aproximadamente 310 a aproximadamente 330 aminoacidos, y lo mas
preferiblemente aproximadamente 318 aminoacidos.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "motivo identificativo”, "motivo identificativo de CE-7" y
"motivo de diagndstico" se refieren a estructuras conservadas compartidas entre una familia de enzimas que tienen
una actividad definida. El motivo identificativo se puede usar para definir y/o identificar la familia de enzimas
estructuralmente relacionadas que tienen actividad enzimatica similar para una familia definida de sustratos. El
motivo identificativo puede ser una Unica secuencia de aminoacidos contiguos o una coleccion de motivos
conservados, no contiguos que juntos forman el motivo identificativo. Tipicamente, el(los) motivo(s) conservado(s)
esta(n) representado(s) por una secuencia de aminoacidos. Como se describe en la presente memoria, las
presentes enzimas que tienen actividad de perhidrélisis ("perhidrolasas") pertenecen a la familia de carbohidrato
esterasas CE-7 (DiCosimo et al., véase antes). Como se usa en la presente memoria, la frase la "enzima se clasifica
estructuralmente como una enzima CE-7" o "perhidrolasa CE-7" se usara para referirse a enzimas que tienen
actividad de perhidrdlisis que se clasifican estructuralmente como una carbohidrato esterasa CE-7. Esta familia de
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enzimas se puede definir por la presencia de un motivo identificativo (Vincent et al., véase antes). Como se define en
la presente memoria, el motivo identificativo para las esterasas CE-7 comprende tres motivos conservados
(numeracion de posiciones de los restos con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 1):

a) Arg118-Gly119-GIn120;
b) Gly179-Xaa180-Ser181-GIn182-Gly183; y
c¢) His298-Glu299.

Tipicamente el Xaa en la posicion de resto de aminoacido 180 es glicina, alanina, prolina, triptéfano o treonina. Dos
de los tres restos de aminoacidos que pertenecen a la triada catalitica estan en negrilla. En una realizacion, el Xaa
en la posicion de resto de aminoacido 180 se selecciona del grupo que consiste en glicina, alanina, prolina,
triptéfano y treonina.

El analisis adicional de los motivos conservados dentro de la familia de carbohidrato esterasas CE-7 indica la
presencia de un motivo conservado adicional (LXD en las posiciones de aminoacidos 267-269 de la SEQ ID NO: 1)
que se puede usar para definir mas una perhidrolasa que pertenece a la familia de carbohidrato esterasas CE-7. En
una realizacion adicional, el motivo identificativo definido antes incluye un cuarto motivo conservado definido como:

Leu267 -Xaa268-Asp269.

El Xaa en la posicion de resto de aminoacido 268 tipicamente es isoleucina, valina o metionina. El cuarto motivo
incluye el resto de acido aspartico (negrilla) que pertenece a la triada catalitica (Ser181-Asp269-His298).

Se puede usar una serie de algoritmos de alineamiento globales bien conocidos para alinear dos 0 mas secuencias
de aminoacidos que representan enzimas que tienen actividad de perhidrolasa para determinar si la enzima
comprende el presente motivo identificativo. La(s) secuencia(s) alineada(s) se comparan con la secuencia de
referencia (SEQ ID NO: 1) para determinar la existencia del motivo identificativo. En una realizacién, se usa un
alineamiento de CLUSTAL (tal como CLUSTALW) que usa una secuencia de aminoacidos de referencia (como se
usa en la presente memoria la secuencia de perhidrolasa (SEQ ID NO: 1) de Bacillus subtilis ATCC® 31954™) para
identificar perhidrolasas que pertenecen a la familia de esterasas CE-7. La numeracion relativa de los restos de
aminoacidos conservados se basa en la numeracion de restos de la secuencia de aminoacidos de referencia para
explicar pequefias inserciones o eliminaciones (por ejemplo, cinco aminoacidos o menos) dentro de la secuencia
alineada.

Los ejemplos de otros algoritmos adecuados que se pueden usar para identificar secuencias que comprenden el
presente motivo identificativo (cuando se comparan con la secuencia de referencia) incluyen Needleman y Wunsch
(J. Mol. Biol. 48, 443-453 (1970); una herramienta de alineamiento global) y Smith-Waterman (J. Mol. Biol. 147:195-
197 (1981); una herramienta de alineamiento local). En una realizacién, se implementa un alineamiento de Smith-
Waterman usando los parametros por defecto. Un ejemplo de los parametros por defecto adecuados incluye el uso
de una matriz de puntuacion BLOSUM62 con penalizacion por hueco abierto = 10 y una penalizacién por extension
de hueco = 0,5.

Una comparacion del porcentaje de identidad general entre perhidrolasas ilustradas en la presente memoria indica
que enzimas que tienen tan poco como 33% de identidad con la SEQ ID NO: 1 (a la vez que retienen el motivo
identificativo) presentan actividad de perhidrolasa significativa y se clasifican estructuralmente como carbohidrato
esterasas CE-7. En una realizacion, las perhidrolasas adecuadas incluyen enzimas que comprenden el motivo
identificativo de CE-7 y al menos 30%, preferiblemente al menos 33%, mas preferiblemente al menos 40%, incluso
mas preferiblemente al menos 42%, incluso mas preferiblemente al menos 50%, incluso mas preferiblemente al
menos 60%, incluso mas preferiblemente al menos 70%, incluso mas preferiblemente al menos 80%, incluso mas
preferiblemente al menos 90%, y lo mas preferiblemente al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1.

Alternativamente, también se puede usar una secuencia de aminoacidos contiguos que comprende la regién que
abarca los motivos conservados para identificar miembros de la familia CE-7.

Como se usa en la presente memoria, la "degeneracion de codones" se refiere a la naturaleza del cédigo genético
que permite la variacion de la secuencia de nucleétidos sin afectar a la secuencia de aminoacidos de un polipéptido
codificado. Por consiguiente, se describe en la presente memoria cualquier molécula de acido nucleico que codifique
todo o una parte sustancial de las secuencias de aminoacidos que codifican el presente polipéptido microbiano. El
experto en la técnica es muy consciente del "sesgo de codones" presentado por una célula hospedante especifica
en el uso de codones de nucledtidos para especificar un aminoacido dado. Por lo tanto, cuando se sintetiza un gen
para mejorar la expresion en una célula hospedante, es deseable disefiar el gen de modo que su frecuencia de uso
de codones se aproxime a la frecuencia de uso de codones preferidos de la célula hospedante.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "codones optimizados", se refiere a genes o regiones
codificantes de moléculas de acido nucleico para la transformacién de diferentes hospedantes, se refiere a la
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alteracion de codones en el gen o regiones codificantes de las moléculas de acido nucleico para reflejar el uso de
codones tipico del organismo hospedante sin alterar el polipéptido que codifica el ADN.

Como se usa en la presente memoria, los "genes sintéticos" se pueden ensamblar a partir de unidades estructurales
de oligonucledtidos que se sintetizan quimicamente usando procedimientos conocidos para el experto en la técnica.
Estas unidades estructurales se ligan y asocian para formar segmentos de genes que después son ensamblados
enzimaticamente para construir el gen entero. "Quimicamente sintetizado", como perteneciente a una secuencia de
ADN, significa que los nucleétidos componentes son ensamblados in vitro. La sintesis quimica manual del ADN se
puede llevar a cabo usando procedimientos bien consolidados, o sintesis quimica automatica usando una de una
serie de maquinas disponibles en el mercado. Por consiguiente, los genes se pueden disefar para la expresion
génica optima basandose en la optimizacion de secuencias de nucledtidos para reflejar el sesgo de codones de la
célula hospedante. El experto en la técnica aprecia la probabilidad de expresion génica satisfactoria si el uso de
codones se desvia hacia aquellos codones favorecidos por el hospedante. La determinacién de codones preferidos
se puede basar en un estudio de genes derivados de la célula hospedante donde esta disponible informacion de
secuencia.

Como se usa en la presente memoria, "gen" se refiere a una molécula de acido nucleico que expresa una proteina
especifica, que incluye secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5' no codificantes) y que siguen
(secuencias 3' no codificantes) a la secuencia codificante. "Gen natural" se refiere a un gen como se encuentra en la
naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen
natural, que comprende secuencias reguladoras y codificantes que se encuentran juntas en la naturaleza. Por
consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que derivan de
diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes que derivan de la misma fuente, pero
dispuestas de una forma diferente a la encontrada en la naturaleza. "Gen enddégeno” se refiere a un gen natural en
su ubicacion natural en el genoma de un organismo. Un gen "extrafio" se refiere a un gen que no se encuentra
normalmente en el organismo hospedante, pero que se introduce en el organismo hospedante mediante una
transferencia de genes. Los genes extrafios pueden comprender genes naturales insertados en un organismo no
natural, o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en el genoma mediante un
procedimiento de transformacion.

Como se usa en la presente memoria, "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de ADN que codifica una
secuencia de aminoacidos especifica. "Secuencias reguladoras adecuadas” se refiere a secuencias de nucledtidos
situadas en la direccion 5' (secuencias 5' no codificantes), dentro o en la direccién 3' (secuencias 3' no codificantes)
de una secuencia codificante, y que influyen en la transcripcion, procesamiento de ARN o estabilidad, o traduccion
de la secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de
traduccion, sitio de procesamiento de ARN, sitio de union de efectores y estructura de tallo-bucle.

Como se usa en la presente memoria, "promotor" se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresion
de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se sitia 3' respecto a una
secuencia de promotor. Los promotores pueden derivar en su totalidad de un gen natural, o estar compuestos de
diferentes elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso comprender
segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la técnica entenderan que diferentes promotores pueden dirigir la
expresion de un gen en diferentes etapas del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales o
fisiolégicas. Los promotores que hacen que un gen sea expresado la mayoria de las veces se denominan
normalmente "promotores constitutivos”. Se reconoce ademas que puesto que en la mayoria de los casos los limites
exactos de las secuencias reguladoras no se han definido completamente, fragmentos de ADN de diferentes
longitudes pueden tener idéntica actividad de promotor.

Como se usa en la presente memoria, las "secuencias 3' no codificantes" se refieren a secuencias de ADN situadas
en la direccion 3' de una secuencia codificante e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilacion
(normalmente limitadas a eucariotas) y otras secuencias que codifican sefiales reguladoras capaces de afectar al
procesamiento del ARNm o expresion de genes. La sefial de poliadenilacion se caracteriza normalmente por afectar
a la adicion de tramos de poli(acido adenilico) (normalmente limitado a eucariotas) al extremo 3' del precursor de
ARNmM.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "operativamente unido" se refiere a la asociacién de secuencias
de acido nucleico en una sola molécula de acido nucleico de modo que la funciéon de una esta afectada por la otra.
Por ejemplo, un promotor esta operativamente unido a una secuencia codificante cuando puede afectar a la
expresion de esa secuencia codificante, es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del
promotor. Las secuencias codificantes pueden estar operativamente unidas a secuencias reguladoras en la
orientacion paralela o antiparalela.

Como se usa en la presente memoria, el término "expresion" se refiere a la transcripcion y acumulacion estable de
ARN paralelo (ARNm) o antiparalelo derivado de la molécula de acido nucleico descrita en la presente memoria. La
expresion también se puede referir a la traducciéon de ARNm en un polipéptido.
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Como se usa en la presente memoria, "transformacion” se refiere a la transferencia de una molécula de acido
nucleico a un genoma de un organismo hospedante, que da como resultado herencia genéticamente estable. El
genoma de la célula hospedante incluye genes cromosomicos y extracromosomicos (p. €j., plasmido). Los
organismos hospedantes que contienen las moléculas de acido nucleico transformadas se denominan organismos
"transgénicos" o "recombinantes” o "transformados".

Como se usa en la presente memoria, los términos "plasmido”, "vector" y "casete" se refieren a un elemento
extracromosomico que a menudo lleva genes que no son parte del metabolismo central de la célula, y normalmente
en forma de moléculas de ADN bicatenario circular. Dichos elementos pueden ser secuencias de replicacion
auténoma, secuencias que integran genoma, secuencias de fagos o nucleétidos, lineales o circulares, de un ADN o
ARN monocatenario o bicatenario, derivado de cualquier fuente, en el que se han unido o recombinado una serie de
secuencias de nucleétidos en una Unica construccion que puede introducir un fragmento de promotor y secuencia de
ADN para un producto génico seleccionado junto con la secuencia 3' no traducida adecuada en una célula. "Casete
de transformacion” se refiere a un vector especifico que contiene un gen extrafio y que tiene elementos ademas del
gen extrafio que facilitan la transformacion de una célula hospedante particular. "Casete de expresion" se refiere a
un vector especifico que contiene un gen extrafio y que tiene elementos ademas del gen extrafio que permiten la
expresion mayor de ese gen en un hospedante extrafio.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "software de analisis de secuencias" se refiere a cualquier
algoritmo de ordenador o programa de software que es Util para el andlisis de secuencias de nucleétidos o
aminoacidos. El "software de analisis de secuencias" puede estar disponible en el mercado o ser desarrollado
independientemente. El software de analisis de secuencias tipico incluira el paquete de programas de GCG
(Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX
(Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), y DNASTAR (DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St. Madison, WI 53715
USA), CLUSTALW (por ejemplo, version 1.83; Thompson et al., Nucleic Acids Research, 22(22):4673-4680 (1994), y
el programa FASTA que incorpora el algoritmo de Smith-Waterman (W. R. Pearson, Comput. Methods Genome
Res., [Proc. Int. Symp.] (1994), Meeting Date 1992, 111-20. Editor(s): Suhai, Sandor. Publisher: Plenum, New York,
NY), Vector NTI (Informax, Bethesda, MD) y Sequencher v. 4.05. Dentro del contexto de esta solicitud, se entendera
que donde se use software de analisis de secuencias para el andlisis, los resultados del analisis se basaran en los
"valores por defecto" del programa de referencia, salvo que se especifique otra cosa. Como se usa en la presente
memoria, los "valores por defecto" significaran cualquier conjunto de valores o parametros establecidos por el
fabricante del software que se cargan originalmente con el software cuando se inicializa por primera vez.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "contaminantes bioldgicos" se refiere a una o mas entidades
bioldgicas patdgenas y/o no deseadas que incluyen microorganismos, esporas, virus, priones y sus mezclas. El
procedimiento produce una concentracion eficaz de al menos un acido percarboxilico util para reducir y/o eliminar la
presencia de contaminantes bioldgicos viables. En una realizacion preferida, el contaminante biolégico es un
microorganismo patdgeno viable.

Como se usa en la presente memoria, el término "desinfectar" se refiere a un procedimiento de destruccién de o
prevencion del crecimiento de contaminantes biolégicos. Como se usa en la presente memoria, el término
"desinfectante" se refiere a un agente que desinfecta destruyendo, neutralizando o inhibiendo el crecimiento de
contaminantes bioldgicos. Tipicamente, los desinfectantes se usan para tratar objetos inanimados o superficies.
Como se usa en la presente memoria, el término "desinfeccion”" se refiere al acto o procedimiento de desinfectar.
Como se usa en la presente memoria, el término "antiséptico" se refiere a un agente quimico que inhibe el
crecimiento de microorganismos portadores de enfermedades. En un aspecto, los contaminantes bioldgicos son
microorganismos patégenos.

Como se usa en la presente memoria, el término "higiénico" significa o se refiere al restablecimiento o conservacion
de la salud, tipicamente eliminando, previniendo o controlando un agente que puede ser perjudicial para la salud.
Como se usa en la presente memoria, el término "higienizar" significa hacer higiénico. Como se usa en la presente
memoria, el término "higienizante" se refiere a un agente de higienizacion. Como se usa en la presente memoria, el
término "higienizacion" se refiere al acto o procedimiento de higienizar.

Como se usa en la presente memoria, el término "viricida" se refiere a un agente que inhibe o destruye virus, y es
sinénimo de "virulicida". Un agente que presenta la capacidad de inhibir o destruir virus se describe como que tiene
actividad "viricida". Los peracidos pueden tener actividad viricida. Los viricidas alternativos tipicos conocidos en la
técnica que pueden ser adecuados para usar con la presente invencion incluyen, por ejemplo, alcoholes, éteres,
cloroformo, formaldehido, fenoles, beta-propiolactona, yodo, cloro, sales de mercurio, hidroxilamina, éxido de etileno,
etilenglicol, compuestos de amonio cuaternario, enzimas y detergentes.

Como se usa en la presente memoria, el término "biocida" se refiere a un agente quimico, tipicamente de amplio
espectro, que inactiva o destruye microorganismos. Un agente quimico que presenta la capacidad de inactivar o
destruir microorganismos se describe como que tiene actividad "biocida". Los peracidos pueden tener actividad
biocida. Los biocidas alternativos tipicos conocidos en la técnica incluyen, por ejemplo, cloro, didxido de cloro,
cloroisocianuratos, hipocloritos, ozono, acroleina, aminas, compuestos fendlicos clorados, sales de cobre,
compuestos de organoazufre y sales de amonio cuaternario.
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Como se usa en la presente memoria, la frase "concentracién biocida minima" se refiere a la concentraciéon minima
de un agente biocida que, durante un tiempo de contacto especifico, producira una reduccion irreversible, letal
deseada en la poblacion viable de los microorganismos a los que se dirige. La eficacia se puede medir por el logio
de la reduccion de microorganismos viables después de tratamiento. En un aspecto, la reducciéon objetivo de
microorganismos viables después de tratamiento es al menos una reduccion de 3-log, mas preferiblemente al menos
una reduccion de 4-log y lo mas preferiblemente al menos una reduccién de 5-log. En otro aspecto, la concentracion
biocida minima es al menos una reduccion 6-log de células microbianas viables.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "fuente peroxigeno" y "fuente de peroxigeno" se refieren a
compuestos capaces de proporcionar peréxido de hidrégeno en una concentracion de aproximadamente 1 mM o
mas cuando estan en una disolucién acuosa, que incluyen perdxido de hidrégeno, aductos de perdxido de hidrégeno
(p- €j., aducto de urea-perdxido de hidrégeno (perdxido de carbamida)), perboratos y percarbonatos. Como se
describe en la presente memoria, la concentracion de peréxido de hidrégeno proporcionada por el compuesto de
peroxigeno en la formulacion de reaccion acuosa inicialmente es al menos 1 mM o mas tras combinar los
componentes de reaccion. En una realizacion, la concentracion de peréxido de hidrégeno en la formulacion de
reaccion acuosa es al menos 10 mM. En otra realizacién, la concentracion de peroxido de hidrégeno en la
formulacion de reaccién acuosa es al menos 100 mM. En oftra realizacién, la concentraciéon de peroxido de
hidrégeno en la formulacién de reaccion acuosa es al menos 200 mM. En otra realizacién, la concentracion de
peroxido de hidrégeno en la formulacion de reaccion acuosa es 500 mM o mas. En otra realizacion mas, la
concentracion de peréxido de hidrégeno en la formulacién de reaccion acuosa es 1000 mM o mas. La relaciéon molar
del peréxido de hidrogeno al sustrato de enzima, p. €j., triglicérido (H2O2:sustrato) en la formulacién de reaccion
acuosa puede ser de aproximadamente 0,002 a 20, preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 10, y lo mas
preferiblemente aproximadamente de 0,5 a 5.

Por "oligosacarido" se entiende compuestos que contienen entre 2 y al menos 24 unidades de monosacarido unidas
por enlaces glicosidicos. El término "monosacarido” se refiere a un compuesto de férmula empirica (CH20),, donde
n=3, la cadena principal de carbonos no esta ramificada, cada atomo de carbono excepto uno contiene un grupo
hidroxilo, y el atomo de carbono restante es un aldehido o cetona en el atomo de carbono 2. El término
"monosacarido" también se refiere a formas de hemiacetal o hemicetal ciclicas intracelulares.

Como se usa en la presente memoria, el término "excipiente" se refiere a una sustancia inactiva usada para
estabilizar el ingrediente activo en una formulacion. Los excipientes a veces también se usan para aumentar el
volumen de las formulaciones que contienen los ingredientes activos. Como se describe en la presente memoria, el
"ingrediente activo" es un catalizador enzimatico que comprende al menos una carbohidrato esterasa CE-7 que tiene
actividad de perhidrdlisis.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "excipiente oligosacarido” significa un oligosacarido que, cuando
se afiade a una disolucidon acuosa de enzima, mejora la estabilidad en el almacenamiento del polvo de enzima
secado por atomizacion resultante o de una formulacion del polvo de enzima y un éster de acido carboxilico y
opcionalmente mejora la recuperacién/retencion de enzima activa (es decir, actividad de perhidrolasa) después de
secado por atomizacién. La adicion de excipiente oligosacarido antes del secado por atomizacion mejora la
estabilidad en el almacenamiento de la enzima cuando se almacena en el éster de acido carboxilico (es decir, una
mezcla de almacenamiento sustancialmente exenta de agua). El éster de acido carboxilico puede contener una
concentracion muy baja de agua, por ejemplo, la triacetina tipicamente tiene entre 180 ppm y 300 ppm de agua.
Como se usa en la presente memoria, la frase "sustancialmente exento de agua" se referira a una concentracion de
agua en una mezcla del polvo de enzima y el éster de acido carboxilico que no afecta de forma adversa a la
estabilidad en el almacenamiento del polvo de enzima cuando esta presente en el éster de acido carboxilico, es
decir, menos de 2000 ppm, preferiblemente menos de 1000 ppm, mas preferiblemente menos de 500 ppm, e incluso
mas preferiblemente menos de 250 ppm de agua en la formulacion que comprende el polvo de enzima y el éster de
acido carboxilico.

Polvo de enzima

Se describe en la presente memoria un polvo de enzima que comprende una formulaciéon secada por atomizacion de
al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y que tiene actividad de perhidrolisis, al
menos un excipiente oligosacarido y opcionalmente al menos un tensioactivo. El al menos un excipiente
oligosacarido tiene un peso molecular medio numérico de al menos aproximadamente 1250 y un peso molecular
medio ponderado de al menos aproximadamente 9000.

La al menos una enzima puede ser cualquiera de las carbohidrato esterasas CE-7 descritas en la presente memoria
o0 puede ser cualquier de las carbohidrato esterasas CE-7 descritas en las solicitudes de patente de EE.UU.
copropiedad, en tramitacion junto con la presente n° 2008/0176299 y 2009/0005590. La al menos una enzima se
puede seleccionar del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25.

La al menos una enzima esta presente en la formulaciéon secada por atomizacién en una cantidad en un intervalo de
aproximadamente 5% en peso a aproximadamente 75% en peso basado en el peso seco de la formulaciéon secada
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por atomizacién. Un intervalo de % en peso preferido de la enzima en la formulacién secada por atomizacion es de
aproximadamente 10% en peso a 50% en peso, y un intervalo de % en peso mas preferido de la enzima en la
formulacion secada por atomizacion es de aproximadamente 20% en peso a 33% en peso

El al menos un excipiente oligosacarido tiene un peso molecular medio numérico de al menos aproximadamente
1250 y un peso molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 9000. El algunas realizaciones, el
excipiente oligosacarido tiene un peso molecular medio numérico de al menos aproximadamente 1700 y un peso
molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 15000. Los oligosacaridos especificos utiles en la
presente invencion incluyen maltodextrina, xilano, manano, fucoidano, galactomanano, chitosan, pectina, inulina,
levano, graminano, amilopectina y sus mezclas. Los excipientes basados en oligosacaridos incluyen éteres de
celulosa no i6nicos, solubles en agua, tales como hidroximetilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa, y sus mezclas.

El excipiente esta presente en la formulacion en una cantidad en un intervalo de aproximadamente 95% en peso a
aproximadamente 25% en peso basado en el peso seco de la formulacién secada por atomizacién. Un intervalo de
% en peso preferido del excipiente en la formulaciéon secada por atomizaciéon es de aproximadamente 90% en peso
a 50% en peso, y un intervalo de % en peso mas preferido del excipiente en la formulacidon secada por atomizacion
es de aproximadamente 80% en peso a 67% en peso

En algunas realizaciones, la formulacién comprende ademas al menos un tensioactivo. Los tensioactivos Utiles
incluyen tensioactivos idnicos y no iénicos o agentes humectantes, tales como aceite de ricino etoxilado, glicéridos
poliglicolizados, monoglicéridos acetilados, ésteres de acido graso y sorbitan, poloxameros, ésteres de acidos graso
y sorbitan polioxietilénicos, derivados polioxietilénicos, monoglicéridos y sus derivados etoxilados, diglicéridos o sus
derivados polioxietilénicos, docusato de sodio, laurilsulfato de sodio, acido coélico o sus derivados, lecitinas,
fosfolipidos, copolimeros de bloques de etilenglicol y propilengicol y organosiliconas no iénicas. Preferiblemente, el
tensioactivo es un éster de acido graso y sorbitan polioxietilénico, siendo mas preferido el polisorbato 80.

Cuando forma parte de la formulacion, el tensioactivo esta presente en una cantidad en un intervalo de
aproximadamente 5% en peso a 0,1% en peso basado en el peso de proteina presente en la formulacion secada por
atomizacion, preferiblemente de aproximadamente 2% en peso a 0,5% en peso, basado en el peso de proteina
presente en la formulacion secada por atomizacion.

La formulaciéon secada por atomizacion puede comprender adicionalmente uno o mas tampones (p. €j., sales de
sodio y/o potasio de bicarbonato, citrato, acetato, fosfato, pirofosfato, metilfosfato, succinato, malato, fumarato,
tartrato o maleato), y un estabilizador de enzima (tal como acido etilendiaminotetraacético, acido (1-
hidroxietiliden)bisfosfénico).

El secado por atomizacion de la formulacion de al menos una enzima, al menos un excipiente oligosacarido, y
opcionalmente al menos un tensioactivo se lleva a cabo, por ejemplo, como se describe en general en el Spray
Drying Handbook, 52 ed., K. Masters, John Wiley & Sons, Inc., NY, N.Y. (1991), y en las publicaciones de patente
PCT N° WO 97/41833 (1997) y WO 96/32149 (1996) de Platz, R., et al.

En general, el secado por atomizacion consiste en poner juntos un liquido altamente disperso y un volumen
suficiente de aire caliente para producir la evaporacion y secado de las gotitas de liquido. Tipicamente la
alimentacion se pulveriza en una corriente de aire filtrado caliente que evapora el disolvente y transporta el producto
seco a un colector. Después se extrae el aire gastado con el disolvente. Los expertos en la técnica apreciaran que
se pueden usar varios tipos diferentes de aparatos para proporcionar el producto deseado. Por ejemplo, los
secadores por atomizacion comerciales fabricados por Buchi Ltd. (Postfach, Suiza) o GEA Niro Corp. (Copenhagen,
Dinamarca) produciran eficazmente particulas de tamafio deseado. Se apreciara ademas que estos secadores por
atomizacion, y especificamente sus atomizadores, se pueden modificar o personalizar para aplicaciones
especializadas, tales como la pulverizaciéon simultanea de dos disoluciones usando una técnica de doble boquilla.
Mas especificamente, una emulsion de agua en aceite se puede atomizar de una boquilla y una disolucién que
contiene un antiadherente tal como manitol se puede coatomizar de una segunda boquilla. En otros casos puede ser
deseable empujar la disolucion de alimentacion a través de una boquilla de disefio personalizado, usando una
bomba de cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Con la condicién de que se produzcan microestructuras que
comprendan la morfologia y/o composicion correcta, la eleccion del aparato no es critica y sera evidente para el
experto en la técnica a la vista de las ensefianzas de la presente memoria.

La temperatura tanto de la entrada como de la salida de gas usada para secar el material pulverizado es tal que no
produce la degradacién de la enzima en el material pulverizado. Dichas temperaturas se determinan tipicamente de
forma experimental, aunque en general, la temperatura de entrada estara en el intervalo de aproximadamente 50°C
a aproximadamente 225°C, mientras que la temperatura de salida estara en el intervalo de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 150°C. Los parametros preferidos incluyen presiones de atomizacion en el intervalo de
aproximadamente 0,14 MPa - 1,03 MPa (20-150 psi), y preferiblemente de aproximadamente 0,21-0,28 MPa a 0,69
MPa (30-40 a 100 psi). Tipicamente la presion de atomizacion usada sera una de las siguientes (MPa) 0,14, 0,21,
0,28, 0,34, 0,41, 0,48, 0,55, 0,62, 0,69, 0,76, 0,83 o superiores.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2735230 T3

El polvo de enzima secado por atomizacién o una formulacion del polvo de enzima secada por atomizacion en éster
de acido carboxilico, retiene sustancialmente su actividad enzimatica durante un periodo de tiempo prolongado
cuando se almacena a temperatura ambiente. El polvo de enzima secado por atomizaciéon o una formulacién del
polvo de enzima secada por atomizaciéon en éster de acido carboxilico, retiene sustancialmente su actividad
enzimatica a temperaturas elevadas durante periodos cortos de tiempo. En una realizacion, "retiene sustancialmente
su actividad enzimatica" significa que el polvo de enzima secado por atomizacion o una formulacion del polvo de
enzima secada por atomizacion en éster de acido carboxilico retiene aproximadamente 75 por ciento de la actividad
enzimatica de la enzima en el polvo de enzima secado por atomizacién o una formulacién del polvo de enzima
secada por atomizacién después de un periodo de almacenamiento prolongado a temperatura ambiente y/o después
de un periodo de almacenamiento corto a una temperatura elevada (superior a temperatura ambiente) en una
formulacion compuesta de un éster de acido carboxilico y el polvo de enzima, en comparacion con la actividad
enzimatica inicial del polvo de enzima antes de la preparacién de una formulacion compuesta del éster de acido
carboxilico y el polvo de enzima. El periodo de almacenamiento prolongado es un periodo de tiempo de
aproximadamente un afio a aproximadamente dos afios a temperatura ambiente. En una realizacion, el periodo de
almacenamiento corto es a una temperatura elevada durante un periodo de tiempo desde cuando se produce la
formulacién compuesta de un éster de acido carboxilico y el polvo de enzima a 40°C hasta aproximadamente ocho
semanas a 40°C. En ofra realizacion, la temperatura elevada esta en un intervalo de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 52°C. En una realizacion preferida, la temperatura elevada estda en un intervalo de
aproximadamente 30°C a aproximadamente 40°C.

En algunas realizaciones, el polvo de enzima secado por atomizacion tiene al menos 75 por ciento de actividad
enzimatica de la al menos una enzima después de ocho semanas de almacenamiento a 40°C en una formulacién
compuesta de un éster de acido carboxilico y el polvo de enzima, en comparacion con la actividad enzimatica inicial
del polvo de enzima antes de la preparacion de una formulaciéon compuesta del éster de acido carboxilico y el polvo
de enzima a 40°C. En otras realizaciones, el polvo de enzima tiene al menos 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100 por cien de la actividad enzimatica de la al menos una
enzima después de ocho semanas de almacenamiento a 40°C en una formulacién compuesta de un éster de acido
carboxilico y el polvo de enzima en comparacion con la actividad enzimatica inicial del polvo de enzima antes de la
preparacion de una formulacion compuesta del éster de acido carboxilico y el polvo de enzima a 40°C.
Preferiblemente, la actividad de perhidrolisis se mide como se describe en el ejemplo 8-13, véase mas adelante,
pero se puede usar cualquier método de medicién de la actividad de perhidrolisis en la practica de la presente
invencion.

En algunas realizaciones, se puede lograr mejora adicional de la actividad enzimatica a lo largo de los periodos de
tiempo expuestos por adicion de un tampoén que tiene capacidad de tamponamiento en un intervalo de pH de
aproximadamente 5,5 a aproximadamente 9,5, a la formulacion compuesta del éster de acido carboxilico y el polvo
de enzima secado por atomizacién. El tampoén adecuado para usar en la formulacion puede incluir sal de sodio, sal
de potasio o mezclas de sales de sodio o potasio de bicarbonato, pirofosfato, fosfato, metilfosfonato, citrato, acetato,
malato, fumarato, tartrato maleato o succinato. Los tampones preferidos para usar en la formulacién compuesta del
éster de acido carboxilico y el polvo de enzima secado por atomizacién incluyen la sal de sodio, sal de potasio o
mezclas de sales de sodio o potasio de bicarbonato, fosfato, metilfosfonato o citrato.

En realizaciones donde esta presente un tampodn en la formulacion de éster de acido carboxilico y polvo de enzima,
el tampon puede estar presente en un intervalo de aproximadamente 0,01% en peso a aproximadamente 50% en
peso, basado en el peso del éster de acido carboxilico en la formulacion compuesta de éster de acido carboxilico y
polvo de enzima. El tampoén puede estar presente en un intervalo mas preferido de aproximadamente 0,10% a
aproximadamente 10% basado en el peso del éster de acido carboxilico en la formulacion compuesta de éster de
acido carboxilico y polvo de enzima. Ademas, en estas realizaciones, la comparaciéon entre las actividades de
perhidrolisis de la enzima se determina entre (a) un polvo de enzima que retiene al menos 75 por ciento de la
actividad de perhidrdlisis de la al menos una enzima después de ocho semanas de almacenamiento a 40°C en una
formulacién compuesta de un éster de acido carboxilico, un tampoén que tiene una capacidad de tamponamiento en
un intervalo de pH de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 9,5, y el polvo de enzima, y (b) la actividad de
perhidrdlisis inicial del polvo de enzima antes de la preparacion de una formulacion compuesta del éster de acido
carboxilico, el tampdn que tiene una capacidad de tamponamiento en un intervalo de pH de aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 9,5, y el polvo de enzima.

Se pretende que el polvo de enzima secado por atomizacién sea almacenado como una formulacion en el
compuesto organico que es un sustrato para la al menos una enzima, tal como triacetina. En ausencia de perdxido
de hidrégeno afadido, la triacetina normalmente es hidrolizada en disolucién acuosa por una carbohidrato esterasa
CE-7 para producir diacetina y acido acético, y la produccion de acido acético produce una disminucion en el pH de
la mezcla de reaccion. Un requisito para la estabilidad en el almacenamiento a largo plazo de la enzima en triacetina
es que no haya reaccion significativa de la triacetina con nada de agua que pueda estar presente en la triacetina; la
especificacion para el contenido de agua en una triacetina comercial (suministrada por Tessenderlo Group, Brussels,
Bélgica) es 0,03% en peso de agua (300 ppm). Cualquier hidrélisis de la triacetina que se produzca durante el
almacenamiento de la enzima en triacetina produciria acido acético, lo que podria producir una disminucién de la
actividad o inactivacién de la actividad de perhidrélisis de las carbohidrato esterasas CE-7; la actividad de
perhidrolisis de las carbohidrato esterasas CE-7 tipicamente es inactivada a o por debajo de pH 5,0 (véase, la
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solicitud de patente de EE.UU. n® 12/539.025 de DiCosimo, R., et al.). El excipiente oligosacarido seleccionado para
usar en la presente solicitud debe proporcionar estabilidad de la enzima en el sustrato organico para la enzima en
condiciones donde se pueda generar acido acético debido a la presencia de concentraciones bajas de agua en la
formulacion.

Condiciones de reaccion adecuadas para la preparacion de peracidos catalizada por enzimas a partir de ésteres de
acidos carboxilicos y peréxido de hidrogeno

En un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para producir una formulacion acuosa que
comprende un peracido, haciendo reaccionar uno o mas ésteres de acidos carboxilicos con una fuente de
peroxigeno (peroxido de hidrégeno, perborato de sodio o percarbonato de sodio) en presencia de una formulacion
descrita antes que comprende un catalizador enzimatico que tiene actividad de perhidrélisis. El catalizador
enzimatico comprende al menos una enzima que tiene actividad de perhidrdlisis, en donde dicha enzima se clasifica
estructuralmente como un miembro de la familia de carbohidrato esterasas CE-7 (CE-7; véase Coutinho, P.M.,
Henrissat, B., véase antes). En otra realizacion, el catalizador de perhidrolasa se clasifica estructuralmente como
una cefalosporina C desacetilasa. En otra realizacién, el catalizador de perhidrolasa se clasifica estructuralmente
como una acetil xilan esterasa.

En una realizacion, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene actividad de perhidrdlisis y un
motivo identificativo que comprende:

a) un motivo RGQ como restos de aminoacidos 118-120;
b) un motivo GXSQG en los restos de aminoacidos 179-183; y

c) un motivo HE como restos de aminoacidos 298-299 cuando se alinea con la secuencia de referencia de SEQ ID
NO: 1 usando CLUSTALW.

En una realizaciéon adicional, el motivo identificativo comprende adicionalmente un cuarto motivo conservado
definido como un motivo LXD en los restos de aminoacidos 267-269 cuando se alinea con la secuencia de referencia
de SEQ ID NO: 1 usando CLUSTALW.

En otra realizacion, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene el presente motivo identificativo
y al menos 30% de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene actividad de perhidrolasa
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20,
21,22,23,24y 25.

En ofra realizacion, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene al menos 40% de identidad de
aminoacidos con un motivo identificativo contiguo definido como SEQ ID NO: 18, en donde se conservan los motivos
conservados descritos antes (es decir, RGQ, GXSQG y HE, y opcionalmente, LXD)

En otra realizacion, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene una secuencia de aminoacidos

seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20,

21, 22, 23, 24 y 25, en donde dicha enzima puede tener una o mas adiciones, eliminaciones o sustituciones siempre

que se conserve el motivo identificativo y se retenga la actividad de perhidrolasa.

Los sustratos ésteres de acidos carboxilicos adecuados pueden incluir ésteres que tengan la siguiente formula:
[XImRs

en donde X = es un grupo éster de formula RsC(O)O

Re = resto hidrocarbilo lineal, ramificado o ciclico, C1 a C7, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo o grupos
alcoxi C1 a C4, en donde Rs opcionalmente comprende uno o mas enlaces éter donde Rs = C2 a C7;

Rs = un resto hidrocarbilo lineal, ramificado o ciclico, C1 a C6, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo; en
donde cada atomo de carbono en Rs comprende individualmente no mas de un grupo hidroxilo o no mas de un
grupo éster;

en donde Rs opcionalmente comprende uno o mas enlaces éter;
m = de 1 al nimero de atomos de carbono en Rs; y
en donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25°C.

En otras realizaciones, los sustratos adecuados pueden incluir también ésteres de formula:
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O

R——C——0—R,

en donde R = alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C7, opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un
grupo alcoxi C1 a C4 y R, = alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C10, alquenilo, alquinilo, arilo,
alquilarilo, alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH2CH»-O),H o (CH2CH(CHs3)-O)sHy n=de 1 a 10.

En otras realizaciones, los sustratos ésteres de acidos carboxilicos pueden incluir glicéridos de formula:

|C|)
C

R O——CH,——CH——CH,——OR,

OR;

en donde R = alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C7, opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un
grupo alcoxi C1 a C4 y Rs3 y R4 son individualmente H o R1C(O).

En otras realizaciones, Rs es resto hidrocarbilo lineal C1 a C7, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo o
grupos alcoxi C1 a C4, que comprende opcionalmente uno o mas enlaces éter. En otras realizaciones preferidas, Rg
es resto hidrocarbilo lineal C2 a C7, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo y/o que comprende
opcionalmente uno o mas enlaces éter.

En otras realizaciones, los sustratos ésteres de acidos carboxilicos adecuados también pueden incluir sacaridos
acetilados seleccionados del grupo que consiste en mono, di y polisacaridos acetilados. En realizaciones preferidas,
los sacaridos acetilados incluyen mono, di y polisacaridos acetilados. En otras realizaciones, los sacaridos acetilados
se seleccionan del grupo que consiste en xilano acetilado, fragmentos de xilano acetilado, xilosa acetilada (tal como
tetraacetato de xilosa), glucosa acetilada (tal como pentaacetato de glucosa), B-D-ribofuranosa-1,2,3,5-tetraacetato,
tri-O-acetil-D-galactal, tri-O-acetil-D-glucal, y celulosa acetilada. En realizaciones preferidas, el sacarido acetilado se
selecciona del grupo que consiste en B-D-ribofuranosa-1,2,3,5-tetraacetato, tri-O-acetil-D-galactal, tri-O-acetil-D-
glucal, y celulosa acetilada. Como tales, los carbohidratos acetilados pueden ser sustratos adecuados para generar
acidos peroxicarboxilicos usando los presentes métodos y sistemas (es decir, en presencia de una fuente de
peroxigeno).

En realizaciones adicionales, el sustrato éster de acido carboxilico puede incluir monoacetina; triacetina;
monopropionina; dipropionina; tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina; pentaacetato de glucosa;
tetraacetato de xilosa; xilano acetilado; fragmentos de xilano acetilado; B-D-ribofuranosa-1,2,3,5-tetraacetato; tri-O-
acetil-D-galactal; tri-O-acetilglucal; diacetato de propilenglicol; diacetato de etilenglicol; monoésteres o diésteres de
1,2-etanodiol; 1,2-propanodiol; 1,3-propanodiol; 1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol; 2,3-butanodiol; 1,4-butanodiol; 1,2-
pentanodiol; 2,5-pentanodiol; 1,6-pentanodiol, 1,2-hexanodiol; 2,5-hexanodiol; 1,6-hexanodiol o cualquier
combinacién de los mismos. En realizaciones preferidas de los presentes métodos y sistemas, el sustrato
comprende triacetina.

El éster de acido carboxilico esta presente en la formulacién de reaccidon en una concentracion suficiente para
producir la concentracion deseada de peracido tras la perhidrélisis catalizada por enzima. No es necesario que el
éster de acido carboxilico sea completamente soluble en la formulacién de la reaccion, pero que tenga suficiente
solubilidad para permitir la conversion del éster por el catalizador de perhidrolasa en el correspondiente peracido. El
éster de acido carboxilico esta presente en la formulaciéon de la reacciéon en una concentracion de 0,05% en peso a
40% en peso de la formulacién de la reaccion, preferiblemente en una concentracion de 0,1% en peso a 20% en
peso de la formulacién de la reaccion, y mas preferiblemente en una concentracion de 0,5% en peso a 10% en peso
de la formulacion de la reaccion.

La fuente de peroxigeno puede incluir peroxido de hidrégeno, aductos de perdxido de hidrogeno (p. ej., aducto de
urea-peroxido de hidrogeno (perdxido de carbamida)) sales de perborato y sales de percarbonato. La concentracion
del compuesto de peroxigeno en la formulacidon de la reaccion puede estar en el intervalo de 0,0033% en peso a
aproximadamente 50% en peso, preferiblemente de 0,033% en peso a aproximadamente 40% en peso, mas
preferiblemente de 0,33% en peso a aproximadamente 30% en peso.

Muchos catalizadores de perhidrolasa (células enteras, células enteras permeabilizadas y extractos de células
enteras parcialmente purificados) se ha descrito que tienen actividad de catalasa (EC 1.11.1.6). Las catalasas
catalizan la conversion de peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua. En un aspecto, el catalizador de perhidrélisis
carece de actividad de catalasa. En otro aspecto, se afade un inhibidor de catalasa a la formulacién de la reaccién.
Los ejemplos de inhibidores de catalasa incluyen azida soédica y sulfato de hidroxilamina. Un experto en la técnica
puede ajustar la concentracion del inhibidor de catalasa segun sea necesario. La concentracion del inhibidor de
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catalasa tipicamente esta en el intervalo de 0,1 mM a aproximadamente 1 M; preferiblemente de aproximadamente 1
mM a aproximadamente 50 mM; mas preferiblemente de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM. En un
aspecto, la concentracion de azida sodica tipicamente estd en el intervalo de aproximadamente 20 mM a
aproximadamente 60 mM, mientras que la concentraciéon del sulfato de hidroxilamina tipicamente es de
aproximadamente 0,5 mM a aproximadamente 30 mM, preferiblemente aproximadamente 10 mM.

En otra realizacion, el catalizador enzimatico carece de actividad de catalasa significativa o se disefia para disminuir
o eliminar la actividad de catalasa. La actividad de catalasa en una célula hospedante se puede regular por
disminucion o eliminar por alteracion de la expresion del gen o genes responsables de la actividad de catalasa
usando técnicas bien conocidas que incluyen mutagénesis de transposones, expresion de ARN antiparalelo,
mutagénesis dirigida y mutagénesis aleatoria. En una realizacién preferida, el gen o genes que codifican la actividad
de catalasa enddgena son regulados por disminucidon o alterados (es decir, inactivados). Como se usa en la
presente memoria, un gen "alterado" es uno en el que la actividad y/o funcién de la proteina codificada por el gen
modificado ya no esta presente. Los medios para alterar un gen son bien conocidos en la técnica y pueden incluir
inserciones, eliminaciones o mutaciones en el gen siempre que ya no esta presente la actividad y/o funcion de la
proteina correspondiente. En una realizacion preferida adicional, el hospedante de produccion es un hospedante de
produccion E. coli que comprende un gen de catalasa alterado seleccionado del grupo que consiste en katG y katE
(véase la solicitud de patente de EE.UU. publicada N° 2008-0176299). En otra realizacion, el hospedante de
produccion es una cepa de E. coli que comprende una regulacion por disminucion y/o alteracion en los genes de
catalasa tanto katg1 como katE.

La concentracion del catalizador en la formulacién de la reaccién acuosa depende de la actividad catalitica
especifica del catalizador, y se elige para obtener la velocidad de reaccion deseada. El peso del catalizador en las
reacciones de perhidrdlisis tipicamente esta en el intervalo de 0,0001 mg a 10 mg por ml de volumen de reaccion
total, preferiblemente de 0,001 mg a 2,0 mg por ml. El catalizador de también se puede inmovilizar sobre un soporte
soluble o insoluble usando métodos bien conocidos para los expertos en la técnica; véase, por ejemplo,
Immobilization of Enzymes and Cells; Gordon F. Bickerstaff, Editor; Humana Press, Totowa, NJ, USA; 1997. El uso
de catalizadores inmovilizados permite la recuperacion y reutilizacion del catalizador en reacciones posteriores. El
catalizador enzimatico puede estar en forma de células microbianas enteras, células microbianas permeabilizadas,
extractos de células microbianas, enzimas parcialmente purificadas o purificadas, y sus mezclas.

En un aspecto, la concentracion de peracido generada por la combinacion de perhidroélisis quimica y perhidrolisis
enzimatica del éster de acido carboxilico es suficiente para proporcionar una concentracion eficaz de peracido para
blanqueo o desinfeccién a un pH deseado. En otro aspecto, los presentes métodos proporcionan combinaciones de
enzimas y sustratos de enzimas para producir la concentracion eficaz deseada de peracido, donde, en ausencia de
enzima afadida, hay una concentracion significativamente menor de peracido producido. Aunque en algunos casos
puede haber perhidrélisis quimica sustancial del sustrato enzimatico por reacciéon quimica directa de perdxido
inorganico con el sustrato enzimatico, puede no haber una concentracion suficiente de peracido generado para
proporcionar una concentracion eficaz de peracido en las aplicaciones deseadas, y se logra un aumento significativo
de la concentraciéon de peracido total por la adicién de un catalizador de perhidrolasa adecuado a la formulacién de
la reaccion.

La concentracion de peracido generada (tal como acido peracético) por la perhidrélisis de al menos un éster de
acido carboxilico es al menos aproximadamente 20 ppm, preferiblemente al menos 100 ppm, mas preferiblemente al
menos aproximadamente 200 ppm de peracido, mas preferiblemente al menos 300 ppm, mas preferiblemente al
menos 500 ppm, mas preferiblemente al menos 700 ppm, mas preferiblemente al menos aproximadamente 1000
ppm de peracido, lo mas preferiblemente al menos 2000 ppm de peracido en el espacio de 10 minutes,
preferiblemente en el espacio de 5 minutos, mas preferiblemente en el espacio de 1 minuto de inicio de la reaccion
de perhidrolisis. La formulacion del producto que comprende el peracido se puede diluir opcionalmente con agua, o
una disoluciéon compuesta predominantemente de agua, para producir una formulacién con la concentracion de
peracido menor deseada. En un aspecto, el tiempo de reaccién requerido para producir la concentracion deseada
de peracido no es mayor de aproximadamente dos horas, preferiblemente no mayor de aproximadamente 30
minutos, mas preferiblemente no mayor de aproximadamente 10 minutos, y lo mas preferiblemente en
aproximadamente 5 minutos o menos. En otros aspectos, una superficie dura u objeto inanimado contaminado con
un contaminante(s) bioldgico(s) se pone en contacto con el peracido formado de acuerdo con los procedimientos
descritos en la presente memoria en el espacio de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 168 horas de la
combinacién de dichos componentes de reaccién, o en el espacio de aproximadamente 5 minutos a
aproximadamente 48 horas, o en el espacio de aproximadamente 5 minutos a 2 horas de la combinacién de dichos
componentes de reaccién, o cualquier intervalo de tiempo dentro de los mismos.

En otro aspecto, el acido peroxicarboxilico formado de acuerdo con los procedimientos descritos en la presente
memoria se usa en una aplicacion para el cuidado de la ropa, en donde el acido peroxicarboxilico se pone en
contacto con un articulo de ropa o un producto textil para proporcionar un beneficio, tal como desinfeccién,
blanqueo, decoloracion, higienizacion, desodorizacion o una combinacion de los mismos. El acido peroxicarboxilico
se puede usar en una variedad de productos para el cuidado de la ropa que incluyen tratamientos de prelavado de
productos textiles, detergentes para ropa, quitamanchas, composiciones de blanqueo, composiciones
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desodorizantes y agentes de aclarado. En una realizacién, el presente procedimiento para producir un acido
peroxicarboxilico para una superficie objetivo se lleva a cabo in situ.

En el contexto de las aplicaciones del cuidado de la ropa, la expresién "poner en contacto un articulo de ropa o
producto textil" significa que el articulo de ropa o producto textil se expone a una formulacién descrita en la presente
memoria. Para este fin, hay una serie de formatos que puede se pueden usar en la formulacién para tratar articulos
de ropa o productos textiles, que incluyen liquido, sélidos, gel, pasta, barras, comprimidos, pulverizador, espuma,
polvo o granulos y se pueden suministrar por dosificacion manual, dosificacion unitaria, dosificacion desde un
sustrato, pulverizacion y dosificacion automatica de una lavadora o secadora. Las composiciones granulares
también pueden estar en forma compacta; las composiciones liquidas también pueden estar en una forma
concentrada.

Cuando las formulaciones descritas en la presente memoria se usan en una lavadora, la formulacién puede contener
ademas componentes tipicos para detergentes para ropa. Por ejemplo, los componentes tipicos incluyen
tensioactivos, agentes blanqueantes, activadores de blanqueo, enzimas adicionales, supresores de espuma,
dispersantes, dispersantes, dispersantes de jabdon de cal, agentes de suspension y antirredeposicion de la suciedad,
agentes suavizantes, inhibidores de la corrosion, inhibidores de suciedad, germicidas, agentes de ajuste del pH,
fuentes de alcalinidad no mejoradoras de la detergencia, agentes quelantes, cargas organicas y/u inorganicas,
disolventes, hidrétropos, abrillantadores opticos, colorantes y perfumes.

Las formulaciones descritas en la presente memoria también se pueden usar como productos aditivos de
detergentes en forma sélida o liquida. Dichos productos aditivos se pretende que complementen o refuercen el
rendimiento de las composiciones de detergentes convencionales y se pueden afiadir en cualquier etapa del
procedimiento de limpieza.

En relacion con los presentes sistemas y métodos para el cuidado de la ropa donde el peracido se genera para uno
o0 mas de blanqueo, eliminacion de manchas y reduccion de olor, la concentracién de peracido generado (p. €j.,
acido peracético) por la perhidrélisis de al menos un éster de acido carboxilico puede ser al menos
aproximadamente 2 ppm, preferiblemente al menos 20 ppm, preferiblemente al menos 100 ppm, y mas
preferiblemente al menos aproximadamente 200 ppm de peracido. En relacion con los presentes sistemas y
métodos para el cuidado de la ropa donde se genera el peracido para desinfeccion o higienizacion, la concentracion
de peracido generado (p. €j., acido peracético) por la perhidrélisis de al menos un éster de acido carboxilico puede
ser al menos de aproximadamente 2 ppm, mas preferiblemente al menos 20 ppm, mas preferiblemente al menos
200 ppm, mas preferiblemente al menos 500 ppm, mas preferiblemente al menos 700 ppm, mas preferiblemente al
menos aproximadamente 1000 ppm de peracido, lo mas preferiblemente al menos 2000 ppm de peracido en el
espacio de 10 minutos, preferiblemente en el espacio de 5 minutos, y lo mas preferiblemente en el espacio de 1
minuto del inicio de la reaccion de perhidrélisis. La mezcla del producto que comprende el peracido se puede diluir
opcionalmente con agua, o una disolucion compuesta predominantemente de agua, para producir una mezcla con la
concentracion de peracido menor deseada. En un aspecto de los presentes métodos y sistemas, el tiempo de
reaccion requerido para producir la concentracion deseada de peracido no es mayor de aproximadamente dos
horas, preferiblemente no mayor de aproximadamente 30 minutos, mas preferiblemente no mayor de
aproximadamente 10 minutos, incluso mas preferiblemente no mayor de aproximadamente 5 minutos, y lo mas
preferiblemente de aproximadamente 1 minuto o menos.

La temperatura de la reaccion se elige para controlar tanto la velocidad de reaccion como la estabilidad de la
actividad del catalizador enzimatico. La temperatura de la reaccion puede estar en el intervalo de justo por encima
del punto de congelacion de la formulacion de la reaccion (aproximadamente 0°C) a aproximadamente 95°C, con un
intervalo preferido de temperatura de reaccion de aproximadamente 5°C a aproximadamente 55°C.

El pH de la formulacién de la reaccion final que contiene peracido es de aproximadamente 2 a aproximadamente 9,
preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, mas preferiblemente de aproximadamente 5 a
aproximadamente 8, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 8, y todavia incluso
mas preferiblemente de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 7,5. En otra realizacién, el pH de la formulacién
de la reaccion es acido (pH <7). El pH de la reaccion, y de la formulacion de la reaccion final, se puede controlar
opcionalmente por la adicion de un tampdn adecuado, que incluye bicarbonato, pirofosfato, fosfato, metilfosfonato,
citrato, acetato, malato, fumarato, tartrato maleato o succinato. La concentracién de tampoén, cuando se usa,
tipicamente es de 0,1 mM a 1,0 M, preferiblemente de 1 mM a 300 mM, lo mas preferiblemente de 10 mM a 100
mM.

En otro aspecto, la formulacion de la reaccion de perhidrélisis enzimatica puede contener un disolvente organico que
actia como un dispersante para aumentar la velocidad de disolucion del éster de acido carboxilico en la formulaciéon
de la reaccién. Dichos disolventes incluyen éter metilico del propilenglicol, acetona, ciclohexanona, éter butilico del
dietilenglicol, éter metilico del tripropilenglicol, éter metilico del dietilenglicol, éter butilico del propilenglicol, éter
metilico del dipropilenglicol, ciclohexanol, alcohol bencilico, isopropanol, etanol, propilenglicol, y sus mezclas.

En otro aspecto, el producto de perhidrélisis enzimatica puede contener componentes adicionales que proporcionan
funcionalidad deseable. Estos componentes adicionales incluyen tampones, mejoradores de la detergencia, agentes

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2735230 T3

espesantes, emulsionantes, tensioactivos, agentes humectantes, inhibidores de la corrosiéon (tales como
benzotriazol), estabilizadores de enzimas y estabilizadores de peroxido (p. ej., agentes quelantes de iones
metalicos). Muchos de los componentes adicionales son bien conocidos en la industria de los detergentes (véase,
por ejemplo, la patente de EE.UU. 5.932.532).Los ejemplos de emulsionantes incluyen poli(alcohol vinilico) o
polivinilpirrolidona. Los ejemplos de agentes espesantes incluyen LAPONITE® RD, almidéon de maiz, PVP,
CARBOWAX®, CARBOPOL®, CABOSIL®, polisorbato 20, PVA vy lecitina. Los ejemplos de sistemas de
tamponamiento incluyen fosfato de sodio monobasico/fosfato de sodio dibasico; acido sulfamico/trietanolamina;
acido citrico/trietanolamina;  acido tartarico/trietanolamina;  acido  succinico/trietanolamina; 'y  acido
acético/trietanolamina. Los ejemplos de tensioactivos incluyen a) tensioactivos no ionicos tales como copolimeros de
bloques de 6xido de etileno u 6xido de propileno, alcoholes primarios y secundarios lineales y ramificados etoxilados
o propoxilados, y 6xidos de fosfina alifaticos; b) tensioactivos cationicos tales como compuestos de amonio
cuaternario, en particular compuestos de amonio cuaternario que tienen un grupo alquilo C8-C20 unido a un atomo
de nitrébgeno adicionalmente unido a tres grupos alquilo C1-C2; c) tensioactivos anionicos tales como acidos
alcanocarboxilicos (p. €j., acidos grasos C8-C20), alquilfosfonatos, alcanosulfonatos (p. e€j., dodecilsulfato de sodio
"SDS") o alquilbencenosulfonatos lineales o ramificados, alcanosulfonatos; y d) tensioactivos anféteros y de ion
hibrido, tales como acidos aminocarboxilicos, acidos aminodicarboxilicos, alquilbetainas y sus mezclas.
Componentes adicionales pueden incluir fragancias, colorantes, estabilizantes de perdxido de hidrégeno (p. €j.,
quelantes de metales tales como acido 1-hidroxietiliden -1,1-difosfénico (DEQUEST® 2010, Solutia Inc., St. Louis,
MO vy 4&cido etilenediaminotetraacético (EDTA)), TURPINAL® SL (n° CAS 2809-21-4), DEQUEST® 0520,
DEQUEST® 0531, estabilizantes de la actividad enzimatica (p. ej., polietilenglicol (PEG)), y mejoradores de la
detergencia.

Produccidn in situ de peracidos usando un catalizador de perhidrolasa

Las cefalosporina C desacetilasas (E.C. 3.1.1.41; nombre sistematico cefalosporina C acetilhidrolasas; CAH) son
enzimas que tiene la capacidad de hidrolizar el enlace éster del acetilo en las cefalosporinas tales como la
cefalosporina C, acido 7-aminocefalosporanico y acido 7-(tiofeno-2-acetamido)cefalosporanico (Abbott, B. y Fukuda,
D., Appl. Microbiol. 30(3):413-419 (1975)). Las CAH pertenecen a una familia mayor de enzimas estructuralmente
relacionadas denominadas la familia siete de carbohidrato esterasas ("CE-7"; Coutinho, P.M., Henrissat, B., véase
antes).

La familia de carbohidrato esterasas CE-7 incluye tanto las CAH como las acetil xilan esterasas (AXE; E.C.
3.1.1.72). Los miembros de la familia CE-7 comparten un motivo estructural comun y son bastante inusuales en
cuanto que tipicamente presentan actividad de hidrdlisis de éster tanto para xilooligosacaridos acetilados como para
cefalosporina C acetilada, sugiriendo que la familia CE-7 representa una sola clase de proteinas con una actividad
de desacetilasa multifuncional contra una variedad de sustratos pequeiios (Vincent et al., véase antes). Vincent et
al., describen la similitud estructural entre los miembros de esta familia y define un motivo de secuencia identificativa
caracteristica de la familia CE-7.

Los miembros de la familia CE-7 se encuentran en plantas, hongos (p. ej., Cephalosporidium acremonium),
levaduras (p. €j., Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis), y bacterias tales como Thermoanaerobacterium
sp.; Norcardia lactamdurans, y varios miembros del género Bacillus (Politino et al., Appl. Environ. Microbiol.,
63(12):4807-4811 (1997); Sakai et al., J. Ferment. Bioeng. 85:53-57 (1998); Lorenz, W. y Wiegel, J., J. Bacteriol
179:5436-5441 (1997); Cardoza et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 54(3):406-412 (2000); Mitsushima et al., véase
antes; Abbott, B. y Fukuda, D., Appl. Microbiol. 30(3):413-419 (1975); Vincent et al., véase antes; Takami et al.,
NAR, 28(21):4317-4331 (2000); Rey et al., Genome Biol., 5(10): articulo 77 (2004); Degrassi et al., Microbiology.,
146:1585-1591 (2000); patente de EE.UU. 6.645.233;. patente de EE.UU. 5.281.525; patente de EE.UU. 5.338.676;
y WO 99/03984.

El documento WO2007/070609 y las publicaciones de solicitudes de patente de EE.UU. N° 2008/0176299 vy
2008/176783 de DiCosimo et al. describen varias enzimas estructuralmente clasificadas como enzimas CE-7 que
tienen actividad de perhidrolisis adecuada para producir concentraciones eficaces de peracidos a partir de una
variedad de sustratos ésteres de acidos carboxilicos cuando se combinan con una fuente de peroxigeno. También
se describen variantes de enzimas CE-7 que tienen mejor actividad de perhidrdlisis en la solicitud de patente de
EE.UU. copresentada, copropiedad y en tramitacion junto con la presente (N° de expediente del apoderado CL4392
US NA).

El presente método produce concentraciones eficaces, Utiles industrialmente de peracidos in situ en condiciones de
reaccion acuosas usando la actividad de perhidrolasa de una enzima que pertenece a la familia CE-7 de las
carbohidrato esterasas.

Método de ensayo de HPLC para determinar la concentracion de peracido y perdxido de hidrégeno.

Se puede usar una variedad de métodos analiticos en los presentes métodos para analizar los reaccionantes y
productos, que incluyen valoracion, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de gases (GC),
espectroscopia de masas (MS), electroforesis capilar (CE), el procedimiento analitico descrito por U. Karst et al.,
(Anal. Chem., 69(17):3623-3627 (1997)), y el ensayo del 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotazolina)-6-sulfonato (ABTS) (S.
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Minning, et al., Analytica Chimica Acta 378:293-298 (1999) y el documento WO 2004/058961 A1) como se describe
en los presentes ejemplos.

Determinacion de la concentracion biocida minima de peracidos

El método descrito por J. Gabrielson, et al. (J. Microbiol. Methods 50: 63-73 (2002)) se puede usar para la
determinacion de la concentraciéon minima biocida (MBC) de peracidos, o de perdxido de hidrégeno y sustratos
enzimaticos. El método de ensayo se basa en la inhibicion de la reduccion de XTT, donde XTT ((2,3-bis[2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil]-5-[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazolio, sal interna, sal monosédica) es un colorante de
oxidorreduccion que indica la actividad respiratoria microbiana por un cambio en la densidad éptica (OD) medida a
490 nm o 450 nm. Sin embargo, hay una variedad de otros métodos disponibles para ensayar la actividad de
desinfectantes y antisépticos que incluyen recuentos en placa de viables, recuentos microscopicos directos, peso
seco, mediciones de turbidez, absorbancia y bioluminiscencia (véase, por ejemplo, Brock, Semour S., Disinfection.
Sterilization, and Preservation, 52 edicion, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, USA; 2001).

Usos de composiciones de acido peroxicarboxilico preparadas enzimaticamente

El acido peroxicarboxilico generado por catalizador enzimatico producido de acuerdo con el presente método, se
puede usar en una variedad de aplicaciones de superficies duras/objetos inanimados para la reduccion de
concentraciones de contaminantes biologicos, tales como la descontaminacion de instrumentos médicos (p. €j.,
endoscopios), productos textiles (p. ej., prendas de vestir, alfombras), superficies de preparacion de alimentos,
equipo de almacenamiento de alimentos y envasado de alimentos, materiales usados para el envasado de
productos alimenticios, instalaciones de incubacion y cria de pollos, recintos para animales y aguas de proceso
gastadas, que tienen actividad microbiana y/o viricida. Los acidos peroxicarboxilicos generados por enzimas se
pueden usar en formulaciones disefiadas para inactivar priones (p. €j., determinadas proteasas) para proporcionar
adicionalmente actividad biocida. En un aspecto preferido, las presentes composiciones de acido peroxicarboxilico
son particularmente Utiles como un agente desinfectante para instrumentos médicos que no se pueden someter al
autoclave y equipos de envasado de alimentos. Puesto que la formulacion que contiene acido peroxicarboxilico se
puede preparar usando componentes GRAS o de calidad alimentaria (enzima, sustrato enzimatico, peréxido de
hidrégeno y tampoén), el acido peroxicarboxilico generado por enzima también se puede usar para la
descontaminacion de carcasas de animales, carne, frutas y verduras, o para la descontaminacion de alimentos
preparados. El acido peroxicarboxilico generado por enzima se puede incorporar en un producto cuya forma final es
un polvo, liquido, gel, pelicula, sélido o aerosol. El acido peroxicarboxilico generado por enzima se puede diluir a una
concentracion que proporcione todavia una descontaminacion eficaz.

Las composiciones que comprenden una concentracion eficaz de acido peroxicarboxilico se pueden usar para
desinfectar superficies y/u objetos contaminados (o que se sospecha que estan contaminados) con contaminantes
biolégicos, poniendo en contacto la superficie u objeto con los productos producidos por los presentes
procedimientos. Como se usa en la presente memoria, "poner en contacto" se refiere a poner una composicion
desinfectante que comprende una concentracién eficaz de acido peroxicarboxilico en contacto con la superficie o el
objeto inanimado que se sospecha que esta contaminado con un contaminante biolégico, durante un periodo de
tiempo suficiente para limpiar y desinfectar. Poner en contacto incluye pulverizar, tratar, sumergir, lavar por
descarga, verter sobre o en, mezclar, combinar, pintar, recubrir, aplicar, fijar en y comunicar de otra forma una
disoluciéon o composicion del acido peroxicarboxilico que comprende una concentracion eficaz de acido
peroxicarboxilico, o una disolucién o composicién que forma una concentracién eficaz de acido peroxicarboxilico,
con la superficie o el objeto inanimado que se sospecha que esta contaminado con una concentracion de un
contaminante bioldgico. Las composiciones desinfectantes se pueden combinar con una composicion de limpieza
para proporcionar tanto limpieza como desinfeccion. Alternativamente, se puede incorporar un agente de limpieza (p.
€j., un tensioactivo o detergente) en la formulacién para proporcionar tanto limpieza como desinfeccion en una sola
composicion.

Las composiciones que comprenden una concentracion eficaz de acido peroxicarboxilico también pueden contener
al menos un agente antimicrobiano adicional, combinaciones de proteasas que degradan priones, un viricida, un
esporicida o un biocida. Las combinaciones de estos agentes con el acido peroxicarboxilico producido por los
procedimientos reivindicados pueden proporcionar efectos mayores y/o sinérgicos cuando se usan para limpiar y
desinfectar superficies y/u objetos contaminados (o que se sospecha que estan contaminados) con contaminantes
bioldgicos. Los agentes antimicrobianos adecuados incluyen ésteres carboxilicos (p. €j., p-hidroxi-benzoatos de
alquilo y cinamatos de alquilo); acidos sulfénicos (p. €j., acido dodecilbencenosulfénico); compuestos de yodo o
compuestos de haldégeno activos (p. €j., halégenos elementales, 6xidos de halégeno (p. ej., NaOCI, HOCI, HOBr,
ClOy), yodo, interhaluros (p. €j., monocloruro de yodo, dicloruro de yodo, tricloruro de yodo, tetracloruro de yodo,
cloruro de bromo, monobromuro de yodo o dibromuro de yodo), polihaluros, sales de hipoclorito, acido hipocloroso,
sales de hipobromito, acido hipobromoso, cloro- y bromo-hidantoinas, diéxido de cloro y clorito sédico); perdxidos
organicos que incluyen peroxido de benzoilo, perdxidos de alquilbenzoilo, ozono, generadores de oxigeno singlete, y
sus mezclas; derivados fendlicos (tales como o-fenil-fenol, o-bencil-p-clorofenol, terc-amil-fenol e hidroxibenzoatos
de alquilo-C+-Cg); compuestos de amonio cuaternario (tales como cloruro de alquildimetilbencilamonio, cloruro de
dialquildimetilamonio y sus mezclas); y mezclas de dichos agentes antimicrobianos, en una cantidad suficiente para
proporcionar el grado deseado de proteccion microbiana. Las cantidades eficaces de agentes antimicrobianos
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incluyen de aproximadamente 0,001% en peso a aproximadamente 60% en peso de agente antimicrobiano, de
aproximadamente 0,01% en peso a aproximadamente 15% en peso de agente antimicrobiano o de
aproximadamente 0,08% en peso a aproximadamente 2,5% en peso de agente antimicrobiano.

En un aspecto, los acidos peroxicarboxilicos formados por el presente procedimiento se pueden usar para reducir la
concentracion de contaminantes bioldgicos viables (tales como una poblaciéon microbiana viable) cuando se aplican
sobre y/o en un sitio. Como se usa en la presente memoria, un "sitio" comprende parte o todo de una superficie
objetivo adecuada para la desinfeccion o blanqueo. Las superficies objetivo incluyen todas las superficies que
puedan estar potencialmente contaminadas con contaminantes bioldgicos. Los ejemplos no limitantes incluyen
superficies de equipos que se encuentran en la industria de los alimentos o bebidas (tales como tanques,
transportadores, suelos, desaguies, refrigeradores, congeladores, superficies de equipos, paredes, valvulas, cintas
transportadoras, tuberias, desagles, juntas, grietas, y sus combinaciones); superficies de edificios (tales como
paredes, suelos y ventanas); tuberias y desagiies no relacionados con la industria alimentaria, que incluyen
instalaciones de tratamiento de aguas, piscinas y balnearios y tanques de fermentacion; superficies hospitalarias y
veterinarias (tales como paredes, suelos, camas, equipos (tales como endoscopios), ropa usada en entornos
hospitalarios/veterinarios y otros entornos sanitarios, incluyendo ropa, cepillos, zapatos y ofras superficies
hospitalarias o veterinarias); superficies de restaurantes; superficies de bafios; inodoros; ropas y zapatos; superficies
de cuadras o establos para ganado, tales como aves de corral, ganado, vacas lecheras, cabras, caballos y cerdos;
criaderos para pollos o para gambas; y superficies farmacéuticas o biofarmacéuticas (p. €j., equipo de fabricacion
farmacéutico o biofarmacéutico, ingredientes farmacéuticos o biofarmacéuticos, excipientes farmacéuticos o
biofarmacéuticos). Las superficies duras adicionales también incluyen productos alimenticios tales como carne de
vaca, pollo, cerdo, verduras, frutas, mariscos, y sus combinaciones. El sitio también puede incluir materiales
absorbentes de agua tales como ropa blanca y otros productos textiles infectados. El sitio también incluye plantas
recolectadas o productos de plantas que incluyen semillas, cormos, tubérculos, frutas y verduras, plantas en
crecimiento y en especial plantas de cultivos, que incluyen cereales, verduras de hoja y cultivos de ensaladas,
hortalizas de raiz, legumbres, frutas de bayas, frutas citricas y frutas duras.

Los ejemplos de materiales de superficies duras son metales (p. €j., acero, acero inoxidable, cromo, titanio, hierro,
cobre, bronce, aluminio y sus aleaciones), minerales (p. €j., cemento), polimeros y plasticos (p. €j., poliolefinas, tales
como polietileno, polipropileno, poliestireno, poli(met)acrilato, poliacrilonitrilo, polibutadieno, poli(acrilonitrilo,
butadieno, estireno), poli(acrilonitrilo, butadieno), acrilonitrilo butadieno; poliésteres tales como poli(tereftalato de
etileno); y poliamidas tales como nailon). Superficies duras adicionales incluyen ladrillo, teja, ceramica, porcelana,
madera, vinilo, lindleo y alfombra.

Los acidos peroxicarboxilicos formados por el presente procedimiento se pueden usar para proporcionar un
beneficio a un producto textil que incluye blanqueo, desinfeccion, higienizacion, decoloraciéon y desodorizacion. Los
acidos peroxicarboxilicos formados por el presente procedimiento se pueden usar en cualquiera de una serie de
productos para el cuidado de la ropa que incluyen tratamientos de prelavado de productos textiles, detergentes para
ropa, quitamanchas, composiciones de blanqueo, composiciones desodorizantes y agentes de aclarado.

Expresién microbiana recombinante

Los genes y productos génicos de las presentes secuencias se pueden producir en células hospedantes
heterdlogas, en particular en células de hospedantes microbianos. Las células hospedantes heterdlogas preferidas
de los presentes genes y moléculas de acido nucleico son hospedantes microbianos que se pueden encontrar en
familias de hongos y bacterias y que crecen en un amplio intervalo de temperatura, valores de pH y tolerancias de
disolventes. Por ejemplo, esta contemplado que cualquier bacteria, levadura y hongo filamentoso pueda ser
hospedante adecuado para la expresion de las presentes moléculas de acido nucleico. La perhidrolasa puede ser
expresada de forma intracelular, extracelular o una combinacién tanto intracelular como extracelular, donde la
expresion extracelular hace mas facil la recuperacion de la proteina deseada de un producto de fermentacion que
los métodos para la recuperacion de proteinas producidas por expresion intracelular. La transcripcion, traduccion y el
aparato biosintético de la proteina permanece invariable con respecto a la materia prima celular usada para generar
la biomasa celular; los genes seran expresados independientemente. Los ejemplos de cepas de hospedantes
incluyen especies de bacterias, hongos o levaduras tales como Aspergillus, Trichoderma, Saccharomyces, Pichia,
Phaffia, Kluyveromyces, Candida, Hansenula, Yarrowia, Salmonella, Bacillus, Acinetobacter, Zymomonas,
Agrobacterium, Erythrobacter, Chlorobium, Chromatium, Flavobacterium, Cytophaga, Rhodobacter, Rhodococcus,
Streptomyces, Brevibacterium, Corynebacteria, Mycobacterium, Deinococcus, Escherichia, Erwinia, Pantoea,
Pseudomonas, Sphingomonas, Metilomonas, Metilobacter, Metilococcus, Metilosinus, Metilomicrobium, Metilocystis,
Alcaligenes, Synechocystis, Synechococcus, Anabaena, Thiobacillus, Methanobacterium, Klebsiella y Myxococcus.
En una realizacion, las cepas de hospedantes bacterianos incluyen Escherichia, Bacillus, Kluyveromyces y
Pseudomonas. En una realizacién preferida, la célula hospedante bacteriana es Escherichia coli.

El crecimiento microbiano y expresion funcional de genes a gran escala puede usar una amplia variedad de
carbohidratos simples o complejos, acidos organicos y alcoholes o hidrocarburos saturados, tales como metano o
diéxido de carbono en el caso de hospedantes fotosintéticos o quimioautotréfos, forma y cantidad de nitrégeno,
fésforo, azufre, oxigeno, carbono o cualquier micronutriente en trazas incluyendo iones inorganicos pequefios. La
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regulacion de la velocidad de crecimiento puede estar afectada por la adicion o no de moléculas reguladoras
especificas al cultivo y que tipicamente no se consideran fuentes de nutrientes o energia.

Los vectores o casetes Utiles para la transformacion de células hospedantes adecuadas son bien conocidos en la
técnica. Tipicamente el vector o casete contiene secuencias que se dirigen a la transcripcion y traduccion del gen
relevante, un marcador seleccionable y secuencias que permiten la replicacion auténoma o integracion
cromosomica. Los vectores adecuados comprenden una regién 5' del gen que alberga controles de inicio de la
transcripcion y una region 3' del fragmento de ADN que controla la terminacion de la transcripcion. Es mas preferido
cuando ambas regiones de control proceden de genes homadlogos con la célula hospedante transformada y/o natural
para el hospedante de produccién, aunque no es necesario que dichas regiones de control sean derivadas de esta
forma.

Las regiones de control de inicio o promotores, que son utiles para dirigir la expresion de la presente region
codificante de la cefalosporina C desacetilasa en la célula hospedante deseada, son numerosas y conocidas para
los expertos en la técnica. Practicamente cualquier promotor capaz de dirigir estos genes es adecuado para la
presente invencion, incluyendo CYC1, HIS3, GAL1, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URAS3,
LEUZ2, ENO, TPI (utiles para la expresion en Saccharomyces); AOX1 (util para la expresion en Pichia); y lac, araB,
tet, trp, IPL, IPRr, T7, tac, y trc (Utiles para la expresion en Escherichia coli) asi como los promotores amy, apr, npr'y
diferentes promotores de fagos utiles para la expresion en Bacillus.

Las regiones de control de la terminacidon también se pueden obtener de diferentes genes naturales para la célula
hospedante preferida. En una realizacion, la inclusion de una region de control de la terminacion es opcional. En otra
realizacion, el gen quimérico incluye una regidon de control de la terminacién derivada de la célula hospedante
preferida.

Produccioén industrial

Se pueden aplicar una variedad de metodologias de cultivo para producir el catalizador de perhidrolasa. Por
ejemplo, la produccién a gran escala de un producto génico especifico sobreexpresado a partir de un hospedante
microbiano recombinante se puede producir por metodologias de cultivo discontinuo, semicontinuo y continuo. Los
métodos de cultivo discontinuo y semicontinuo son comunes y bien conocidos en la técnica y se pueden encontrar
ejemplos en Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Segunda Edicién, Sinauer
Associates, Inc., Sunderland, MA (1989) y Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol., 36:227 (1992).

La produccién comercial del catalizador de perhidrolasa deseado también se puede llevar a cabo con un cultivo
continuo. Los cultivos continuos son un sistema abierto donde se afiade un medio de cultivo definido de forma
continua a un biorreactor y simultaneamente se retira una cantidad igual de medio condicionado para el
procesamiento. Los cultivos continuos en general mantienen las células con una densidad de fase liquida alta,
donde las células estan principalmente en fase de crecimiento logaritmica. Alternativamente, el cultivo continuo se
puede poner en practica con células inmovilizadas donde se afiaden continuamente carbono y nutrientes y se retiran
continuamente productos valiosos, subproductos o productos residuales de la masa de células. La inmovilizacién de
células se puede llevar a cabo usando una amplia variedad de soportes sélidos compuestos de materiales naturales
y/o sintéticos.

La recuperacién de los catalizadores perhidrolasa deseados de una fermentacién discontinua, fermentacion
semicontinua o cultivo continuo, se puede llevar a cabo por cualquiera de los métodos que son conocidos para el
experto en la técnica. Por ejemplo, cuando el catalizador enzimatico se produce de forma intracelular, la pasta de
células se separa del medio de cultivo por centrifugacion o filtracion con membrana, opcionalmente se lava con agua
0 un tampodn acuoso a un pH deseado, después se homogeneiza una suspension de la pasta de células en un
tampdn acuoso a un pH deseado para producir un extracto de células que contiene el catalizador enzimatico
deseado. El extracto celular opcionalmente se puede filtrar a través de un adyuvante de filtracion adecuado tal como
celite o silice para separar los desechos celulares antes de una etapa de tratamiento térmico para precipitar la
proteina no deseada de la disolucién de catalizador enzimatico. Después, la disoluciéon que contiene el catalizador
enzimatico deseado se puede separar de los desechos celulares y proteina precipitados por filtracion con membrana
o centrifugacion, y concentrar la disolucién de catalizador enzimatico parcialmente purificada resultante por filtracion
adicional con membrana, después mezclar opcionalmente con un vehiculo adecuado (por ejemplo, maltodextrina,
tampon de fosfato, tampodn de citrato, o sus mezclas) y secar por atomizacion para producir un polvo sélido que
comprende el catalizador enzimatico deseado.

Cuando una cantidad, concentracién u otro valor o parametro se da como un intervalo, intervalo preferido, o una lista
de valores superiores preferidos y valores inferiores preferidos, esto debe entenderse como que describe
especificamente todos los intervalos formados desde cualquier par de limite superior de intervalo o valor preferido y
cualquier limite inferior de intervalo o valor preferido, independientemente de que los intervalos se describan por
separado. Cuando se cita en la presente memoria un intervalo de valores numéricos, salvo que se exponga otra
cosa, se pretende que el intervalo incluya sus extremos y todos los numeros enteros y fracciones dentro del
intervalo. No se pretende que el alcance esté limitado a valores especificos citados cuando se define un intervalo.
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Métodos generales

Los siguientes ejemplos se proporcionan para demostrar realizaciones preferidas. Los expertos en la técnica deben
apreciar que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas por los autores de
la invencion para funcionar bien en la practica de los métodos descritos en la presente memoria, y por lo tanto se
puede considerar que constituyen modos preferidos para su practica.

Todos los reactivos y materiales se obtuvieron de DIFCO Laboratories (Detroit, Ml), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD),
TCI America (Portland, OR), Roche Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN) o Sigma-Aldrich Chemical Company
(St. Louis, MO), salvo que se especifique otra cosa.

Las siguientes abreviaturas en la memoria descriptica corresponden a unidades de medicion, técnicas, propiedades
o compuestos como sigue: "s" significa segundo(s), "min" significa minuto(s), "h" significa hora(s), "ul" significa
microlitro(s), "ml" significa mililitro(s), "I" significa litro(s), "mM" significa milimolar, "M" significa molar, "mmol" significa
milimol(es), "ppm" significa parte(s) por millén, "p" significa peso, "% en peso" significa porcentaje en peso, "g"
significa gramo(s), "mg" significa miligramo(s), "ug" significa microgramo(s), "ng" significa nanogramo(s), "g" significa
gravedad, "HPLC" significa cromatografia de liquidos de alto rendimiento, "H,O dd" significa agua destilada y
desionizada, "dcw" peso de células secas, "ATCC" o "ATCC®" significa la American Type Culture Collection
(Manassas, VA), "U" significa unidad(es) de actividad de perhidrolasa, "rpom" significa revolucion(es) por minuto, "Tg"
significa temperatura de transicion vitrea y "EDTA" significa acido etilendiaminotetraacético.

Ejemplo 1
Construccion de una cepa de E. coli alterada por catalasa katG

La region codificante del gen de resistencia a la kanamicina (kan; SEQ ID NO: 26) se amplifico a partir del plasmido
pKD13 (SEQ ID NO: 27) por PCR (0,5 min a 94°C, 0,5 min a 55°C, 1 min a 70°C, 30 ciclos) usando los cebadores
identificados como SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29 para generar el producto de la PCR identificado como SEQ ID
NO: 30. La secuencia del acido nucleico de katG se proporciona como SEQ ID NO: 31 y la correspondiente
secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 32. E. coli MG1655 (ATCC® 47076™) se transformo6 con el plasmido
sensible a la temperatura pKD46 (SEQ ID NO: 33), que contiene los genes de la recombinasa A-Red (Datsenko y
Wanner, (2000), PNAS USA 97:6640-6645), y se seleccion6 en placas de LB-amp durante 24 h a 30°C.
MG1655/pKD46 se transform6 con 50-500 ng del producto de la PCR por electroporacion (BioRad Gene Pulser,
cubeta de 0,2 cm, 2,5 kV, 200 W, 25 uF), y se seleccion6 en placas de LB-kan durante 24 h a 37°C. Varias colonias
se aplicaron en rayas sobre las placas de LB-kan y se incubaron durante la noche a 42°C para curar el plasmido
pKD46. Se comprobaron las colonias para confirmar un fenotipo de kanR/ampS. Se aisl6 el ADN genémico de varias
colonias usando el sistema de purificacion de ADN PUREGENE® (Gentra Systems, Minneapolis, MN), y se
comprobd por PCR para confirmar la alteracion del gen katG usando los cebadores identificados como SEQ ID NO:
34 y SEQ ID NO: 35. Varias cepas alteradas por katG se transformaron con el plasmido sensible a la temperatura
pCP20 (SEQ ID NO: 36), que contiene la recombinasa FLP, usada para escindir el gen kan, y se seleccionaron en
placas de LB-amp durante 24 h a 37°C. Varias colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB y se incubaron
durante la noche a 42°C para curar el plasmido pCP20. Se comprobaron dos colonias para confirmar un fenotipo de
kanS/ampS, y se llamaron MG1655 KatG1 y MG1655 KatG2.

Ejemplo 2
Construccién de una cepa de E. coli alterada por catalasa katE

El gen de resistencia a la kanamicina (SEQ ID NO: 26) se amplificd a partir del plasmido pKD13 (SEQ ID NO: 27) por
PCR (0,5 min a 94°C, 0,5 min a 55°C, 1 min a 70°C, 30 ciclos) usando los cebadores identificados como SEQ ID NO:
37 y SEQ ID NO: 38 para generar el producto de la PCR identificado como SEQ ID NO: 39. La secuencia del acido
nucleico de katE se proporciona como SEQ ID NO: 40 y la correspondiente secuencia de aminoacidos es SEQ ID
NO: 41. E. coli MG1655 (ATCC® 47076™) se transformo con el plasmido sensible a la temperatura pKD46 (SEQ ID
NO: 33), que contiene los genes de la recombinasa A-Red, y se seleccioné en placas de LB-amp durante 24 h a
30°C. MG1655/pKD46 se transformé con 50-500 ng del producto de la PCR por electroporacion (BioRad Gene
Pulser, cubeta de 0,2 cm, 2,5 kV, 200 W, 25 pF), y se selecciond en placas de LB-kan durante 24 h a 37°C. Varias
colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB-kan y se incubaron durante la noche a 42°C para curar el
plasmido pKD46. Se comprobaron las colonias para confirmar un fenotipo de kanR/ampS. Se aislé el ADN genémico
de varias colonias usando el sistema de purificacion de ADN PUREGENE®, y se comprobo por PCR para confirmar
la alteracion del gen katE usando los cebadores identificados como SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43. Varias cepas
alteradas por kafE se transformaron con el plasmido sensible a la temperatura pCP20 (SEQ ID NO: 36), que
contiene la recombinasa FLP, usada para escindir el gen kan, y se seleccionaron en placas de LB-amp durante 24 h
a 37°C. Varias colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB y se incubaron durante la noche a 42°C para
curar el plasmido pCP20. Se comprobaron dos colonias para confirmar un fenotipo de kanS/ampS, y se llamaron
MG1655 KatE1 y MG1655 KatE2.
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Ejemplo 3
Construccion de una cepa de E. coli alterada por catalasa katG y catalasa katE (KLP18)

El gen de resistencia a la kanamicina (SEQ ID NO: 26) se amplificd a partir del plasmido pKD13 (SEQ ID NO: 27) por
PCR (0,5 min a 94°C, 0,5 min a 55°C, 1 min a 70°C, 30 ciclos) usando los cebadores identificados como SEQ ID NO:
37 y SEQ ID NO: 38 para generar el producto de la PCR identificado como SEQ ID NO: 39. E. coli MG1655 KatG1
(Ejemplo 1) se transformd con el plasmido sensible a la temperatura pKD46 (SEQ ID NO: 33), que contiene los
genes de la recombinasa A-Red, y se selecciond en placas de LB-amp durante 24 h a 30°C. MG1655 KatG1/pKD46
se transformé con 50-500 ng del producto de la PCR por electroporacion (BioRad Gene Pulser, cubeta de 0,2 cm,
2,5 kV, 200 W, 25 yF), y se seleccion6 en placas de LB-kan durante 24 h a 37°C. Varias colonias se aplicaron en
rayas sobre las placas de LB-kan y se incubaron durante la noche a 42°C para curar el plasmido pKD46. Se
comprobaron las colonias para confirmar un fenotipo de kanR/ampS. Se aislé el ADN gendémico de varias colonias
usando el sistema de purificacion de ADN PUREGENE®, y se comprobé por PCR para confirmar la alteracion del
gen katE usando los cebadores identificados como SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43. Varias cepas alteradas por
katE (A katE) se transformaron con el plasmido sensible a la temperatura pCP20 (SEQ ID NO: 36), que contiene la
recombinasa FLP, usada para escindir el gen kan, y se seleccionaron en placas de LB-amp durante 24 h a 37°C.
Varias colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB y se incubaron durante la noche a 42°C para curar €l
plasmido pCP20. Se comprobaron dos colonias para confirmar un fenotipo de kanS/ampS, y se llamaron MG1655
KatG1KatE18.1 y MG1655 KatG1KatE23. MG1655 KatG1KatE18.1 se denomina E. coli KLP18.

Ejemplo 4
Clonacion y expresion de perhidrolasa de Thermotoga neapolitana

La region codificante del gen que codifica la acetil xilan esterasa de Thermotoga neapolitana como se describe en
GENBANK® (numero de acceso AE000512; region 80481-81458; SEQ ID NO: 44) se sintetizé usando codones
optimizados para la expresion en E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). La regién codificante del gen posteriormente se
amplifico por PCR (0,5 min a 94°C, 0,5 min a 55°C, 1 min a 70°C, 30 ciclos) usando cebadores identificados como
SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46. El producto de acido nucleico resultante (SEQ ID NO: 47) se subclond en
pTrcHis2-TOPO® para generar el plasmido identificado como pSW196. El plasmido pSW196 se usé para
transformar E. coli KLP18 (Ejemplo 3) para generar la cepa KLP18/pSW196. KLP18/pSW196 se cultivd en medio LB
a 37°C con agitacion hasta ODgoonm = 0,4-0,5, momento en el que se afadié IPTG hasta una concentracion final 1
mM, y se continud la incubacion durante 2-3 h. Las células se recogieron por centrifugacion y se llevé a cabo el
analisis por SDS-PAGE para confirmar la expresion de la perhidrolasa en 20-40% de la proteina soluble total.

Ejemplo 5
Clonacion y expresion de perhidrolasa de Thermotoga maritima MSB8

La region codificante del gen que codifica la acetil xilan esterasa de Thermotoga maritima MSB8 como se describe
en GENBANK® (n° de acceso NP_227893.1; SEQ ID NO: 48) se sintetizd (DNA 2.0, Menlo Park, CA). La region
codificante del gen posteriormente se amplificd por PCR (0,5 min a 94°C, 0,5 min a 55°C, 1 min a 70°C, 30 ciclos)
usando cebadores identificados como SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50. El producto de acido nucleico resultante
(SEQ ID NO: 51) se corté con las enzimas de restriccion Pstl y Xbal se sublconé entre los sitios Psfl y Xbal en
pUC19 para generar el plasmido identificado como pSW207. El plasmido pSW207 se uso para transformar E. coli
KLP18 (Ejemplo 3) para generar la cepa KLP18/pSW207. KLP18/pSW207 se cultivd en medio LB a 37°C con
agitacion hasta ODgoonm = 0,4-0,5, momento en el que se anadié IPTG hasta una concentracién final 1 mM, y se
continud la incubacion durante 2-3 h. Las células se recogieron por centrifugacion y se llevé a cabo el analisis por
SDS-PAGE para confirmar la expresion de la enzima perhidrolasa en 20-40% de la proteina soluble total.

Ejemplo 6
Fermentacion de transformantes de E. coli KLP18 que expresan perhidrolasa

Se preparé un cultivo de siembra en fermentador cargando un matraz de agitacion de 2 litros con 0,5 | de medio de
siembra que contenia extracto de levadura (Amberex 695, 5,0 g/l), KzHPO4 (10,0 g/l), KH2PO4 (7,0 g/l), citrato de
sodio dihidrato (1,0 g/l), (NH4)2SO4 (4,0 g/l), MgSO4 heptahidrato (1,0 g/l) y citrato férrico amdnico (0,10 g/l). El pH
del medio se ajustd a 6,8 y el medio se esterilizd en el matraz. Las adiciones posteriores a la esterilizacion incluian
glucosa (50% en peso, 10,0 ml) y 1 ml de disolucién madre de ampicilina (25 mg/ml). Se inoculé en el medio de
siembra un 1 ml de cultivo de E. coli KLP18/pSW196 o E. coli KLP18/pSW207 en glicerol al 20% y se cultivé a 35°C
y 300 rpm. El cultivo de siembra se transfirié6 a aproximadamente ODssonm 1-2 @ un fermentador de 14 litros (Braun
Biotech, Allentown, PA) con 8 litros de medio a 35°C que contenia KH2PO4 (3,50 g/l), FeSO. heptahidrato (0,05 g/l),
MgSO. heptahidrato (2,0 g/l), citrato de sodio dihidrato (1,90 g/l), extracto de levadura (Amberex 695, 5,0 g/l),
antiespumante Biospumex153K (0,25 ml/l, Cognis Corporation, Monheim, Alemania), NaCl (1,0 g/l), CaCl;
dihidrato(10 g/l), y disolucion de oligoelementos NIT (10 ml/l). La disolucién de oligoelementos contenia acido citrico
monohidrato (10 g/l), MnSO4 hidrato (2 g/l), NaCl (2 g/l), FeSO4 heptahidrato (0,5 g/l), ZnSO.4 heptahidrato (0,2 g/l),
CuSO04 pentahidrato (0,02 g/l) y NaMoO, dihidrato (0,02 g/l). Las adiciones posteriores a la esterilizacion incluian
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disolucion de glucosa (50% en peso, 80,0 g) y disolucién madre (16,00 ml) de ampicilina (25 mg/ml). La disolucion
de glucosa (50% en p/p) se usd para cultivo semicontinuo. La alimentacion de glucosa se iniciaba cuando la
concentracion de glucosa disminuia a 0,5 g/l, empezando a 0,31 g de alimentacion/min y aumentando
progresivamente cada hora a 0,36, 0,42, 0,49, 0,57, 0,66, 0,77, 0,90, 1,04, 1,21, 1,41 y 1,63 g/min respectivamente;
después la velocidad permanecia constante. Se vigild la concentracion de glucosa en el medio y si la concentracion
superaba 0,1 g/l la velocidad de alimentacion se disminuia o se detenia temporalmente. La induccion se inicié entre
ODss50nm = 56 Yy ODssonm = 80 con adicion de 16 ml de IPTG (0,5 M) para las diferentes cepas. La concentracion de
oxigeno disuelto (DO) se controld al 25% de saturacion de aire. El DO se controlé primero mediante la velocidad de
agitacion del rotor (400 a 1400 rpm) y después por la velocidad de aireacion (2 a 10 slpm). El pH se control6 a 6,8.
Se usaron NH4OH (29% en p/p) y H2SO4 (20% en p/v) para el control de pH. La presion de descarga era 0,5 bar. Las
células se recogieron por centrifugacion 16 h después de la adicion de IPTG.

Ejemplo 7
Preparacion de extractos celulares tratados por calor de esterasas/perhidrolasas CE-7

Se prepard un extracto celular de un transformante de E. coli que expresaba perhidrolasa de Thermotoga
neapolitana (KLP18/pSW196) o de Thermotoga maritima MSB8 (KLP18/pSW207), pasando una suspension de la
pasta celular (20% en peso, de peso de células humedas) en tampoén de fosfato potasico 0,05 M (pH 7,0) que
contenia ditiotreitol (1 mM) dos veces a través de una prensa de French que tenia una presién de trabajo de -110
MPa (16.000 psi). Después el extracto bruto se centrifugd a 20.000 x g para separar los desechos celulares,
produciendo un extracto de células clarificado en el que se analizé la proteina soluble total (Bicinchoninic Acid Kit for
Protein Determination, Sigma Aldrich n® de catalogo BCA1-KT). El extracto clarificado que contenia perhidrolasa de
Thermotoga maritima MSB8 o Thermotoga neapolitana se calentd durante 20 min a 75°C, seguido inmediatamente
de enfriamiento en un bafio de hielo/agua a 5°C. La mezcla resultante se centrifugd para separar la proteina
precipitada y el liquido sobrenadante se recogié y se analizé la proteina soluble total como antes. El analisis por
SDS-PAGE del liquido sobrenadante tratado con calor indicaba que la perhidrolasa constituia al menos
aproximadamente 90% de la proteina soluble total presente en el liquido sobrenadante.

Ejemplo 8

Estabilidad frente a la temperatura de polvos de enzima secados por atomizacion de perhidrolasa de T.
neapolitanaltrehalosa

Se preparé un conjunto de diez muestras acuosas que contenian concentraciones variables de la proteina del
extracto celular tratado con calor de E. coli KLP18/pSW196 (= 90% de perhidrolasa de T. neapolitana por PAGE),
trehalosa (Cargill), y opcionalmente polisorbato 80 (p80) como tensioactivo en tampdn de bicarbonato de sodio (50
mM, pH = 8,1) (Tabla 1). Estas disoluciones se secaron por atomizacién usando un secador por atomizacion de
camara de vidrio Buchi B-290 (temperatura de entrada = 170°C, temperatura de salida = 90°C, velocidad de
alimentacién = 3 ml/min a 10 ml/min) para producir diez polvos de enzimas secados por atomizacion; el porcentaje
en peso de proteina en los polvos se determind usando el ensayo de proteinas de BCA (acido bicinconinico), y las
temperaturas de transicion vitrea (Tg) de estos polvos se midieron usando calorimetria diferencial de barrido (Tabla

1).

Tabla 1. Composicién de disoluciones de proteina/excipiente usados para producir polvos de enzima secados por
atomizacion de perhidrolasa de T. neapolitana/trehalosa, y Tg de los polvos correspondientes.

Disolucion de | trehalosa | proteina | excipiente/ | p80 polvo de % en peso de Tg del polvo
proteina/ (g/) (g/) proteina (g/) proteina/ proteina en el de proteina/
excipiente excipiente polvo de proteina/ excipiente
excipiente (°C)
S1-1 52,5 35 1,5 0,25 P1-2 39,2 42
S2-1 100 50 2,0 0 pP2-2 32,5 48
S3-1 100 50 2,0 0,50 P3-2 33,2 40
S4-1 50 50 1,0 0 P4-2 45,1 40
S5-1 50 50 1,0 0,50 P5-2 46,7 54
S6-1 40 20 2,0 0 P6-2 31,4 44
S7-1 40 20 2,0 0,50 pP7-2 32,5 45
S8-1 20 20 1,0 0 P8-2 47,8 38
S9-1 20 20 1,0 0,50 P9-2 46,6 58
S10-1 52,5 35 1,5 0,25 P10-2 37,8 21
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Los polvos de enzima secados por atomizacion se almacenaron en viales cerrados herméticamente a 40°C y se
tomaron muestras a intervalos de una semana, y se analizé en las muestras la concentracion de acido peracético
producido en 5 minutos en reacciones que contenian perhidrolasa de T. neapolitana (50 ug proteina/ml), H>O2 (100
mM), triacetina (100 mM) y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampdn de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) a 25°C,
y se analizo la produccién de acido peracético usando una modificaciéon del método analitico descrito por Karst et al.
(mas abajo).

Se retir6 una muestra (0,040 ml) de la mezcla de reaccidon en un tiempo predeterminado (5 min) y se mezclo
inmediatamente con 0,960 ml de acido fosférico 5 mM en agua para terminar la reaccion ajustando el pH de la
muestra diluida a menos de pH 4. La disolucién resultante se filtré6 usando una unidad de filtro ULTRAFREE® MC
(limite de peso molecular nominal 30.000 (NMWL), Millipore Corp., Billerica, MA; n° cat. UFC3LKT 00) por
centrifugacion durante 2 min a 12.000 rpm. Una parte alicuota (0,100 ml) del filtrado resultante se transfirié a un vial
de HPLC con tapén de rosca de 1,5 ml (Agilent Technologies, Palo Alto, CA; n°® 5182-0715) que contenia 0,300 ml
de agua desionizada, después se afiadieron 0,100 ml de MTS 20 mM (sulfuro de metilo y p-tolilo) en acetonitrilo, €l
vial se tapo y el contenido se mezcld brevemente antes de una incubacion de 10 min a aproximadamente 25°C en
ausencia de luz. Después se afadieron al vial 0,400 ml de acetonitrilo y 0,100 ml de una disoluciéon de trifenilfosfina
(TPP, 40 mM) en acetonitrilo, el vial se volvid a tapar, y la disolucion resultante se mezclé y se incubd a
aproximadamente 25°C durante 30 min en ausencia de luz. Después se afadieron al vial 0,100 ml de N,N-dietil-m-
toluamida 10 mM (DEET; referencia externa del HPLC) y en la disolucion resultante se analizé por HPLC el MTSO
(sulféxido de metilo y p-tolilo), el producto de oxidacion estequiométrico producido por reaccién del MTS con acido
peracético. Se realizé6 una reaccién de control en ausencia del extracto de proteina afadido o triacetina para
determinar la velocidad de oxidacion del MTS en la mezcla de ensayo por peréxido de hidrégeno, para la correccion
de la velocidad de produccién de acido peracético respeto a la oxidacion del MTS de fondo. Método de HPLC:
Columna Supelco Discovery C8 (10 cm X 4,0 mm, 5 pm) (n° cat. 569422-U) con precolumna de Supelco Supelguard
Discovery C8 (Sigma-Aldrich; n° cat 59590-U); volumen de inyeccion 10 microlitros; método de gradiente con CH3;CN
(Sigma-Aldrich; n°® de catalogo 270717) y agua desionizada a 1,0 ml/min y temperatura ambiente.

Tabla 2. Gradiente de HPLC para el analisis de acido peracético.

Tiempo (min:s) (% CH3CN)
0:00 40
3:00 40
3:10 100
4:00 100
4:10 40

7:00 (detencion) 40

La actividad perhidrolitica del polvo secado por atomizacién de perhidrolasa de T. neapolitanaltrehalosa era estable
a lo largo de ocho semanas de almacenamiento a 40°C (Tabla 3).

Tabla 3. Estabilidad frente a la temperatura de los polvos de enzima secados por atomizacion de perhidrolasa de T.
neapolitanaltrehalosa durante el almacenamiento a 40°C. PAA (ppm) producido en 5 min a 25°C por reaccién de
triacetina (100 mM) y H2O (100 mM) en tampén de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) que contenia polvo
secado por atomizacion de perhidrolasa de T. neapolitanaltrehalosa (50 ug de proteina/ml) y TURPINAL® SL (500

ppm).
Tiempo a 40°C PAA (ppm) en 5 minutos

P1-2 pP2-2 P3-2 P4-2 P5-2 P6-2 P7-2 P8-2 P9-2 P10-2

inicial 1855 1983 2075 2025 1769 1891 1902 1777 1880 1945
semana 1 1872 2019 2060 1785 1776 1887 2013 1903 2046 2204
semana 2 1830 1899 1870 1771 1833 1930 1987 1933 2146 2222
semana 3 1888 1974 1887 1973 1977 2223 2102 1924 2080 2104
semana 4 1894 1878 2035 1881 1712 1918 1902 1793 1720 1988
semana 5 1595 1744 1706 1565 1871 2052 1933 1783 1908 1985
semana 6 1908 1760 1538 1545 1825 1864 1756 1675 1659 1758
semana 7 1562 1797 1614 1487 1551 1774 1879 1927 1866 1957
semana 8 1881 1959 1792 1753 1939 2123 1972 1907 1902 2095
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Ejemplo 9

Estabilidad frente a la temperatura de polvos de enzima secados por atomizacion de perhidrolasa de T.
neapolitanaltrehalosa en una mezcla de polvo de enzima y triacetina

Los polvos de enzima secados por atomizacion preparados como se describe en el ejemplo 8 se evaluaron respecto
a la estabilidad cuando se almacenaban durante ocho semanas a 40°C como una mezcla del polvo secado por
atomizacioén en triacetina Los polvos de enzima secados por atomizacion se afiadieron a la triacetina para producir
una mezcla que contenia 0,200 g de proteina en 87,2 g de triacetina. Las mezclas resultantes se almacenaron a
40°C, y se ensayaron 2,19 g de muestra de la mezcla bien agitada semanalmente a 25°C en una reaccion de 100 ml
que contenia perdxido de hidrogeno 100 mM y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampon de bicarbonato de sodio 50
mM a pH 7,2, donde la concentracion resultante de triacetina y proteina era 100 mM y 50 pg/ml, respectivamente. La
comparacion de los datos en la tabla 4 con los datos en el ejemplo 8, tabla 3, demuestran la inestabilidad de los
polvos de enzima secados por atomizacién de perhidrolasa de T. neapolitanaltrehalosa cuando se almacenan como
una mezcla con triacetina.

Tabla 4. Estabilidad frente a la temperatura de los polvos de enzima secados por atomizacion de perhidrolasa de T.

neapolitanaltrehalosa durante el almacenamiento en una mezcla de polvo de enzima y triacetina a 40°C. PAA (ppm)

producido en 5 min a 25°C por reaccion de triacetina (100 mM) y H.O, (100 mM) en tampdn de bicarbonato de sodio
(50 mM, pH 7,2) que contenia perhidrolasa de T. neapolitana (50 ug de proteina/ml) y TURPINAL® SL (500 ppm).

Tiempo a 40°C PAA (ppm) en 5 minutos

P1-2 P2-2 P3-2 P4-2 P5-2 P6-2 P7-2 P8-2 P9-2 P10-2
inicial 165 149 1539 156 166 1735 1552 1327 1712 1816
semana 1 1214 1359 1597 1599 1589 1632 1515 1469 1421 1577
semana 2 1303 1609 1580 1316 1293 1682 1353 971 1402 1483
semana 3 1092 1573 1568 1233 1293 1245 1268 849 1324 1388
semana 4 828 1563 1420 1226 1199 1608 1361 961 1172 1273
semana 5 622 1340 1114 1294 1154 1663 1163 739 815 667
semana 6 636 1301 990 970 895 1318 514 313 699 372
semana 7 281 998 1140 841 798 962 259 188 831 521
semana 8 254 569 659 563 567 483 414 323 494 321

Ejemplo 10

Estabilidad frente a la temperatura del polvo de enzima secado por atomizacion de perhidrolasa de T.
neapolitana/maltodextrina

Se preparé una mezcla acuosa que contenia proteina de extracto celular tratado con calor de E. coli KLP18/pSW196
(34 g proteina/l = 90% de perhidrolasa de T. neapolitana por PAGE) y maltodextrina (maltodextrina 66,7 g/l de
MALTRIN® M100, 14,7 g/l de MALTRIN® M250, 14,7 g/l de MALTRIN® MO040, Grain Processing Corporation,
Muscatine, IA) como excipiente en bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,1). Esta disolucion se secé por atomizacion
usando un secador por atomizacién (GEA Niro, 91,4 cm (3 ft) de diametro, temperatura de entrada = 226 °C,
temperatura de salida = 76 °C, velocidad de alimentacion = 60 g/min) para producir un polvo de enzima secado por
atomizacion; el porcentaje en peso de proteina en el polvo (20,3% en peso) se determiné usando el ensayo de
proteinas de BCA (acido bicinconinico), y la temperatura de transicion vitrea de este polvo (Tg = 54 °C) se midio
usando calorimetria diferencial de barrido modulada. Esta disolucién se seco por atomizacién para producir un polvo
que después se ensayo para determinar la estabilidad durante el almacenamiento a 40°C durante 9 semanas. Se
tomaron muestras del polvo de enzima secado por atomizacion (almacenado a 40°C) en intervalos de una semana, y
se determiné la actividad usando 50 pg de proteina/ml de perhidrolasa de T. neapolitana, H-O, (100 mM), triacetina
(100 mM) y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampon de bicarbonato 50 mM (pH 7,2) a 25°C, y se analiz6 la produccion
de acido peracético usando una modificacién del método analitico descrito por Karst et al., véase antes. La actividad
perhidrolitica del polvo secado por atomizacion de perhidrolasa de T. neapolitana/maltodextrina era estable a lo largo
de ocho semanas de almacenamiento a 40°C (Tabla 5).
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Tabla 5. Estabilidad frente a la temperatura de los polvos de enzima secados por atomizacién de perhidrolasa de T.

neapolitana/maltodextrina durante el almacenamiento a 40°C. PAA (ppm) producido en 5 min a 25°C por reaccion de

triacetina (100 mM) y H,O- (100 mM) en tampdn de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) que contenia perhidrolasa
de T. neapolitana (50 ug de proteina/ml) y TURPINAL® SL (500 ppm).

Tiempo a 40°C PAA (ppm) en 5 min

inicial 1142
semana 1 1117
semana 2 1135
semana 3 1087
semana 4 964
semana 5 1153
semana 6 930
semana 7 1025
semana 8 964

Ejemplo 11

Estabilidad frente a la temperatura de polvo de enzima secado por atomizacién de perhidrolasa de T.
neapolitana/maltodextrina almacenado en una mezcla de polvo de enzima y triacetina

El polvo de enzima secado por atomizacion preparado como se describe en el ejemplo 10 se evalud respecto a la
estabilidad cuando se almacenaba durante veintiuna semanas a 40°C como una mezcla del polvo secado por
atomizacion en triacetina El polvo de enzima secado por atomizacion (1,235, 20,3% en peso de proteina) se afiadid
a 109 g de triacetina. La mezcla resultante se almacené a 40°C, y se ensay6 una muestra de 2,19 g de la mezcla
bien agitada por duplicado a 25°C en una reaccion de 100 ml que contenia peréxido de hidrégeno (100 mM) y
TURPINAL® SL (500 ppm) en tampon de bicarbonato de sodio 50 mM a pH 7,2, donde la concentracion resultante
de triacetina y proteina era 100 mM y 50 pg/ml, respectivamente. La comparacion de los datos en la tabla 6 con los
datos en el ejemplo 10, tabla 5, demuestran la estabilidad de los polvos de enzima secados por atomizacion de
perhidrolasa de T. neapolitana/maltodextrina cuando se almacenaban como una mezcla con triacetina.

Tabla 6. Estabilidad frente a la temperatura del polvo de enzima secado por atomizacion de perhidrolasa de T.
neapolitana/maltodextrina durante el almacenamiento en una mezcla de polvo de enzima y triacetina a 40°C. PAA
(ppm) producido en 5 min a 25°C por reaccion de triacetina (100 mM) y H>O, (100 mM) en tampén de bicarbonato de
sodio (50 mM, pH 7,2) que contenia perhidrolasa de T. neapolitana (50 ug de proteina/ml) y TURPINAL® SL (500

ppm).
Tiempo a 40°C PAA (ppm) en 5 min
duplicado A duplicado B Media
inicial 1010 1019 1015
semana 1 983 1054 1019
semana 2 897 927 912
semana 3 1194 1137 1166
semana 4 1139 1088 1114
semana 5 1099 1069 1084
semana 6 1098 978 1038
semana 7 1018 1006 1012
semana 8 907 892 900
semana 12 925 936 931
semana 18 824 ND
semana 21 792 ND

ND = no se hizo un ensayo duplicado
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Ejemplo 12

Estabilidad frente a la temperatura del polvo de enzima secado por atomizacion de perhidrolasa de T.
maritima/maltodextrina

Se preparé una mezcla acuosa que contenia proteina de extracto celular tratado con calor de E. coli KLP18/pSW207
(aprox. 21 g proteina/l 2 90% de perhidrolasa de T. maritima por PAGE) y maltodextrina (maltodextrina 31 g/l de DE
13-17 y maltodextrina 31 g/l de DE 4-7, Aldrich) como excipiente en bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,1). Esta
disolucién se secd por atomizacién usando un secador por atomizacidon de camara de vidrio Buchi B-290
(temperatura de entrada = 170°C, temperatura de salida = 90°C, velocidad de alimentacién = 4,5 ml/min) para
producir un polvo de enzima secado por atomizacion; el porcentaje en peso de proteina en el polvo (18,0% en peso)
se determind usando el ensayo de proteinas de BCA (acido bicinconinico), y la temperatura de transicién vitrea de
este polvo (Tg = 90°C) se midié6 usando calorimetria diferencial de barrido modulada. Después se ensayd la
estabilidad de este polvo durante el almacenamiento a 40°C durante 7 semanas. Se tomaron muestras del polvo de
enzima secado por atomizacion (almacenado a 40°C) en intervalos de una semana, y se determind la actividad por
adicion de 50 ug de proteina/ml de perhidrolasa de T. maritima a la mezcla de reaccién que contenia H,O» (100
mM), triacetina (100 mM) y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampdn de bicarbonato 50 mM (pH 7,2) a 25°C, y se
analizé la produccion de acido peracético usando una modificacién del método analitico descrito por Karst et al. La
actividad perhidrolitica del polvo secado por atomizacion de perhidrolasa de T. maritima/maltrodextrina era estable a
lo largo de siete semanas de almacenamiento a 40°C (Tabla 7).

Tabla 7. Estabilidad frente a la temperatura del polvo de enzima secado por atomizacién de perhidrolasa de T.
maritima/maltodextrina durante el almacenamiento a 40°C. PAA (ppm) producido en 5 min a 25°C por reaccién de
triacetina (100 mM) y H2O (100 mM) en tampén de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) que contenia perhidrolasa
de T. maritima (50 ug de proteina/ml) y TURPINAL® SL (500 ppm).

Tiempo a 40°C PAA (ppm) en 5 min

inicial 1373
semana 1 1262
semana 2 1548
semana 3 1317
semana 4 1316
semana 5 1378
semana 6 1296
semana 7 1475

Ejemplo 13

Estabilidad frente a la temperatura de polvo de enzima secado por atomizacién de perhidrolasa de T.
maritima/maltodextrina almacenado en una mezcla de polvo de enzima y triacetina

El polvo de enzima secado por atomizacion preparado como se describe en el ejemplo 12 se evalud respecto a la
estabilidad cuando se almacenaba durante siete semanas a 40°C como una mezcla del polvo secado por
atomizacion en triacetina. El polvo de enzima secado por atomizacion (0,556, 18,0% en peso de proteina) se afadio
a 43,6 g de triacetina. La mezcla resultante se almacend a 40°C, y se ensay6 una muestra de 2,21 g de la mezcla
bien agitada por duplicado a 25°C en una reaccion de 100 ml que contenia peréxido de hidrégeno (100 mM) y
TURPINAL® SL (500 ppm) en tampdn de bicarbonato de sodio 50 mM a pH 7,2, donde las concentraciones
resultantes de triacetina y proteina eran 100 mM y 50 ug/ml, respectivamente. La comparacion de los datos en la
tabla 8 con los datos en el ejemplo 12, tabla 7, demuestran la estabilidad de los polvos de enzima secados por
atomizacién de perhidrolasa de T. maritima/maltodextrina cuando se almacenaban como una mezcla con triacetina.

Tabla 8. Estabilidad frente a la temperatura del polvo de enzima secado por atomizaciéon de perhidrolasa de T.
maritima/maltodextrina durante el almacenamiento en una mezcla de polvo de enzima y triacetina a 40°C. PAA
(ppm) producido en 5 min a 25°C por reaccion de triacetina (100 mM) y H>O, (100 mM) en tampdn de bicarbonato de
sodio (50 mM, pH 7,2) que contenia perhidrolasa de T. maritima (50 pg de proteina/ml) y TURPINAL® SL (500 ppm).

Tiempo a 40°C PAA (ppm) en 5 min
inicial 1137
semana 1 1089
semana 2 1138
semana 3 1213
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Tiempo a 40°C PAA (ppm) en 5 min
semana 4 1130
semana 5 872
semana 6 858
semana 7 1004

Ejemplo 14 Perhidrélisis de diacetato de propilenglicol o diacetato de etilenglicol usando perhidrolasa de Bacillus
subtilis ATCC® 31954 ™

Se prepar6 un homogeneizado de un transformante que expresaba la perhidrolasa de tipo natural de Bacillus subtilis
ATCC® 31954™ (KLP18/pSW194) a partir de una suspension de pasta celular (20% en peso de peso de células
himedas) en tampon de fosfato de potasio 0,05 M (pH 7,0) que contenia ditiotreitol (1 mM). EI homogeneizado bruto
se centrifugd para separar los desechos celulares, produciendo un extracto celular clarificado que se traté con calor
a 65°C durante 30 min. La mezcla resultante se centrifugo, y el liquido sobrenadante tratado con calor se concentré
en una membrana con MWCO (corte de exclusion por peso molecular) de 30K hasta una concentracion de 32 mg/ml
de solidos totales disueltos; un analisis por SDS-PAGE del extracto celular tratado con calor, clarificado indicaba que
la perhidrolasa era al menos 85-90% pura. Después se afiadieron a este concentrado 2,06 gramos de NaH.PO, y se
afnadieron 1,17 g de Na;HPO4 por gramo de sdlidos a este concentrado para producir una relacién aproximada 3:1
(p/p) de tampodn de fosfato a proteina de extracto celular tratado con calor. Esta disolucion se diluy6 al 30% en peso
con agua desionizada, después se secO por atomizacion (temperatura de entrada 180°C, temperatura de salida
70°C) usando un secador por atomizacion de laboratorio Buchi B-290); el polvo secado por atomizacién resultante
contenia 25,5% en peso de proteina (ensayo de proteina de Bradford) y 94,3% en peso de solidos secos.

Las reacciones (10 ml de volumen total) se llevaron a cabo a 23°C en un tampén de bicarbonato de sodio 50 mM
(inicial pH 7,2) que contenia diacetato de propilenglicol (PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA), peréxido de
hidrégeno (100 mM) y 123 pug/ml de una proteina de extracto tratado con calor de E. coli KLP18/pSW194 secada por
atomizacion (que expresaba la perhidrolasa de tipo natural de Bacillus subtilis ATCC® 31954 ™) (preparada como se
ha descrito antes). Se llevé a cabo una reaccidon de control para cada una de las condiciones de reaccion para
determinar la concentraciéon de acido peracético producido por perhidrélisis quimica de la triacetina por perdxido de
hidrégeno en ausencia de la proteina del extracto tratado con calor afiadido. Se tomaron muestras de las reacciones
a los 1, 5 y 30 minutos y se analiz6 el acido peracético de las muestras usando el protocolo de derivatizacion de
Karst (Karst et al., véase antes); se retiraron partes alicuotas (0,040 ml) de la mezcla de reaccién y se mezclaron
con 0,960 ml de acido fosférico 5 mM en agua; el ajuste del pH de la muestra diluida a menos de pH 4 termind
inmediatamente la reaccion. La disolucion resultante se filtré usando una unidad de filtro ULTRAFREE® MC (limite
de peso molecular nominal 30.000 (NMWL), Millipore n° cat. UFC3LKT 00) por centrifugacion durante 2 min a 12.000
rpm. Una parte alicuota (0,100 ml) del filtrado resultante se transfirié a un vial de HPLC con tapon de rosca de 1,5 ml
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA; n° 5182-0715) que contenia 0,300 ml de agua desionizada, después se
afadieron 0,100 ml de MTS 20 mM (sulfuro de metilo y p-tolilo) en acetonitrilo, los viales se taparon y el contenido se
mezcld brevemente antes de una incubacién de 10 min a aproximadamente 25°C en ausencia de luz. Después se
afadieron a cada vial 0,400 ml de acetonitrilo y 0,100 ml de una disolucién de ftrifenilfosfina (TPP, 40 mM) en
acetonitrilo, los viales se volvieron a tapar, y la disolucién resultante se mezcld y se incubé a aproximadamente 25°C
durante 30 min en ausencia de luz. Después se afadieron a cada vial 0,100 ml de N,N-dietil-m-toluamida 10 mM
(DEET; referencia externa del HPLC) y la disolucidn resultante se analizé por HPLC. Las concentraciones de acido
peracético producidas en 1 min, 5 min y 30 min se dan en la Tabla 9.

Tabla 9. Concentracion de acido peracético (PAA) producida en reacciones que usan diacetato de propilenglicol
(PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA) y peroxido de hidrégeno (100 mM) en tampén de bicarbonato de sodio
(50 mM, inicial pH 7,2) a 23°C usando 123 pg/ml de proteina de extracto tratado con calor de E. coli KLP18/pSW194
(perhidrolasa de Bacillus subtilis ATCC® 31954 ™),

perhidrolasa (50 pg/ml) sustrato (100 mM) PAA, 1 min (ppm) PAA, 5 min (ppm) PAA, 30 min (ppm)

sin enzima (control) PGDA 0 64 241

B. subtilis ATCC® 31954 PGDA 666 781 815

sin enzima (control) EGDA 0 18 141

B. subtilis ATCC® 31954 EGDA 747 931 963
Ejemplo 15

Perhidrolisis de diacetato de propilenglicol o diacetato de etilenglicol usando perhidrolasas de tipo natural y variantes
de T. maritima 'y T. neapolitana

Extractos de células de transformantes que expresan perhidrolasa de tipo natural de Thermotoga neapolitana
(KLP18/pSW196), perhidrolasa variante de Thermotoga neapolitana C277S (KLP18/pSW196/C277S), perhidrolasa
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variante de Thermotoga neapolitana C277T (KLP18/pSW196/C277T), perhidrolasa de tipo natural de Thermotoga
maritima (KLP18/pSW228), perhidrolasa variante de Thermotoga maritima C277S (KLP18/pSW228/C277S), y
perhidrolasa variante de Thermotoga maritima C277T (KLP18/pSW228/C277T) se prepararon cada uno pasando
una suspension de pasta celular (20% en peso, de peso de células humedas) en tampon de fosfato potasico 0,05 M
(pH 7,0) que contenia ditiotreitol (1 mM) dos veces a través de una prensa de French que tenia una presion de
trabajo de -110 MPa (16.000 psi). Las células lisadas se centrifugaron durante 30 minutos a 12.000 x g, produciendo
un extracto de células clarificado en el que se analizd la proteina soluble total (ensayo de Bradford). El liquido
sobrenadante se calenté a 75°C durante 20 minutos, seguido de inactivacion en un bafio de hielo durante 2 minutos.
La proteina precipitada se separd por centrifugacion durante 10 min a 11.000 x g. El analisis por SDS-PAGE del
liquido sobrenadante de proteina del extracto tratado con calor resultante, indicaba que la enzima CE-7 comprendia
aproximadamente 85-90% de la proteina total en la preparacién. El liquido sobrenadante de proteina del extracto
tratado con calor se congeld en hielo secd y se almacené a -80°C hasta su uso.

Se llevo a cabo un primer conjunto de reacciones (10 ml de volumen total) a 20°C en tampdn de bicarbonato de
sodio 10 mM (pH inicial 8,1) que contenia diacetato de propilenglicol (PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (100
mM), peroxido de hidrégeno (100 mM) y 25 pug/ml de una proteina de extracto tratado con calor de una de E. coli
KLP18/pSW196 (perhidrolasa de tipo natural de Thermotoga neapolitana), E. coli KLP18/pSW196/C277S
(perhidrolasa variante de Thermotoga neapolitana C277S), E. coli KLP18/pSW196/C277T (perhidrolasa variante de
Thermotoga neapolitana C277T), E. coli KLP18/pSW228 (perhidrolasa de tipo natural de Thermotoga maritima), E.
coli KLP18/pSW228/C277S (perhidrolasa variante de Thermotoga maritima C277S), y E. coli KLP18/pSW228/C277T
(perhidrolasa variante de Thermotoga maritima C277T) (preparados como se ha descrito antes). Se llevd a cabo una
reaccion de control para cada una de las condiciones de reaccién para determinar la concentracion de acido
peracético producido por perhidroélisis quimica de la triacetina por peroxido de hidrégeno en ausencia de la proteina
del extracto afiadida. Se tomaron muestras de las reacciones a los 1, 5 y 30 minutos y se analizé el acido peracético
de las muestras usando el protocolo de derivatizacion de Karst (Karst et al., véase antes) y el método analitico de
HPLC (véase antes). Las concentraciones de acido peracético producidas en 1 min, 5 min y 30 min se dan en la
Tabla 10.

Tabla 10: Concentracion de acido peracético (PAA) producida usando perhidrolasas de tipo natural y variantes de T.
maritima y T. neapolitana en reacciones a 20°C en tampdn de bicarbonato de sodio (10 mM, pH inicial 8,1) que
contenian diacetato de propilenglicol (PGDA) (100 mM) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (100 mM), peroxido de
hidrogeno (100 mM) y 25 ug/ml de proteina de extracto tratado con calor.

perhidrolasa sustrato Conc. de sustrato H20; PAA, 1 min  PAA,5min  PAA, 30 min
(mM) (mM) (ppm) (ppm) (ppm)
sin enzima (control) PGDA 100 100 0 15 165
T. maritima WT PGDA 100 100 534 1104 1695
T. maritima C277S PGDA 100 100 647 1320 1864
T. maritima C277T PGDA 100 100 656 1174 1418
T. neapolitana WT PGDA 100 100 513 1052 1946
T. neapolitana C277S PGDA 100 100 875 1327 1707
T. neapolitana C277T PGDA 100 100 724 1325 1864
sin enzima (control) EGDA 100 100 0 70 229
T. maritima WT EGDA 100 100 765 1182 1595
T. maritima C277S EGDA 100 100 725 1240 1724
T. maritima C277T EGDA 100 100 802 1218 1734
T. neapolitana WT EGDA 100 100 603 1132 1643
T. neapolitana C277S EGDA 100 100 680 1305 1698
T. neapolitana C277T EGDA 100 100 688 1164 1261

Se llevé a cabo un segundo conjunto de reacciones (10 ml de volumen total) a 20°C en tampdn de bicarbonato de
sodio 10 mM (pH inicial 8,1) que contenia diacetato de propilenglicol (PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (2
mM), peréxido de hidrégeno (10 mM) y 10 yg/ml de una proteina de extracto tratado con calor de una de E. coli
KLP18/pSW196 (perhidrolasa de tipo natural de Thermotoga neapolitana), E. coli KLP18/pSW196/C277S
(perhidrolasa variante de Thermotoga neapolitana C277S), E. coli KLP18/pSW196/C277T (perhidrolasa variante de
Thermotoga neapolitana C277T), E. coli KLP18/pSW228 (perhidrolasa de tipo natural de Thermotoga maritima), E.
coli KLP18/pSW228/C277S (perhidrolasa variante de Thermotoga maritima C277S), y E. coli KLP18/pSW228/C277T
(perhidrolasa variante de Thermotoga maritima C277T) (preparados como se ha descrito antes). Se llevd a cabo una
reaccion de control para cada una de las condiciones de reaccién para determinar la concentraciéon de acido
peracético producido por perhidroélisis quimica de la triacetina por peroxido de hidrégeno en ausencia de la proteina
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del extracto afiadida. Se tomaron muestras de las reacciones a los 5 minutos y se analizé el acido peracético de las
muestras usando el protocolo de derivatizacion de Karst (Karst et al., véase antes) y el método analitico de HPLC
(véase antes). Las concentraciones de acido peracético producidas en 5 min se dan en la Tabla 11.

Tabla 11: Concentracion de acido peracético (PAA) producida usando perhidrolasas de tipo natural y variantes de T.
maritima y T. neapolitana en reacciones a 20°C en tampdn de bicarbonato de sodio (10 mM, pH inicial 8,1) que
contenian diacetato de propilenglicol (PGDA) (2 mM) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (2 mM), peroxido de
hidrogeno (10 mM) y 10 ug/ml de proteina de extracto tratado con calor.

perhidrolasa sustrato Conc. de sustrato (mM) H202 (mM) PAA, 5 min (ppm)

sin enzima (control) PGDA 2 10 3.6
T. maritima WT PGDA 2 10 5.0

T. maritima C277S PGDA 2 10 7.2
T. maritima C277T PGDA 2 10 7.9
T. neapolitana WT PGDA 2 10 57
T. neapolitana C277S PGDA 2 10 7.9
T. neapolitana C277T PGDA 2 10 3.9
sin enzima (control) EGDA 2 10 3.3
T. maritima WT EGDA 2 10 9.9

T. maritima C277S EGDA 2 10 13.6
T. maritima C277T EGDA 2 10 229
T. neapolitana WT EGDA 2 10 6.6
T. neapolitana C277S EGDA 2 10 18.4
T. neapolitana C277T EGDA 2 10 20.2
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Trp

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Gly

Asn

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Gln

Glu
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Glu

Pro
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Leu

Gly

Arg

Arg

Phe

235
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Leu

Phe
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Val
315

Leu

Phe
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Val

Val
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Ala
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Trp
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255

Gly
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Glu

Gly
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Arg
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Glu

Arg
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Leu

Glu

Tyr

Glu
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Thr
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305
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Thr
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Asp
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Ala
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Leu
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Met

115

Asp

Arg

Asp
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Leu
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Val

His

Glu

Ala
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Gly

Gly

Glu

Pro

His
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Tyr

Gly

Ala

Glu
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Ala

Pro

Pro

Glu

Ala

260

Ile

Pro

Ser

Lys

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ile

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ile

245

Arg

Cys

Lys

Phe

Gly
325
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Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

230
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Ala

Pro

Glu

Gln
310

Val

Leu

Gly

Gly

135
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Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

Ile

295
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Pro

Pro
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Leu

200

His
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Arg
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Ser

280

Arg

Val

Tyr

Trp

105

Gly

val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Ile

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Gln

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

48

Tyr

Met

Trp

Gln

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

val

270

Tyr

Asn

Leu

Gly

Ile

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Arg

Cys

Asp

Phe

Val
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Gln

Gly

Leu

Val

Arg

240

Val

Leu

Tyr

Glu

Lys
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PRT
<213> Thermoanaerobacterium sp.
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Met

1

Thr

Asp

Phe

Arg

65

Lys

Asp

Ala

val

Asp

145

Leu

Gly

Ala

Ser

Gln

Gly

Asn

Glu

Gln

50

Gly

His

Trp

Met

Thr

130

Ala

Ala

val

Leu

Asp

210

Glu

Leu

Pro

Met

35

val

Ala

Pro

Asn

Asp

115

Gly

Asp

Gly

Met

Glu

195

Tyr

Ile

Phe

Cys

20

Arg

Ser

Ala

Asp

100

Val

Asn

Asn

Ile

Gly

180

Pro

Lys

Thr

Asp

5

Pro

Ser

Phe

Ile

Leu

85

Lys

Arg

Thr

Met

Val

165

Pro

Arg

Arg

Asp

Met

Glu

val

Ala

His

70

Ile

Leu

Gly

Leu

Leu

150

Met
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Val
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Tyr

Pro

Asp
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Glu
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Arg

Asn

Gln

Asn

135

Phe
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Gln

Arg

Trp

215

Phe
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Leu

Phe
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40

Cys

Lys

Phe

Tyr

Gly

120

Gly

Arg

Met

Gly

Lys

200

Asp

Arg

Gln

Asp

25

Lys

Tyr

Tyr

His

vVal

105

Gly

His

His

Pro

Gly

185

Val

Leu

Leu

Lys

10

Glu

Ile

Asp

Ile

Gly

Ala

Gln

Ile

Ile

Glu

170

Gly

Val

Asp

Phe

Leu

Tyr

Glu

Leu

Lys

75

Tyr

Ala

Ser

Ile

Phe

155
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Leu
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Asp

49

Arg

Trp

Leu

Tyr

60

Pro

Ser

Gly

Gln

Arg

140

Leu

Asp

Ser

Glu

Ala

220

Pro

Glu

Asn

Lys

45

Phe

Lys
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125

Gly

Asp

Glu

Leu

Tyr

205

Lys

Arg

Tyr

Arg

30

Glu

Thr

Thr

Asn

Thr

110

Val

Leu

Thr

Asp

Ala

190

Pro

Asn

His

Thr
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Ala

Ser

Gly

Glu

Ser

95

Val

Gly

Asp

Ala

Arg

175

Cys

Phe

Ala

Glu

Gly

Leu

Ser

val

Gly
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Gly

vVal

Gly

Asp

Gln
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Ala

Leu

Tyr
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225

Glu Asn

Ala Lys

Gln Val

Ser Lys
290

Arg Gly
305

<210> 9

Glu

Arg

Cys

275

Lys

Phe

<211> 325
<212> PRT

<213>
<400> 9

Met Asn
1

Ala Gln

Glu Glu

Tyr Pro

50

Arg Asn

65

Ala Asp

Leu Gln

Leu Met

His Tyr
130

Leu

Thr

Asn

35

Val

Ser

Thr

Pro

val

115

Gly

val

Ile

260

Pro

Asp

Gly
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Phe

Arg

20

Ser

Pro

Arg

Pro

His

100

Glu

Asn

Phe

245

Lys

Pro

Ile

Asp

Asp

Gln

Gln

Gly

Ile

Ala

85

Tyr

Val

Gly

230

Thr

Gly

Ser

Lys

Leu
310

Met

Asp

Tyr

Val

His

70

Ala

Ser

Arg

Gly

Lys

Asp

Thr

Val

295

Ala

Pro

Asp

Pro

Arg

55

Gly

Val

Phe

Gly

Pro
135
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Leu

vVal

vVal

280

Tyr

Met

Leu

Phe

Leu

40

Val

vVal

Ile

Lys

Gln

120

Gly

Gly

Leu

265

Phe

Pro

Gln

Glu

Glu

25

Asn

Tyr

Tyr

Phe

His

105

Asn

Gly

Tyr

250

Met

Ala

Asp

Phe

Glu

10

Ser

Ile

Asp

Val

His

90

Val

Leu

Trp

235

Ile

Cys

Ala

Tyr

Met
315

Leu

Phe

Glu

Ile

Thr

75

Gly

Ile

Leu

Met

50

Asp

Val

Tyr

Gly

300

Leu

Gln

Trp

val

Tyr

60

Pro

Tyr

Gln

Ser

Thr
140

val

Gly

Asn

285

His

Glu

His

Lys

Met

45

Phe

Glu

Asn

Gly

Pro

125

Leu

Lys

Leu

270

Asn

Glu

Leu

Tyr

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Trp

Ile

110

Asp

Gly

Asn

255

Met

Ile

Pro

Tyr

Lys

15

Arg

Arg

Gly

Pro

Asn

95

Pro

Arg

Val

240

Leu

Asp

Gln

Met

Ser
320

Pro

Ile

vVal

Phe

Gly

80

Thr

Val

Asn

Met



Asp
145

Ser

Glu

Gln

Phe

Ser
225

val

val

Pro

Glu

Glu
305

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1

Arg

Gln

Pro Asp Gln Tyr

Ile Asp Ala Val
165

Gly Gly Ser Gln
180

Asp Asp Ile Leu
195

Lys Arg Ser Val
210

His Tyr Phe Lys

Tyr Gln Thr Leu
245

Glu Cys Pro Val
260

Pro Ser Ser Ala
275

Ile Arg Ala Tyr
290

Glu Glu Lys Leu

Arg Cys Arg Pro

325
10
319
PRT
Bacillus halodurans
10
Pro Leu Ile Asp

5

Asn Pro Lys Pro
20

Glu Met Arg Lys

Tyr

150

Arg

Gly

Leu

Glu

val

230

Ser

Leu

Phe

Pro

Lys
310

Tyr

Glu

Gly

Ala

Leu

215

His

Tyr

Leu

Ala

Glu

295

Phe
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Ser

Leu

Ala

Leu

200

Ser

Asp

Val

Ser

Leu

280

Tyr

Ile

Met Pro Leu

Asp Asp Phe

Leu Val

Ser Arg
170

Leu Ala
185

Ala Asp

Ser Asp

Pro Leu

Asp Cys

250

Ala Gly

265

Phe Asn

Ala His

Ser Ser

Tyr

155

Lys

Ile

Ile

Gly

His

235

Met

Leu

His

Glu

Arg
315

Met

Arg

Ala

Pro

Pro

220

Gln

Asn

Glu

Leu

val

300

Leu

Asp

Ser

Ala

Phe

205

Tyr

Thr

Met

Asp

Gly

285

Pro

Lys

Thr Glu Leu Lys Glu

10

Thr Glu Tyr Trp Asp

25

Cys

Val

Ala

190

Leu

Gln

Glu

Ala

Ile

270

Gly

Ala

Asn

Tyr

Phe

Phe

175

Ala

Thr

Glu

Glu

Ser

255

val

Pro

val

Arg

Met
15

Arg

160

Val

Leu

His

Ile

Gln

240

Met

Cys

Lys

His

Glu
320

Gly

Arg Ala Leu

30

Val Asn Pro Asn Val Glu Leu Ile Pro Ser Asp
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Phe

Arg

65

Gly

Gly

Leu

Gly

Asp

145

Gln

Val

Ala

Leu

Tyr

225

Arg

Leu

Asp

Thr

Gln

50

Gly

Thr

Glu

Ala

val

130

Asn

Leu

Ala

Ala

Ser

210

Asp

Glu

Ala

Thr

Thr
290

35

Thr

Ala

His

Trp

Met

115

Lys

Ala

Ala

val

Leu

195

Asp

Glu

Ala

Pro

vVal

275

Thr

Thr

Arg

Pro

Thr

100

Asp

Gly

Asp

Asn

Thr

180

Glu

Tyr

Leu

Glu

Leu

260

Cys

Lys

Tyr

Ile

Ala

85

Gly

val

Asn

Gln

Ile

165

Gly

Pro

Gln

Gln

Ile

245

Val

Pro

Ser

Ala

His

70

val

Leu

Arg

Thr

Leu

150

Val

Trp

Lys

Arg

Thr

230

Phe

Lys

Pro

Ile

Glu

55

Ala

Ile

Leu

Gly

His

135

Leu

Met

Ser

Ile

val

215

Tyr

Thr

Gly

Ser

Glu
295
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40

Cys Phe

Lys Tyr

His Phe

His Tyr
105

Gln Gly
120

Ser Gly

Phe Arg

Asn Leu

Gln Gly
185

Lys Lys
200

Trp Glu

Phe Arg

Lys Leu

Glu Vval
265

Thr Gln
280

Leu Tyr

His

val

His

90

Ala

Gly

His

His

Pro

170

Gly

Val

Met

Arg

Gly

250

Leu

Phe

Pro

Leu

Arg

75

Gly

Ala

Leu

Ile

Val

155

Glu

Ala

Ala

Asp

Phe

235

Tyr

Leu

Ala

Asp

52

Tyr

60

Pro

Tyr

Leu

Ser

Ile

140

Phe

VvVal

Leu

Pro

Leu

220

Asp

Ile

Ala

Met

Phe
300

45

Phe

Arg

Thr

Gly

Glu

125

Arg

Leu

Asp

Ala

Val

205

Ala

Pro

Asp

val

Tyr

285

Ala

Thr

His

Met

Tyr

110

Asp

Gly

Asp

Glu

Ile

190

Tyr

Glu

Gln

Ile

Gly

270

Asn

His

Gly

Thr

Asn

95

Ser

Thr

Leu

Thr

Glu
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Ala

Pro

Lys

His

Gln

255

Leu

Lys

Glu

VvVal
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Val

Gly

Asp
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Arg

Cys
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240
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ES 2735230 T3

Leu Pro Gly His Arg Asp Arg Ile Phe Gln Phe Leu Ser Asp Leu
305 310 315

<210> 11

<211> 317

<212> PRT

<213> Bacillus clausii

<400> 11

Met Pro Leu Val Asp Met Pro Leu Arg Glu Leu Leu Ala Tyr Glu Gly
1 5 10 15

Ile Asn Pro Lys Pro Ala Asp Phe Asp Gln Tyr Trp Asn Arg Ala Lys
20 25 30

Thr Glu Ile Glu Ala Ile Asp Pro Glu Val Thr Leu Val Glu Ser Ser
35 40 45

Phe Gln Cys Ser Phe Ala Asn Cys Tyr His Phe Tyr Tyr Arg Ser Ala
50 55 60

Gly Asn Ala Lys Ile His Ala Lys Tyr Val Gln Pro Lys Ala Gly Glu
65 70 75 80

Lys Thr Pro Ala Val Phe Met Phe His Gly Tyr Gly Gly Arg Ser Ala
85 90 95

Glu Trp Ser Ser Leu Leu Asn Tyr Val Ala Ala Gly Phe Ser Val Phe
100 105 110

Tyr Met Asp Val Arg Gly Gln Gly Gly Thr Ser Glu Asp Pro Gly Gly
115 120 125

Val Arg Gly Asn Thr Tyr Arg Gly His Ile Ile Arg Gly Leu Asp Ala
130 135 140

Gly Pro Asp Ala Leu Phe Tyr Arg Ser Val Phe Leu Asp Thr Val Gln
145 150 155 160

Leu Val Arg Ala Ala Lys Thr Leu Pro His Ile Asp Lys Thr Arg Leu
165 170 175

Met Ala Thr Gly Trp Ser Gln Gly Gly Ala Leu Thr Leu Ala Cys Ala
180 185 190

Ala Leu Val Pro Glu Ile Lys Arg Leu Ala Pro Val Tyr Pro Phe Leu
195 200 205
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Lys
225

His

Ala

Thr

Ala

Pro
305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Glu

Glu

Tyr

Gly

65

Pro

Gly

Phe

Asp Tyr
210

Glu Leu

Gly Glu

Asp Arg

Glu Cys
275

Lys Lys
290

Gly Met

12

318
PRT
Bacillus

12

Gln Leu

Lys Thr

Glu Leu

35

Pro Ala

50

Asn Ala

His Pro

Glu Ile

Gly Met
115

Lys

Ala

Ile

Ile

260

Pro

Ser

Asn

Arg

Asp

Phe

245

Gln

Pro

Tyr

Asp

subtilis

Phe

Ala

20

Ala

Asp

Arg

Ala

His

100

Leu

Asp

Pro

Lys

Gly

Ile

Ile

85

Glu

Val

Val

Tyr

230

Glu

Gly

Ser

Glu

His
310

Leu

Lys

val

val

Thr

70

val

Met

Arg

Trp

215

Phe

Arg

Asp

Thr

Leu

295

Ile

Pro

Asp

Gln

Lys

55

Gly

Lys

val

Gly
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Val

Gln
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Tyr

Phe

Leu
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40

val

Trp

Tyr

Asn

Gln
120

Met

Ser

Gly

Leu

265

Phe
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Arg

Asp

Ser

25

Glu

Tyr

Tyr

His

Trp

105

Gln

Asp

Tyr

Tyr

250

Met

Ala

Asp

Phe

Gln

10

Glu

Pro

Arg

Ala

Gly

90

Ala

Ser

Leu

Asp

235

Ile

Gly

Ala

Phe

Phe
315

Leu

Phe

Asp

Leu

val

75

Tyr

Leu

Ser

54

Ala

220

Pro

Asp

val

Tyr

Gly

300

Thr

Gln

Trp

Leu

Thr

60

Pro

Asn

His

Glu

Val

Gln

val

Gly

Asn

285

His

Ser

Thr

Lys

Gln

45

Tyr

Asp

Ala

Gly

Asp
125

Arg

His

Gln

Leu

270

Lys

Glu

Tyr

Leu

30

Pro

Lys

Lys

Ser

Tyr

110

Thr

Ser

Lys

His

255

Met

Ile

His

Lys

15

Ser

val

Ser

Gln

Tyr

95

Ala

Ser

Tyr

Arg

240

Leu

Asp

Lys

Leu

Pro

Leu

Asp

Phe

Gly

80

Asp

Ala

Ile



Ser

Lys
145

Leu

Val

Leu

Asn

Ile
225

Ala

vVal

Pro

Glu

Gln
305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro

130

Asp

Glu

Thr

Ser

Phe
210

Asn

Met

Lys

Pro

Leu

290

Thr

13

His

Thr

vVal

Gly

Asp

195

Glu

Ser

Lys

vVal

Ser

275

Lys

Glu

320
PRT
Thermoanearobacerium saccharolyticum

13

Gly

Tyr

Ile

Gly

180

Ile

Arg

Phe

Thr

Pro

260

Thr

vVal

Lys

His

Tyr

Ser

165

Ser

Pro

Ala

Phe

Leu

245

Val

Val

Tyr

Leu

Ala

Tyr

150

Ser

Gln

Lys

Ile

Arg

230

Ser

Leu

Phe

Arg

Ala
310

Leu

135

Arg

Phe

Gly

Ala

Asp

215

Arg

Tyr

Met

Ala

Tyr

295

Phe
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Gly

Gly

Asp

Gly

Ala

200

Val

Asn

Phe

Ser

Ala

280

Phe

Phe

Trp

val

Glu

Gly

185

val

Ala

Gly

Asp

Ile

265

Tyr

Gly

Lys

Met

Tyr

Val

170

Leu

Ala

Leu

Ser

Ile

250

Gly

Asn

His

Gln

Met Gly Leu Phe Asp Met Pro Leu Gln Lys

1

5

10

Thr

Leu

155

Asp

Thr

Asp

Glu

Pro

235

Met

Leu

His

Glu

His
315

Leu

Thr Asn Pro Cys Pro Glu Asp Phe Asp Glu Tyr

20

25

55

Lys

140

Asp

Glu

Ile

Tyr

Gln

220

Glu

Asn

Ile

Leu

Tyr

300

Leu

Gly

Ala

Thr

Ala

Pro

205

Pro

Thr

Leu

Asp

Glu

285

Ile

Lys

Ile

val

Arg

Ala

190

Tyr

Tyr

Glu

Ala

Lys

270

Thr

Pro

Gly

Leu

Arg

Ile

175

Ala

Leu

Leu

Val

Asp

255

val

Glu

Ala

Asp

Ala

160

Gly

Ala

Ser

Glu

Gln

240

Arg

Thr

Lys

Phe

Arg Glu Tyr Thr Gly

15

Trp Asp Arg Ala Leu
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Asp Glu Met Arg Ser Val Asp Pro Lys Ile Lys Met Lys Lys Ser Ser
35 40 45

Phe Gln Val Pro Phe Ala Glu Cys Tyr Asp Leu Tyr Phe Thr Gly Val
50 55 60

Arg Gly Ala Arg Ile His Ala Lys Tyr Ile Arg Pro Lys Thr Glu Gly

Lys His Pro Ala Leu Ile Arg Phe His Gly Tyr Ser Ser Asn Ser Gly
85 90 95

Asp Trp Asn Asp Lys Leu Asn Tyr Val Ala Ala Gly Phe Thr Val Val
100 105 110

Ala Met Asp Ala Arg Gly Gln Gly Gly Gln Ser Gln Asp Val Gly Gly
115 120 125

Val Asn Gly Asn Thr Leu Asn Gly His Ile Ile Arg Gly Leu Asp Asp
130 135 1490

Asp Ala Asp Asn Met Leu Phe Arg His Ile Phe Leu Asp Thr Ala Gln
145 150 155 160

Leu Ala Gly Ile Val Met Asn Met Pro Glu Ile Asp Glu Asp Arg Val
165 170 175

Ala Val Met Gly Pro Ser Gln Gly Gly Gly Leu Ser Leu Ala Cys Ala
180 185 190

Ala Leu Glu Pro Lys Ile Arg Lys Val Val Ser Glu Tyr Pro Phe Leu
195 200 205

Ser Asp Tyr Lys Arg Val Trp Asp Leu Asp Leu Ala Lys Asn Ala Tyr
210 215 220

Gln Glu Ile Thr Asp Tyr Phe Arg Leu Phe Asp Pro Arg His Glu Arg
225 230 235 240

Glu Asn Glu Val Phe Thr Lys Leu Gly Tyr Ile Asp Val Lys Asn Leu
245 250 255

Ala Lys Arg Ile Lys Gly Asp Val Leu Met Cys Val Gly Leu Met Asp
260 265 270

Gln Val Cys Pro Pro Ser Thr Val Phe Ala Ala Tyr Asn Asn Ile Gln
275 280 285

Ser Lys Lys Asp Ile Lys Val Tyr Pro Asp Tyr Gly His Glu Pro Met

56



290

295
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300

Arg Gly Phe Gly Asp Leu Ala Met Gln Phe Met Leu Glu Leu Tyr Ser

305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Gln

His

Phe

Arg

65

Gly

Gly

Phe

Thr

Leu

145

Phe

Ile

Ile

310

14

326

PRT

Thermotoga lettingae

14

Val Tyr Phe Asp Met
5

Arg Tyr Glu Glu Lys
20

Glu Thr Arg Gly Tyr
35

Tyr Leu Gln Asn Val
50

Gly Gln Lys Ile Lys
70

Lys Leu Pro Cys Val
85

Phe Pro Tyr Asp Trp
100

Ile Met Asp Thr Arg
115

Pro Asp Tyr Glu Asp
130

Thr Lys Gly Val Leu
150

Met Asp Ala Phe Met
165

Asp Ser Gln Thr Ile
180

Ala Leu Ala Val Ser
195

Pro

Asp

Phe

Glu

55

Gly

val

Leu

Gly

Asn

135

Asn

Ala

Ile

Ala

Leu

Phe

Gln

40

Thr

Trp

Glu

Leu

Gln

120

Pro

Pro

val

Leu

Leu
200

Glu

Asp

25

Glu

Phe

Leu

Phe

Trp

105

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

185

Ser

Asp

10

Asp

Pro

Asp

Ile

val

90

Ser

Ser

Asp

Thr

Thr

170

Gly

Ser

315

Leu

Phe

Ile

Val

Leu

75

Gly

Ala

Asn

Pro

Tyr

155

Ile

Ala

Lys

57

Arg

Trp

Leu

Thr

60

Pro

Tyr

Ala

Trp

Gln

140

Tyr

Ser

Ser

val

Lys

Lys

Lys

45

Phe

Lys

Gly

Gly

Met

125

Tyr

Tyr

Gln

Gln

Met
205

Tyr

Gln

30

Lys

Ser

Phe

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Leu

Gly

190

Ala

Leu

15

Thr

vVal

Gly

Arg

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

Glu

175

Gly

Leu

320

Pro

Ile

Asp

Tyr

Asn

80

Arg

His

Asp

Phe

Val

160

Gln

Gly

Leu



Cys

Asp
225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly
305

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1

Asp Val Pro Phe Leu
210

Ser Met Pro Tyr Ala
230

Lys Ile Gln Thr Val
245

Phe Ala Ala Arg Ala
260

Asp Asp Ile Cys Pro
275

Ala Gly Glu Lys Asp
290

Gly Gly Ser Phe His
310

Ile Ser Met Arg Glu

325
15
325
PRT
Thermotoga petrophila

15

Ala Phe Phe Asp Leu
5

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys

Ala

Ser

Met

65

Glu

Gly

20

Glu Asn Glu Lys Phe
35

His Leu Lys Thr Val
50

Gly Gln Arg Ile Lys
70

Lys Leu Pro Cys Val
85

Phe Pro His Asp Trp

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

Ile

295

Thr

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

ES 2735230 T3

His

Ile

Arg

Cys

Ser

280

Arg

Leu

Leu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

Gln

Phe

Tyr

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

Lys

Arg

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Lys

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Arg

Tyr

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Leu
315

Leu

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

58

Ala

220

Cys

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

vVal

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Gln

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Val

Tyr

Gly

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

Ile

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Arg

15

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

Ile

Thr

Ile

240

val

Leu

Tyr

Glu

Lys
320

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys



Phe

Thr

Met
145

Phe

Val

Ile

Cys

Asp
225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly
305

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

16

Met

115

Asp

Arg

Asp

His

Leu

195

val

His

Glu

Ala

Asn

275

Gly

Gly

Glu

325
PRT
Thermotoga sp.

16

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

vVal

260

Ile

Pro

Ser

Lys

Thr

Pro

Ile

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ile

245

Arg

Cys

Lys

Phe

Gly
325

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Pro

Glu

Gln
310

Gly

Asp

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

Ile

295

Ala

ES 2735230 T3

Gln

120

Pro

Pro

Val

Ile

Leu

200

His

Ile

Arg

Ile

Ser

280

Arg

Ile

105

Gly

vVal

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Gln

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

59

Trp

Gln

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Met

125

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Lys

205

val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Asp

Phe

vVal

160

Arg

Gly

Leu

val

Arg

240

vVal

Leu

His

Glu

Arg
320



Met

Glu

Ala

Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

Ile

Cys

Asp

225

Asp

Ala

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

vVal

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Tyr

Ser

35

Leu

Gln

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

His

Leu

195

val

His

Glu

Phe

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Asp

Glu

Lys

Thr

Ile

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ile

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ile
245

Leu

Lys

Phe

val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

230

val

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Asp

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

ES 2735230 T3

Leu

Phe

Leu

40

val

Trp

Gln

Phe

Gln

120

Pro

Pro

Val

Ile

Leu

200

His

Ile

Arg

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu
250

Leu

Phe

val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

60

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

Gln

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Lys

Lys

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Lys

205

vVal

Lys

Phe

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Phe

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

Arg

15

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

95

Ile

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly
255

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp

Phe

vVal

160

Arg

Gly

Leu

vVal

Arg

240

val



Asn Phe Ala

Met Asp Asn

275

Tyr Ala Gly

290

Gly Gly Gly

305

Leu Phe Glu

<210> 17
279
PRT
Thermotoga sp.

<211>
<212>
<213>

<400> 17

Met Ala Leu

1

Asp

Glu

Tyr

Arg

65

Glu

Arg

His

Asp

Phe
145

Arg

Glu

Leu

50

Gly

Glu

Gly

Phe

Thr

130

Met

Tyr

Ser

35

Leu

Gln

Arg

Phe

vVal

115

Pro

Thr

Val

260

Ile

Pro

Ser

Lys

Phe

Glu

20

Arg

Glu

Arg

Leu

Pro

100

Met

Asp

Arg

Arg

Cys

Lys

Phe

Gly
325

Asp

5

Glu

Lys

Asn

Ile

Pro

85

Phe

Asp

Tyr

Gly

Ala

Pro

Glu

Gln
310

Met

Glu

Phe

Val

Lys

70

Cys

Asp

Thr

Cys

Ile
150

Lys

Pro

Ile

295

Ala

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Ala

Ile

Trp

Arg

Asp

135

Leu

ES 2735230 T3

Ile

Ser

280

Arg

Ile

Leu

Phe

Leu

40

Val

Trp

Val

Leu

Gly

120

Glu

Asp

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Glu

Phe

105

Gln

Pro

Pro

Ala

Val

Tyr

Gln

Lys

10

Leu

Pro

Asp

Ile

Phe

90

Trp

Gly

Ile

Arg

Leu Phe

Phe Ala

Pro

Tyr
300

Val Lys

315

Leu

Phe

Ile

Val

Leu

75

Ile

Ser

Thr

Asn

Thr
155

61

Arg

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Gly

Ser

Ser

Pro

140

Tyr

Ser Val Gly Leu

270

Ala Tyr Asn His

285

Asn Asn His Glu

Phe Leu Lys Arg

Ser

Lys

Glu

45

Phe

vVal

Tyr

Ala

Arg

125

Gln

Tyr

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Val

Arg

Gly

110

Val

Phe

Tyr

Leu

15

Thr

vVal

Gly

Lys

Gly

Tyr

Lys

Pro

Arg

320

Pro

Leu

Asp

Tyr

Lys

80

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg
160



Val

Gly

Gly

Val

Phe Thr Asp Ala
165

Ile Asp Pro Glu
180

Ile Ala Leu Ala
195

Ser Asn Val Pro
210

Thr Asp Asn Ala Pro

225

Arg Asp Lys Glu Glu

245

Val Asn Phe Ala Ala

260

Leu Met Asp Lys Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Arg
1

Ala

Tyr

Ser

Gln

65

Lys

275

18

182

PRT

Bacillus subtilis

18

Gly Gln Gln Ser

Leu Gly Trp Met
20

Arg Gly Val Tyr
35

Phe Asp Glu Val
50

Gly Gly Gly Leu

Ala Ala Val Ala
85

Val

Arg

Val

Phe

Tyr

230

Ile

Arg

Cys

Ser

Thr

Leu

Asp

Thr

70

Asp

Arg

Ile

Ala

Leu

215

Ser

val

Ala

Pro

Glu

Lys

Asp

Glu

55

Ile

Tyr

ES 2735230 T3

Ala Val Glu
170

Ala Val Vval
185

Ala Leu Ser
200

Cys His Phe

Glu Ile Val

Phe Arg Thr
250

Lys Ile Pro
265

Asp Thr Ser
10

Gly Ile Leu
25

Ala Val Arg
40

Thr Arg Ile

Ala Ala Ala

Pro Tyr Leu
90

Thr

Gly

Glu

Arg

Asn

235

Leu

Ala

Ile

Asp

Ala

Gly

Ala

75

Ser

62

Ala

Thr

Ile

Arg

220

Tyr

Ser

Leu

Ser

Lys

Leu

val

60

Leu

Asn

Ser

Ser

Pro

205

Ala

Leu

Tyr

Phe

Leu

Asp

Glu

45

Thr

Ser

Phe

Ser

Gln

190

Lys

Val

Lys

Phe

Ser
270

His

Thr

30

Val

Gly

Asp

Glu

Phe

175

Gly

Ala

Gln

Val

Asp

255

val

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ile

Arg
95

Pro

Gly

Leu

Ile

His

240

Ala

His

Tyr

Ser

Ser

Pro

80

Ala



10

Ile

Arg

Ser

Leu
145

Phe

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

<222>
<223>

<400>

Met

1

Glu

Lys

Phe

Arg

65

Glu

Gly

Asp Val Ala Leu Glu Gln
100

Arg Asn Gly Ser Pro Glu
115

Tyr Phe Asp Ile Met Asn
130 135

Met Ser Ile Gly Leu Ile
150

Ala Ala Tyr Asn His Leu
165

Tyr Phe Gly His Glu

180
19
325
PRT
Thermotoga neapolitana

CARACTERISTICA_NUEVA
(277)..(277)

Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.
19
Ala Phe Phe Asp Met Pro

5

Arg Tyr Glu Glu Lys Asp
20

Glu Ser Glu Gly Phe Pro
35

His Leu Lys Thr Val Glu
50 55

Gly Gln Arg Ile Lys Gly
70

Lys Leu Pro Cys Val Val
85

Phe Pro His Asp Trp Leu
100

ES 2735230 T3

Pro

Thr

120

Leu

Asp

Glu

Leu

Phe

Leu

40

Thr

Trp

Gln

Phe

Tyr

105

Glu

Ala

Lys

Thr

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp
105

Leu

Val

Asp

Vval

Glu
170

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Glu

Gln

Arg

Thr

155

Lys

Leu

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

63

Ile

Ala

vVal

140

Pro

Glu

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Asn

Met

125

Lys

Pro

Leu

Lys

Arg

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Ser

110

Lys

Val

Ser

Lys

Tyr

Glu

30

Lys

Ser

Leu

Gly

Tyr
110

Phe

Thr

Pro

Thr

Val
175

Arg

15

Thr

Val

Gly

Ala

Gly

95

Ile

Phe

Leu

val

val

160

Tyr

Pro

Leu

Asp

Tyr

Glu

80

Arg

Cys



10

Phe

Thr

Met
145

Phe

vVal

Ile

Cys

Asp
225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly
305

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Val Met Asp Thr Arg Gly
115

Pro Asp Tyr Pro Glu Gly
130 135

Thr Arg Gly Ile Leu Asp
150

Val Asp Ala Val Arg Ala
165

Asp Ser Arg Lys Val Val
180

Ala Leu Ala Val Ser Ala
195

Asp Val Pro Phe Leu Cys
210 215

Thr His Pro Tyr Val Glu
230

Lys Glu Glu Ile Val Phe
245

Phe Ala Ala Arg Ala Lys
260

Asp Thr Ile Xaa Pro Pro
275

Ala Gly Pro Lys Glu Ile
290 295

Gly Gly Ser Phe Gln Ala
310

Phe Glu Glu Gly

325
20
325
PRT
Thermotoga maritima

CARACTERISTICA NUEVA
(277)..(277)
Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr

20

ES 2735230 T3

Gln

120

Pro

Pro

Val

vVal

Leu

200

His

Ile

Arg

vVal

Ser

280

Arg

Ile

Gly

val

Gly

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Asn

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Gln

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Arg

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

64

Trp

Gln

140

Tyr

Ile

Ser

val

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Met

125

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

val

270

Tyr

Asn

Leu

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Asp

Phe

Val

160

Arg

Gly

Leu

val

Arg

240

Val

Leu

His

Glu

Arg
320



Met

Glu

Ala

Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

Ile

Cys

Asp

225

Asp

Ala

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Tyr

Ser

35

Leu

Gln

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

Gln

Leu

195

Val

His

Glu

Phe

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Asp

Glu

Lys

Thr

Ile

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ile

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ile

Leu

Lys

Phe

Val

Lys

70

vVal

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

230

vVal

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Gly

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

ES 2735230 T3

Leu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

Gln

Phe

Gln

120

Pro

Pro

Val

Ile

Leu

200

His

Ile

Arg

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

Leu

Phe

Val

val

val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

65

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

Gln

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Lys

205

Val

Lys

Phe

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

Arg

15

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

95

Ile

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp

Phe

Val

160

Gln

Gly

Leu

Val

Arg

240

Val



10

Asn

Met

Tyr

Gly
305

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Met

245

Phe Ala Ala Arg Ala Lys
260

Asp Asn Ile Xaa Pro Pro
275

Ala Gly Pro Lys Glu Ile
290 295

Gly Gly Ser Phe Gln Ala
310

Phe Glu Lys Gly

325
21
326
PRT
Thermotoga lettingae

CARACTERISTICA_NUEVA

(277)..(277)
Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.
21
Val Tyr Phe Asp Met Pro

5

Gln Arg Tyr Glu Glu Lys Asp

His

Phe

Arg

65

Gly

Gly

Phe

20

Glu Thr Arg Gly Tyr Phe
35

Tyr Leu Gln Asn Val Glu
50 55

Gly Gln Lys Ile Lys Gly
70

Lys Leu Pro Cys Val Val
85

Phe Pro Tyr Asp Trp Leu
100

Ile Met Asp Thr Arg Gly

ES 2735230 T3

Ile

Ser

280

Arg

Val

Leu

Phe

Gln

40

Thr

Trp

Glu

Leu

Gln

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

25

Glu

Phe

Leu

Phe

Trp

105

Gly

250

Ala

Val

Tyr

Gln

Asp

10

Asp

Pro

Asp

Ile

val

90

Ser

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

Leu

Phe

Ile

Val

Leu

75

Gly

Ala

Asn

66

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Arg

Trp

Leu

Thr

60

Pro

Tyr

Ala

Trp

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Lys

Lys

Lys

45

Phe

Lys

Gly

Gly

Met

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Tyr

Gln

30

Lys

Ser

Phe

Gly

Tyr

110

Lys

255

Gly

Asn

His

Lys

Leu

15

Thr

Val

Gly

Arg

Gly

95

Ala

Gly

Leu

Tyr

Glu

Lys
320

Pro

Ile

Asp

Tyr

Asn

80

Arg

His

Asp



10

Thr

Leu
145

Phe

Ile

Ile

Cys

Asp
225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly
305

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

115

Pro Asp Tyr Glu Asp Asn
130 135

Thr Lys Gly Val Leu Asn
150

Met Asp Ala Phe Met Ala
165

Asp Ser Gln Thr TIle Ile
180

Ala Leu Ala Val Ser Ala
195

Asp Val Pro Phe Leu Cys
210 215

Ser Met Pro Tyr Ala Glu
230

Lys Ile Gln Thr Val Phe
245

Phe Ala Ala Arg Ala Lys
260

Asp Asp Ile Xaa Pro Pro
275

Ala Gly Glu Lys Asp Ile
290 295

Gly Gly Ser Phe His Thr
310

Ile Ser Met Arg Glu

325
22
325
PRT
Thermotoga petrophila

CARACTERISTICA NUEVA
(277)..(277)
Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

22

ES 2735230 T3

120

Pro

Pro

vVal

Leu

Leu

200

His

Ile

Arg

Cys

Ser

280

Arg

Leu

Ser

Glu

Glu

Ser

185

Ser

Tyr

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Asp

Thr

Thr

170

Gly

Ser

Lys

Arg

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Lys

Pro

Tyr

155

Ile

Ala

Lys

Arg

Tyr

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Leu
315

67

Gln

140

Tyr

Ser

Ser

Val

Ala

220

Cys

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

125

Tyr

Tyr

Gln

Gln

Met

205

val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Pro

Arg

Leu

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Val

Gly

Arg

Glu

175

Gly

Leu

Ile

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Phe

Val

160

Gln

Leu

Thr

Ile

240

Val

Leu

Tyr

Glu

Lys
320



Met

Glu

Ala

Ser

Met

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

Ile

Cys

Asp

225

Asp

Ala

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Tyr

Asn

35

Leu

Gln

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

His

Leu

195

val

His

Glu

Phe

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Asp

Glu

Lys

Thr

Ile

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ile

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ile
245

Leu

Lys

Phe

val

Lys

70

val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

230

val

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Asp

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

ES 2735230 T3

Leu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

Gln

Phe

Gln

120

Pro

Pro

Val

Ile

Leu

200

His

Ile

Arg

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu
250

Leu

Phe

Val

Val

val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

68

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

Gln

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Met

125

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Lys

205

Val

Lys

Phe

Tyr

Gly

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

Arg

15

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

95

Ile

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly
255

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp

Phe

Val

160

Arg

Gly

Leu

Val

Arg

240

Val



10

Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

23

325
PRT
Thermotoga sp.

Ala

Asn

275

Gly

Gly

Glu

Val

260

Ile

Pro

Ser

Lys

Arg

Xaa

Lys

Phe

Gly
325

Ala

Pro

Glu

Gln
310

Lys

Pro

Ile

295

Ala

CARACTERISTICA NUEVA
(277)..(277)
Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

23

Met Ala Phe

1

Glu

Ala

Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

val

Tyr

Ser

35

Leu

Gln

Leu

Pro

Met
115

Phe

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Asp

5

Glu

Lys

Thr

Ile

Cys
85

Asp

Thr

Leu

Lys

Phe

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Gly

vVal

Leu

Gly

ES 2735230 T3

Ile

Ser

280

Arg

Ile

Leu

Phe

Leu

40

val

Trp

Gln

Phe

Gln
120

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Ala

Val

Tyr

Gln

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

Leu

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

69

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Lys

Lys

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu
125

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Gly

Asn

His

Lys

Arg

15

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

95

Ile

Gly

Leu

His

Glu

Arg
320

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp
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Thr

Met
145

Phe

val

Ile

Cys

Asp
225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly
305

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Pro Asp Tyr Pro Glu Asp
130 135

Thr Arg Gly Ile Leu Asp
150

Thr Asp Ala Val Arg Ala
165

Asp His Glu Arg Ile Val
180

Ala Leu Ala Val Ser Ala
195

Asp Val Pro Phe Leu Cys
210 215

Thr His Pro Tyr Ala Glu
230

Lys Glu Glu Ile Val Phe
245

Phe Ala Val Arg Ala Lys
260

Asp Asn Ile Xaa Pro Pro
275

Ala Gly Pro Lys Glu Ile
290 295

Gly Gly Ser Phe Gln Ala
310

Phe Glu Lys Gly

325
24
329
PRT
Thermotoga sp.

CARACTERISTICA_NUEVA
(278)..(278)
Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr

24

ES 2735230 T3

Pro

Pro

Val

Ile

Leu

200

His

Ile

Arg

Ile

Ser

280

Arg

Ile

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Gln

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

70

Gln

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Tyr

Tyr

Ser

Gln

Lys

205

val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

Gln

Thr

Asp

val

270

Tyr

Asn

Leu

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Phe

Val

160

Arg

Gly

Leu

val

Arg

240

val

Leu

His

Glu

Arg
320



Met

Asp

Glu

Tyr

Arg

65

Glu

Arg

His

Asp

Phe

145

Val

Gly

Gly

Val

Thr

225

Arg

Ala

Arg

Glu

Leu

50

Gly

Glu

Gly

Phe

Thr

130

Met

Phe

Ile

Ile

Ser

210

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

35

Leu

Gln

Arg

Phe

Val

115

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

195

Asn

Asn

Lys

Phe

Glu

20

Arg

Glu

Arg

Leu

Pro

100

Met

Asp

Arg

Asp

Pro

180

Leu

Val

Ala

Glu

Asp

Glu

Lys

Asn

Ile

Pro

85

Phe

Asp

Tyr

Gly

Ala

165

Glu

Ala

Pro

Pro

Glu
245

Met

Glu

Phe

Val

Lys

70

Cys

Asp

Thr

Cys

Ile

150

vVal

Arg

Val

Phe

Tyr

230

Ile

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Ala

Ile

Trp

Arg

Asp

135

Leu

Arg

Ile

Ala

Leu

215

Ser

Val

ES 2735230 T3

Leu

Phe

Leu

40

Val

Trp

Val

Leu

Gly

120

Glu

Asp

Ala

Ala

Ala

200

Cys

Glu

Phe

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Glu

Phe

105

Gln

Pro

Pro

Val

Val

185

Leu

His

Ile

Arg

Lys

10

Leu

Pro

Asp

Ile

Phe

90

Trp

Gly

Ile

Arg

Glu

170

Val

Ser

Phe

Val

Thr
250

Leu

Phe

Ile

val

Leu

75

Ile

Ser

Thr

Asn

Thr

155

Thr

Gly

Glu

Arg

Asn

235

Leu

71

Arg

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Gly

Ser

Ser

Pro

140

Tyr

Ala

Thr

Ile

Arg

220

Tyr

Ser

Ser

Lys

Glu

45

Phe

Val

Tyr

Ala

Arg

125

Gln

Tyr

Ser

Ser

Pro

205

Ala

Leu

Tyr

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Val

Arg

Gly

110

Val

Phe

Tyr

Ser

Gln

190

Lys

Val

Lys

Phe

Leu

15

Thr

val

Gly

Lys

Gly

95

Tyr

Lys

Pro

Arg

Phe

175

Gly

Ala

Gln

Val

Asp
255

Pro

Leu

Asp

Tyr

Lys

80

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

160

Pro

Gly

Leu

Ile

His

240

Gly



10

Val

Leu

His

Glu
305

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Met

1

Thr

Asp

Phe

Arg

65

Lys

Asp

Ala

Asn Phe Ala Ala Arg Ala
260

Met Asp Lys Thr Xaa Pro
275

Tyr Ala Gly Pro Lys Glu
290 295

Gly Gly Glu Ser Phe Gln
310

Ile Leu Lys Gly Glu Phe
325

25

320

PRT
Thermoanaerobacter sp.

CARACTERISTICA_NUEVA

(275)..(275)
Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.
25
Gly Leu Phe Asp Met Pro

5

Asn Pro Cys Pro Glu Asp
20

Glu Met Arg Ser Val Asp
35

Gln Val Ser Phe Ala Glu
50 55

Gly Ala Arg Ile His Ala
70

His Pro Ala Leu Ile Arg
85

Trp Asn Asp Lys Leu Asn
100

Met Asp Val Arg Gly Gln
115

ES 2735230 T3

Lys

Pro

280

Ile

Arg

Lys

Leu

Phe

Pro

40

Cys

Lys

Phe

Tyr

Gly
120

Ile

265

Ser

Lys

Met

Ala

Gln

Asp

25

Lys

Tyr

Tyr

His

Val

105

Gly

Pro

Thr

Val

Glu

Lys

10

Glu

Ile

Asp

Ile

Gly

Ala

Gln

Ala

Val

Tyr

Glu
315

Leu

Tyr

Glu

Leu

Lys

75

Tyr

Ala

Ser

72

Leu

Phe

Pro

300

Leu

Arg

Trp

Leu

Tyr

60

Pro

Ser

Gly

Gln

Phe

Ala

285

Phe

Arg

Glu

Asn

Lys

45

Phe

Lys

Ser

Phe

Asp
125

Ser

270

Ala

Asn

Phe

Tyr

Arg

30

Glu

Thr

Thr

Asn

Thr

110

Val

Val

Tyr

Glu

Met

Thr

15

Ala

Ser

Gly

Glu

Ser

95

Val

Gly

Ala

Asn

His

Lys
320

Gly

Leu

Ser

Val

Gly

80

Gly

val

Gly



ES 2735230 T3

Val Thr Gly Asn Thr Leu Asn Gly

130

135

Asp Ala Asp Asn Met Leu Phe Arg

145

150

Leu Ala Gly Ile Val Met Asn Met

Gly Val Met

165

Gly Pro Ser Gln Gly
180

Ala Leu Glu Pro Arg Val Arg Lys

195

200

Ser Asp Tyr Lys Arg Val Trp Asp

210

215

Gln Glu Ile Thr Asp Tyr Phe Arg

225

230

Glu Asn Glu Val Phe Thr Lys Leu

245

Ala Lys Arg Ile Lys Gly Asp Val

260

Gln Val Xaa Pro Pro Ser Thr Val
275 280

Ser Lys Lys Asp Ile Lys Val Tyr

290

295

Arg Gly Phe Gly Asp Leu Ala Met

305

<210> 26
<211> 795
<212> ADN

310

<213> Streptomyces kanamyceticus

<400> 26

atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggce
caggacgagg

ctecgacgttyg

aagatggatt gcacgcaggt

gggcacaaca gacaatcgge

His

His

Pro

Gly

185

vVal

Leu

Leu

Gly

Leu

265

Phe

Pro

Gln

Ile

Ile

Glu

170

Gly

Val

Asp

Phe

Tyr

250

Met

Ala

Asp

Phe

Ile

Phe

155

Val

Leu

Ser

Leu

Asp

235

Ile

Cys

Ala

Tyr

Met
315

tctecggecg

tgctcetgatg

gceeggttet ttttgtcaag accgacctgt

cagcgegget ategtggetg gecacgacgg

tcactgaage gggaagggac

tggctgetat

73

Arg Gly Leu Asp Asp
140

Leu Asp Thr Ala Gln
160

Asp Glu Asp Arg Val
175

Ser Leu Ala Cys Ala
190

Glu Tyr Pro Phe Leu
205

Ala Lys Asn Ala Tyr
220

Pro Arg His Glu Arg
240

Asp Val Lys Asn Leu
255

Val Gly Leu Met Asp
270

Tyr Asn Asn Ile Gln
285

Gly His Glu Pro Met
300

Leu Glu Leu Tyr Ser
320

cttgggtgga gaggctatte
ccgeegtgtt ceggetgtea
ccggtgccct gaatgaactg
gegttecttg cgecagetgtyg

tgggcgaagt gccggggeag

60

120

180

240

300



gatctecetgt
cggeggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggcegetttt
atagcgttgg
ctegtgettt
gacgagttect
<210> 27

<211> 3434

<212> ADN
<213>

<220>
<223>
<400> 27

agattgcagce
tactttctag
tcgtcaagaa
acgaggaagc
gctatgtect
cggccatttt
tecgeegtegg
tgctettegt
tcgatgegat
cgccgeattg
agatcctgece
tcgagcacag
tecctgeagtt
tgcgetgaca
tagccgaata
atcatgcgaa
atccttggeg

ggcgecccag

cgccatgtaa

catctcacct
atacgettga
cacgtacteg
ggctegegee
tcgtegtgac
ctggattcat
ctaccegtga
acggtatcge

tctaa

Secuencia artificial

Plasmido pKD13

attacacgtc
agaataggaa
ggcgatagaa
ggtcageccca
gatagecggtc
ccaccatgat
gcatgecgege
ccagatcatc
gtttegettyg
catcagccat
ccggcactte
ctgcgcaagg
cattcaggge
gccggaacac
gectetecac
acgatcctca
gcaagaaagc
ctggcaatte

gecccactgea

ES 2735230 T3

tgctectgee
tcecggectace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtgge
tattgctgaa

cgctecegat

ttgagcgatt
ctteggaata
ggcgatgcge
ttcgeegeca
cgccacaccee
attecggcaag
cttgagectg
ctgatcgaca
gtggtcgaat
gatggatact
gceccaatage
aacgecccegte
accggacagg
ggcggcatca
ccaagcggcc
tecetgtetet
catccagttt
cggttegett

agctacctge

gagaaagtat
tgceccatteg
ggtcttgteg
ttcegeccagge
gcctgettge
cggctgggtyg
gagettggeg

tcgecagegea

gtgtaggetg
ggaacttcaa
tgcgaatcgg
agctcettcag
agceggecac
caggcatcge
gcgaacagtt
agaccggett
gggcaggtag
ttctecggeag
agccagtccce
gtggccagece
tecggtcecttga
gagcagccga
ggagaacctg
tgatcagatce
actttgcagg
gctgtecata

tttectetttg

74

ccatcatgge
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgceg
cgaatatcat
tggcggacceg
gcgaatggge

tcgectteta

gagctgette
gatcccctta
gagcggcegat
caatatcacg
agtcgatgaa
catgggtcac
cggctggege
ccateccgagt
ccggatcaag
gagcaaggtg
tteecegette
acgatagccg
caaaaagaac
ttgtctgttg
cgtgcaatce
ttgatcecect
gctteccaac
aaaccgccca

cgettgegtt

tgatgcaatg
gaaacatcge
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgacegette

tecgecttett

gaagttccta
ttagaagaac
accgtaaagce
ggtagccaac
tccagaaaag
gacgagatcc
gagcccectga
acgtgctege
cgtatgcage
agatgacagg
agtgacaacg
cgetgecteg
cgggcgecce
tgcccagteca
atcttgttca
gcgecatcag
cttaccagag
gtctagctat

ttececettgte

360

420

480

540

600

660

720

780

795

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



cagatagecce
tacgtgttce
caaaagcgct
cggatccceg
gatgacgeat
acaaagcgag
cggctggetg
agttaagaac
caataccagt
ggctaattce
tectaaggget
aagctttaaa
tttaagttge
atgagagctt
ttaaacatga
agtacgtact
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagege
ccgggaaget
tacaggcatc
acgatcaagg
tectecgate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttcttecgggg
cactcgtgea
aaaaacagga

actcatacte

agtagctgac
gcettecttta
ctgaagttcc
gaattaattc
cctcacgata
getgggtatt
aggagataaa
gagtatcgag
agaaacagac
catgtcagece
tectecagtgeg
agccttatat
tgatttatat
agtacgttag
gagcttagta
atcaacaggt
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctecac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tetettactyg
tcattctgag
aataccgcge
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg

ttecttttte

ES 2735230 T3

attcatcegg
gcagccecttg
tatactttct
tcatgtttga
atatccgggt
tececeggectt
taataaacga
atggcacata
gaagaagcta
gttaagtgtt
ttacatcect
attctttttt
taattttatt
ccatgagagc
cgttaaacat
tgaactgcgg
tatatgagta
cgatctgtcet
tacgggaggg
cggceteccaga
ctgcaacttt
gttcgeecagt
gctegtegtt
gatcccceccat
gtaagttgge
tecatgeecatce
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
ctteagecatce
ccgcaaaaaa

aatattattg

ggtcagecace
cgccecctgagt
agagaatagg
cagcttatca
aggcgcaatc
tetgttatee
ggggctgtat
gecttgetca
gctttgecact
cctgtgtecac
ggcttgttgt
ttcttataaa
gttcaaacat
ttagtacgtt
gagagcttag
atecttgegge
aacttggtct
atttcgttca
cttaccatct
tttatcageca
atcecgectec
taatagtttg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatge
gcggcegacceg
aactttaaaa
accgctgttg
ttttacttte

gggaataagg

aagcatttat

75

gtttetgegg
gecttgeggcea
aacttcgaac
ctgatcagtg
actttegtet
gaaatccact
gcacaaagca
aattggaatc
ggattgcgag
tgaaaattge
ccacaacegt
acttaaaacc
gagagcttag
agccatgagg
tacgtgaaac
cgcaaaaatt
gacagttacce
tccatagttg
ggccccagtg
ataaaccage
atccagtcecta
cgcaacgttg
tcattcagcet
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttetgtga
agttgctett
gtgctcatca
agatccagtt
accagegttt
gcgacacgga

cagggttatt

actggettte
gcegtgagett
tgcaggtcga
aattaatgge
ctactecegtt
gaaagcacag
tcttetgttyg
aggtttgtge
gctttgecat
tttgagagge
taaaccttaa
ttagaggcta
tacgtgaaac
gtttagtteg
atgagagett
aaaaatgaag
aatgettaat
cctgactcecee
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgecattge
ccggttececa
gctecttegg
ttatggecage
ctggtgagta
gceceggegte
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgage
aatgttgaat

gtctecatgag

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



10

15

20

25

cggatacata
ccgaaaagtg
gagtagggaa
cgttttatct
gatttgaacg
gccaggeatce

ccaagcettge

<210> 28
<211> 80
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 28

atgagcacgt cagacgatat ccataacacc acagccactg gcaaatgcce gttccatcag

gtgtaggetg gagctgette

<210> 29
<211> 82
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 29

tttgaatgta
ccacctgeat
ctgccaggea
gttgtttgte
ttgcgaagca
aaattaagca

atge

Secuencia artificial

Cebador

Secuencia artificial

Cebador
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tttagaaaaa
cgatggcece
tcaaataaaa
ggtgaacgcet
acggcccgga

gaaggccatc

taaacaaata
ccgatggtag
cgaaaggcte
ctcectgagta

gggtggeggg

ctgacggatg

ggggtteccge
tgtggggtct
agtcgaaaga
ggacaaatce
caggacgccce

gectttttge

gcacatttcece
ccccatgega
ctgggecttt
gccgggageg
gccataaact

gtggccagtg

taacagcagg tcgaaacggt cgaggttcat cactttcace catgecgeca cgaagtettt

attcegggga tcegtegace tg

<210> 30

<211> 1424
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 30

taacagcagg
attccgggga
tcagageget
aagcggaaca
tactgggcta
gggcttacat

ccagctgggg

Artificial sequence

Constructo sintético

tcgaaacggt
tecegtegace
tttgaagcete
cgtagaaage
tctggacaag
ggcgataget

cgcectetgyg

cgaggttcat
tgcagttcga
acgcetgecge
cagteccgeag
ggaaaacgca
agactgggcg

taaggttggg

cactttcacce
agttcctatt
aagcactcag
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga

aagccctgea

76

catgeccgeca
ctctagaaag
ggcgcaaggg
gaccceggat
gaaagcaggt
cagcaagcga

aagtaaactg

cgaagtcttt
tataggaact
ctgctaaagg
gaatgtcage
agcttgcagt
accggaattg

gatggcttte

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3434

60

80

60

82

60

120

180

240

300

360

420



ttgcegecaa
tegtttegea
aggctatteg
cggctgtcag
aatgaactgce
gcagctgtge
ccggggcagyg
gatgcaatge
aaacatcgca
ctggacgaag
atgcccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttec
cgccttettg
ttectctagaa
ttgccagtgg
<210> 31

<211> 2181

<212> ADN
<213>

<400> 31

atgagcacgt
ggcggtcacg
cttegtgttg
gactaccgeca
ctgttgacag
attcgtatgg
ggtcgtggtce
aaagcgegte
gacctgttta
tttggtgceeg
aaagcctgge

gagatgggtce

ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcg
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctecctgte
ggcggctgea
tcgagegage
agcatcaggg
gcgaggatct
gceegetttte
tagegttgge
tegtgettta
acgagttctt
agtataggaa

ctgtggtgtt

Escherichia coli

cagacgatat
accagagtgce
acctgttaaa
aagaattcag
aatctcaacce
cctggecacgg
agcaacgttt
gcctgttgtg
tcctegeggg
gtecgtgaaga
tgactcaccg

tgatttacgt

ES 2735230 T3

gcgeagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttett
agcgeggeta
cactgaagceg
atctcacctt
tacgecttgat
acgtactegg
gctegegeca
cgtegtgace
tggattcatc
tacccgtgat
cggtategece
ctaataaggg
cttcgaagea

atggatatcg

ccataacacc
gggggcggge
ccaacattcet
caaattagat
gtggtggcca
cgeggggact
tgcaccgetg
gccaatcaaa
taacgtggeg
cgtectgggaa
tcateccggaa

taacccggaa

tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggcet
tttgtcaaga
tcgtggetgg
ggaagggact
gctectgeeg
ccggctaccet
atggaageccg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggce
attgctgaag
gcteccegatt
gatcttgaag
gctecagect

tectgacgtge

acagccactg
acaaccactc
aatcgttcta
tactacggece
gccgactggg
taccgttcaa
aactcctgge
cagaaatatg
ctagaaaact
ccggatctgg
gcgetggega

ggcecggate

77

atcaagagac
cteceggecge
gctctgatge
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gceccattega
gtcttgtcega
tcgecagget
cctgettgec
ggctgggtgt
agcttggegg
cgcagcegeat
ttectattece
acacctgatg

tcat

gcaaatgcec
gcgactggtg
acccactggg
tgaaaaaaga
gcagttacge
tcgatggacg
cggataacgt
gtcagaaaat
ccggetteeg
atgttaactg
aagcaccgcet

acagecggcega

aggatgagga
ttgggtggag
cgcegtgtte
cggtgccctg
cgttecttge
gggcgaagtg
catcatggcet
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggcgcgce
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatggget
cgccttetat
gaagttccta

gaacgggcat

gtteccatcag
gccaaatcaa
tgaggacttt
tctgaaagcee
cggtctgttt
cggtggcgeg
aagcctcgat
ctecctgggece
tacctteggt
gggtgatgaa
gggtgcaacce

accgctttet

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1424

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gcggcageag
gcgcetgattg
gtaggtcctg
tacggcagceg
acgccgacce
acccgcagcece
gatccgtttg
cgttttgatc
aacgaagcct
cgctacatcg
ccgatctaca
ggtctgtctg
ggcgacaaac
gatgtgaacg
ggtaaagect
gcaagcgcecg
caggatcaga
aactatecgeg
caactgacgce
gccaacttcg
gacttctteg
gagctgttceg
gatctggtgt
gatgcccacg

gaccgttteg

<210> 32

<211> 726
<212> PRT
<213>

<400> 32

ctatecegege
cgggtggtca
atccagaage
gegttggege
agtggagcaa
cggctggege
atcegtcegaa
ctgagttcga
ttgecegtge
ggccggaagt
acccgaccga
ttagtgagct
geggtggtge
ccgecageegt
cgcetggegga
caggtttgag
ctgacattga
ctegtctgga
tgaccgegee
atggcagcaa
tgaacttget
aaggccgtga
ttggttctaa
agaagtttgt

acctgetgta

Escherichia coli

ES 2735230 T3

gaccttegge
tacgctgggt
tgcaccgatt
agatgccatt
ctatttette
aatccagttc
gaaacgtaaa
gaagatctct
ctggttcaaa
gccgaaagaa
gcaggacatt
ggtatcggtg
caacggtgeg
tegtgetetg
tatcatagtg
cattcatgta
gatgtttgag
cgtttccace
ggaaatgact
aaacggcgte
ggatatgcgt
ccgtgaaacce
ctcegtectg
taaagacttce

a

aacatgggca
aaaacccacg
gaagaacaag
acctctggte
gagaacctgt
gaagcggtag
ccgacaatge
cgtegtttee
ctgacgcaca
gatctgatct
atcgatctga
gectgggceat
cgtectggeat
cetgttetgg
ctggctggtg
cegtttgege
ctgctggage
accgagtcac
gegetggtgg
ttcactgace
tacgagtgga
ggcgaagtga
cgtgcggtgg

gtggcggcat

tgaacgacga
gtgceggtce
gtttaggttg
tggaagtagt
tcaagtatga
acgcaccgga
tggtgaccga
tcaacgatce
gggatatggg
ggcaagatcc
aattcgcgat
ctgcttctac
taatgccegceca
agaaaatcca
tggttggtgt
cgggtcgegt
caattgctga
tgctgatcga
geggeatgeg
gcgttggegt
aagcgaccga
aatttacgge

cggaagttta

gggtgaaagt

agaaaccgtg
gacatcaaat
ggcgagcact
ctggacccag
gtgggtacag
aattatcccg
cctgacgetg
gcaggcegtte
gccgaaatcet
gctgecgecag
tgecggattct
cttcegtggt
gcgegactgg
gaaagagtct
tgagaaagcce
tgatgcgegt
cggtttecegt
caaagcacag
tgtactgggt
attgagcaat
cgaatcgaaa
cagceccgtgeg
cgccagtage

gatgaaccte

Met Ser Thr Ser Asp Asp Ile His Asn Thr Thr Ala Thr Gly Lys Cys

1

5

10

15

Pro Phe His Gln Gly Gly His Asp Gln Ser Ala Gly Ala Gly Thr Thr

20

25

78

30

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2181



Thr

His

Glu

65

Leu

Ala

Ser

Pro

Leu

145

Asp

Arg

Leu

Pro

Ile

225

Ala

Glu

His

Arg

Ser

50

Phe

Leu

Gly

Ile

Leu

130

Leu

Leu

Thr

Asp

Glu

210

Tyr

Ala

Glu

Gly

Asp

35

Asn

Ser

Thr

Leu

Asp

115

Asn

Trp

Phe

Phe

vVal

195

Ala

Val

Ala

Thr

Ala
275

Trp

Arg

Lys

Glu

Phe

100

Gly

Ser

Pro

Ile

Gly

180

Asn

Leu

Asn

Ala

Val

260

Gly

Trp

Ser

Leu

Ser

85

Ile

Arg

Trp

Ile

Leu

165

Phe

Trp

Ala

Pro

Ile

245

Ala

Pro

Pro

Asn

Asp

70

Gln

Arg

Gly

Pro

Lys

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Glu

230

Arg

Leu

Thr

Asn

Pro

55

Tyr

Pro

Met

Gly

Asp

135

Gln

Gly

Ala

Asp

Ala

215

Gly

Ala

Ile

Ser

ES 2735230 T3

Gln

40

Leu

Tyr

Trp

Ala

Ala

120

Asn

Lys

Asn

Gly

Glu

200

Pro

Pro

Thr

Ala

Asn
280

Leu

Gly

Gly

Trp

Trp

105

Gly

val

Tyr

Val

Arg

185

Lys

Leu

Asp

Phe

Gly

265

val

Arg

Glu

Leu

Pro

90

His

Arg

Ser

Gly

Ala

170

Glu

Ala

Gly

His

Gly

250

Gly

Gly

Val

Asp

Lys

75

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

155

Leu

Asp

Trp

Ala

Ser

235

Asn

His

Pro

79

Asp

Phe

60

Lys

Asp

Ala

Gln

Asp

140

Lys

Glu

Val

Leu

Thr

220

Gly

Met

Thr

Asp

Leu

45

Asp

Asp

Trp

Gly

Gln

125

Lys

Ile

Asn

Trp

Thr

205

Glu

Glu

Gly

Leu

Pro
285

Leu

Tyr

Leu

Gly

Thr

110

Arg

Ala

Ser

Ser

Glu

190

His

Met

Pro

Met

Gly

270

Glu

Asn

Arg

Lys

Ser

95

Tyr

Phe

Arg

Trp

Gly

175

Pro

Arg

Gly

Leu

Asn

255

Lys

Ala

Gln

Lys

Ala

80

Tyr

Arg

Ala

Arg

Ala

160

Phe

Asp

His

Leu

Ser

240

Asp

Thr

Ala



Pro

Vval

305

Thr

Glu

vVal

Arg

Glu

385

Asn

Gly

Ile

Asp

Ser

465

Gly

Gln

Leu

Ile

Ile

290

Gly

Pro

Trp

Asp

Lys

370

Phe

Glu

Pro

Trp

Ile

450

Glu

Asp

Arg

Glu

val
530

Glu

Ala

Thr

Val

Ala

355

Pro

Glu

Ala

Lys

Gln

435

Ile

Leu

Lys

Asp

Lys

515

Leu

Glu

Asp

Gln

Gln

340

Pro

Thr

Lys

Phe

Ser

420

Asp

Asp

Val

Arg

Trp

500

Ile

Ala

Gln

Ala

Trp

325

Thr

Glu

Met

Ile

Ala

405

Arg

Pro

Leu

Ser

Gly

485

Asp

Gln

Gly

Gly

Ile

310

Ser

Arg

Ile

Leu

Ser

390

Arg

Tyr

Leu

Lys

Val

470

Gly

val

Lys

val

Leu

295

Thr

Asn

Ser

Ile

Val

375

Arg

Ala

Ile

Pro

Phe

455

Ala

Ala

Asn

Glu

val
535
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Gly

Ser

Tyr

Pro

Pro

360

Thr

Arg

Trp

Gly

Gln

440

Ala

Trp

Asn

Ala

Ser

520

Gly

Trp

Gly

Phe

Ala

345

Asp

Asp

Phe

Phe

Pro

425

Pro

Ile

Ala

Gly

Ala

505

Gly

Val

Ala

Leu

Phe

330

Gly

Pro

Leu

Leu

Lys

410

Glu

Ile

Ala

Ser

Ala

490

Ala

Lys

Glu

Ser

Glu

315

Glu

Ala

Phe

Thr

Asn

395

Leu

Val

Tyr

Asp

Ala

475

Arg

val

Ala

Lys

80

Thr

300

vVal

Asn

Ile

Asp

Leu

380

Asp

Thr

Pro

Asn

Ser

460

Ser

Leu

Arg

Ser

Ala
540

Tyr

vVal

Leu

Gln

Pro

365

Arg

Pro

His

Lys

Pro

445

Gly

Thr

Ala

Ala

Leu

525

Ala

Gly

Trp

Phe

Phe

350

Ser

Phe

Gln

Arg

Glu

430

Thr

Leu

Phe

Leu

Leu

510

Ala

Ser

Ser

Thr

Lys

335

Glu

Lys

Asp

Ala

Asp

415

Asp

Glu

Ser

Arg

Met

495

Pro

Asp

Ala

Gly

Gln

320

Tyr

Ala

Lys

Pro

Phe

400

Met

Leu

Gln

Val

Gly

480

Pro

vVal

Ile

Ala



Gly Leu Ser Ile His Val
545 550

Gln Asp Gln Thr Asp Ile
565

Asp Gly Phe Arg Asn Tyr
580

Ser Leu Leu Ile Asp Lys
595

Met Thr Ala Leu Val Gly
610

Gly Ser Lys Asn Gly Val
625 630

Asp Phe Phe Val Asn Leu
645

Asp Glu Ser Lys Glu Leu
660

Val Lys Phe Thr Ala Ser
675

Val Leu Arg Ala Val Ala
690

Lys Phe Val Lys Asp Phe
705 710

Asp Arg Phe Asp Leu Leu
725

<210> 33

<211> 6329

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido pKD46

<400> 33

Pro

Glu

Arg

Ala

Gly

615

Phe

Leu

Phe

Arg

Glu

695

Val

ES 2735230 T3

Phe

Met

Ala

Gln

600

Met

Thr

Asp

Glu

Ala

680

Val

Ala

Ala

Phe

Arg

585

Gln

Arg

Asp

Met

Gly

665

Asp

Tyr

Ala

Pro

Glu

570

Leu

Leu

val

Arg

Arg

650

Arg

Leu

Ala

Trp

Gly

555

Leu

Asp

Thr

Leu

val

635

Tyr

Asp

val

Ser

Val
715

catcgattta ttatgacaac ttgacggeta catcattcac

ggaactcget cgggetggec cecggtgecatt ttttaaatac

cgtcaaaacc aacattgcega ccgacggtgg cgataggcat

gettegectg getgatacgt tggtectege gecagettaa

81

Arg Val Asp Ala Arg
560

Leu Glu Pro Ile Ala
575

Val Ser Thr Thr Glu
590

Leu Thr Ala Pro Glu
605

Gly Ala Asn Phe Asp
620

Gly Val Leu Ser Asn
640

Glu Trp Lys Ala Thr
655

Arg Glu Thr Gly Glu
670

Phe Gly Ser Asn Ser
685

Ser Asp Ala His Glu
700

Lys Val Met Asn Leu
720

tttttetteca caaceggeac
ccgegagaaa tagagttgat
ccgggtggtg ctcaaaagea

gacgctaate cctaactget

60

120

180

240



ggcggaaaag

tatcaaaatt
tatcecategyg
caagcagatt
tttgcccaaa
tattggcaaa
aaacccactg
ctggegggaa
ccacceeetyg
cgataaaaaa
cattaaacga
tccegecatt
tettttactg
aacaaagcgg
gaaaagtcca
ccataagatt
accegttttt
aactgagate
atttegeggg
tcaggatcegt
gaaagaggca
gctatgeatc
tgatgacgat
cattgcetecac
gcaacgctgg
ctgatcacca
gcattactga
tttectgata
atcaatgaaa
tgccggattt
tgcegeegeg
catecccaaac

tttgetggta

atgtgacaga
gcetgtetgee
tggatggage
tategecage
caggtcgetg
tattgacgge
gtgataccat
cagcaaaata
accgcgaatg
atcgagataa
gtatccegge
cagagaagaa
gcetettetceg
gaccaaagcc
cattgattat
ageggatect
ttgggaatte
aagcaaaagc
cgatatttte
cttgaggete
gaactggcag
gatcatttge
gttgagttte
caccaggttg
ctgggaagcet
ctcttegeca
tegttgecaa
agcagaatgg
accageagtt
accgcaagga
aaccattcaa
ggatgttacg

tectatgacaa

ES 2735230 T3

cgecgacggeg
aggtgatcgce
gactcgttaa
agcteccgaat
aaatgcggcet
cagttaagec
tcgegagect
tcacceggte
gtgagattga
cegttggect
agcaggggat
accaattgtc
ctaaccaaac
atgacaaaaa
ttgcacggeg
acctgacget
gagctctaag
attcactaac
acagctattt
agagetggge
acgacatgga
aacgccacgg
aggagcgcat
atattgatte
ggctgaacgt
gacggcattt
ccagtacgge
categttecg
tgatggeatyg
ccgtaatcat
aactecgegaa
tcataaagee

ggatgaagcc

acaagcaaac
tgatgtactg
tegettecat
agegceectte
ggtgcgette
attcatgcca
ccggatgacg
ggcaaacaaa
gaatataace
caatcggegt
cattttgecge
catattgcat
cggtaaccce
cgcgtaacaa
tcacactttg
ttttategea
gaggttataa
cccctttect
caggagttca
gegtcactac
aaaaggectg
ggccagcaaa
ggcagaacac
agaggtataa
gteggecatgg
aaaggtgatg
cttaatccgt
gtggtgggeg
gactttgage
ccgatctgcg
ggcagagaaa
atgattcagt

gagcgeattg
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atgctgtgeg
acaagecteg
gegecgeagt
cccttgeceg
atcegggcga
gtaggegege
accgtagtga
ttetegtece
tttecattece
taaaccegee
ttcagccata
cagacattge
gecttattaaa
aagtgtctat
ctatgecata
actectctact
aaaatggata
gttttcctaa
gcecatgaacqg
cagcageteg
ccccageace
aaatccatta
atccggtaca
aacgaatgag
attctgtecga
ccagegatge
ggacgaaaga
ttgatggcetg
aggacaatga
ttaccgaatg
tcacggggece
gtgcecegtet

tcgaaaatac

acgctggega
cgtaccegat
aacaattget
gcecgttaatga
aagaaccccg
ggacgaaagt
tgaatctete
tgatttttca
ageggteggt
accagatggg
cttttecatac
cgtcactgeg
agcattctgt
aatcacggca
gcatttttat
gtttetecat
ttaatactga
tcagececegge
cttattacat
ccegtgaaga
tgtttgaatc
cecegtgegtt
tggttgaaac
tactgcacte
cccacaggaa
gcagtteatce
aatttacgce
gteccgeate
atectgtaca
gatggatgaa
gtggcagtcyg
ggccttegga

tgcatacact

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



gcagaacgtce
aacactctgce
cagatatttc
gctettggat
ttatecctgea
acaaattacg
gcteecggaaa
tttgcaccgg
agaacgacgc
tcatctateg
gcaacggect
gtggtttcga
cgcgaaaaaa
attatgtcgt
agttcatcga
ggcgatgacg
tacaaagecga
gcggetgget
gagttaagaa
ccaataccag
taacggtgaa
agagccataa
ttgtttttge
caaaaatttt
ttttettagt
attcattttt
aacttggaaa
gctgtaagtyg
ctcatggtag
atttgecttg
agagtatttg

ctggaaaaga

agccggaacg
tgatcgeect
gccgegacat
tecctgaaaca
gcgtaccggg
gcteggegte
gaagtggect
tgtggctceeg
cagaaccctg
cgacgaaagt
tgaactgaaa
ggccataaag
tgcectggtac
gattgagcgg
aaaaatggac
catcctcacg
ggctgggtat
gaggagataa
cgagtatcga
tagaaacaga
cagttgttet
gaacctcaga
gtgagcecatg
gcctcaaaac
cegttacgta
atctggttgt
atcaacgtat
tttaaatctt
ttattttcaa
tgagttttet
ttttcaaaag

taaggcaata
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cgacatcact
ggataaaaca
tcgtgcateg
gaaagcegca
atcgatgtga
atcacegett
gacatgaaaa
gaagttaacg
tttgaattca
atgegtaceg
tgcecegttta
tcagcttaca
tttgccaact
gatgaaaagt
gaggcactgg
ataatatceg
ttceceggect
ataataaacg
gatggcacat
cgaagaatcc
acttttgttt
tcctteegta
agaacgaacc
tggtgagctg
ggtaggaatc
tctcaagttce
cagtcgggeg
tacttattgg
gcattaacat
tttgtgttag
acttaacatg

tetetteact

ccggttaacg
tgggatgacg
tcagaactga
gagcagaagg
gagctgtecga
cagaagttca
tgtcctactt
ctaaagcact
ctteeggegt
cctgetetece
ccteececggga
tggcccaggt
atgaccegeg
acatggcgag
ctgaaattgg
ggtaggegea
ttctgttatce
aggggctgta
agccttgete
atgggtatgg
gttagtettg
tttagccagt
attgagatca
aatttttgca
tgatgtaatg
ggttacgaga
gectegetta
tttcaaaacc
gaacttaaat
ttettttaat
ttccagatta

aaaaactaat
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atgaaaccat
acttattgec
cacaggccga
tggcagcatg
acagggggat
caacgtgata
ccacaccctg
ggcctgggga
gaatgttact
cgatggttta
tttecatgaag
gcagtacage
tatgaagcgt
ttttgacgag
ttttgtattt
atcacttteg
cgaaatccac
tgcacaaagce
aaattggaat
acagttttcec
atgcttcact
atgttctcta
tacttacttt
gttaaagcat
gttgttggta
teccatttgte
tcaaccaceca
cattggttaa
tcatcaaggec
aaccactcat
tattttatga

tctaattttt

gcaggagatt
getetgttee
agcagtaaaa
acaccggaca
gatgcgtgge
gcaaaaccee
cttgectgagg
aaacagtacg
gaatcccega
tgcagtgacyg
tteceggeteg
atgtgggtga
gaaggcctge
atcgtgeegg
ggggagcaat
tectacteegt
tgaaagcaca
atcttctgtt
caggtttgtg
ctttgatatg
gatagataca
gtgtggttcg
gcatgtcact
cgtgtagtgt
ttttgtcace
tatctagtte
atttcatatt
gecttttaaa
taatctctat
aaatcctecat
atttttttaa

cgettgagaa

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140



cttggecatag
cacagttcte
actgatgtte
tgtagggttt
atgcteegtt
agacatacat
tcaatgataa
ctttgetgga
tgtttttttt
gataaaaaga
ttacaaaagg
aggcttaagt
ttecettttgt
getgegetea
attcatgcaa
tttatggegy
tctgatttte
tgcacccagt
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgetta
tgcetgacte
tgctgcaatg
gccageegga
tattaattgt
tgttgecatt
ctecggttee
tagctcctte
ggttatggca
gactggtgag
ttgceeggeg
cattggaaaa

ttcgatgtaa

tttgtecact
gtcatcagcect
atcatectgag
tcaategtgg
aagtcatage
ctcaattggt
ttactagtce
aaacttgtaa
gtttatatte
atagatccca
atgtcgcaaa
agcaceccteg
cteccgaccat
cggctetgge
ggaaactacce
gtetgetatg
cagtctgace
aaggcagcgg
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
cccegtegtgt
ataccgegag
agggcecgage
tgccgggaag
gctacaggeca
caacgatcaa
ggtcctecga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttettegg

cccactegtg
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ggaaaatctce
ctetggttge
cgtattggtt
ggttgagtag
gactaatcge
ctaggtgatt
ttttectttg
attctgcectag
aagtggttat
gcectgtgta
cgctgtttge
caagcteggt
caggcacctg
agtgaatggg
cataatacaa
tggtgctate
acttcggatt
tatcatcaac
tgagattate
caatctaaag
cacctatecte
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tegttgtecag
attetcttac
agtcattctg
ataataccge
ggcgaaaact

cacccaactg

aaagecttta
tttagcectaat
ataagtgaac
tgccacacag
tagttcattt
ttaatcacta
agttgtgggt
accctetgta
aatttataga
taactcacta
tcctctacaa
tgcggeegea
agtcgetgte
ggtaaatgge
gaaaagccceg
tgactttttyg
atcecegtgac
ggggtctgac
aaaaaggatce
tatatatgag
agcgatetgt
gatacgggag
accggctcecca
tectgcaact
tagttcegeca
acgctegteg
atgateccee
aagtaagttg
tgtcatgceea
agaatagtgt
geccacatage
ctcaaggatc

atcttecagca

84

accaaaggat
acaccataag
gatacegtee
cataaaatta
gcectttgaaaa
taccaattga
atctgtaaat
aattcegcta
ataaagaaag
ctttagtcag
aacagacctt
atcgggcaaa
tttttegtga
actacaggcg
tcacgggcett
ctgttecagea
aggtcatteca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatecageet
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgea
gcegeagtgt
tcegtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttacegetgt

tettttactt

tecectgattte
cattttcect
gttetttect
gcecttggttte
caactaattc
gatgggctag
tctgctagac
gacctttgtg
aataaaaaaa
tteegeagta
aaaaccctaa
tecgectgaata
cattcagtte
ccttttatgg
ctcagggegt
gttectgece
gactggctaa
acgaaaactce
teettttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccecccag
caataaacca
ccatcecagte
tgegcaacgt
cttcattecag
aaaaageggt
tatcactcat
gettttetgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag

tcaccagegt

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120
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ttctgggtga gcaaaaacag gaaggcaaaa tgccgcaaaa aagggaataa gggegacacg 6180

gaaatgttga atactcatac tcttectttt tcaatattat tgaagecattt atcagggtta 6240

ttgtctecatg ageggataca tatttgaatg tatttagaaa aataaacaaa taggggttce 6300

10

15

20

25

gcgeacattt ccccgaaaag tgecacctg

<210> 34
<211> 25
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 34

Secuencia artificial

Cebador

aacaatatgt aagatctcaa ctatc

<210> 35
<211> 25
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 35

Secuencia artificial

Cebador

cagacatgag agatccagtg tgtag

<210> 36

<211> 9332
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 36

gagacacaac
cgcatettec
ggtccaccta
gggcgattceca
acaggtgegg
catatcgtca
gaagcacacg
ageggetatt
ctgccattca
caataactge

tcattaagca

Secuencia artificial

Plasmido pCP20

gtggctttgt

cgacaacgca
caacaaagct
ggcetggtat
ttgetggege
attattacct
gtcacactge
taacgaccct
tccgettatt
cttaaaaaaa

ttectgecgac

25

25

tgaataaatc
gaccgtteeg
ctecatcaacc
gagtcagcaa
taaccgtttt
ccacggggag
tteccggtagt
gcectgaace
atcacttatt
ttacgececceg

atggaagcca

gaacttttge
tggcaaagca
gtggctcecect
caccttette
tatcaggcte
agcctgageca
caataaaccg
gacgaccggg
caggcgtage
ccetgecact

tcacaaacgg
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tgagttgaag
aaagttcaaa
cactttetgg
acgaggcaga
tgggaggcag
aactggcctc
gtaaaccage
tcgaatttge
aaccaggcgt
catcgecagta

catgatgaac

gatcagatca
atcaccaact
ctggatgatg
ceteagegee
aataaatgat
aggcatttga
aatagacata
tttcgaattt
ttaagggcac
ctgttgtaat

ctgaatcgee

6329

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



agcggeatca
aagaagttgt
getgagacga
taacacgeca
cteccagageg
ctatceccata
atcaggeggg
gtctttaaaa
gactgaaatg
ccagtgattt
aatacgcccg
tcaacgtcte
ggatttattt
tegggtgatg
ggettetgtt
caaaagcace
ccgggggact
cgcagcgaac
aaggaatatt
aaggtetgtt
ctgactaaag
ctttetttat
tagcggaatt
atttacagat
tcaattggta
ttttcaaage
taattttatg
ggacggtate
ettatggtgt
atcctttggt
aaaaattaga
tcataaaata

atgagtggtt

gcaccttgte
ccatattgge
aaaacatatt
catecttgcga
atgaaaacgt
tcaccagete
caagaatgtg
aggccgtaat
cctcaaaatg
ttttectecat
gtagtgatct
attttecgcecca
attctgegaa
ctgeccaactt
tctatcaget
geeggacate
gttgggcgee
tgaatgtcac
cagcgatttg
ttgtagagga
tagtgagtta
tctataaatt
tacagagggt
acccacaact
tagtgattaa
aaatgaacta
ctgtgtggeca
gttcacttat
attagetaaa
taaaggcttt
attagttttt
taatctggaa

attaaaagaa
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geettgegta
cacgtttaaa
ctcaataaac
atatatgtgt
ttcagtttge
accgtcettte
aataaaggcee
atccagetga
ttctttacga
tttagcttce
tatttcatta
aaagttggce
gtgatcttece
actgatttag
gtccctectyg
agegettgtt
tgtagtgcca
gaaaaagaca
ccegagettg
gcaaacageqg
tacacaggge
ataaccactt
ctagcagaat
caaaggaaaa
aatcacctag
gcgattagte
ctactcaace
aaccaatacg
gcaaccagag
gagattttce
agtgaagaga
catgttaagt

ctaacacaaa

taatatttge
tcaaaactgg
cetttaggga
agaaactgec
tcatggaaaa
attgccatac
ggataaaact
acggtectggt
tgccattggg
ttagctectyg
tggtgaaagt
cagggcttcec
gtcacaggta
tgtatgatgg
ttcagctact
teggegtggg
tttaccececa
gcgactcagg
cgagggtget
tttgcgacat
tgggatctat
gaatataaac
ttacaagttt
ggactagtaa
accaattgag
gctatgactt
ccacgattga
ttcagatgat
agcetgatgac
agtggacaaa
tattgectta
cttttgaaaa

agaaaactca

86

ccatggtgaa
tgaaactcac
aataggecag
ggaaatcgte
cggtgtaaca
ggaattccgg
tgtgettatt
tataggtaca
atatatcaac
aaaatctcga
tggaacctct
cggtatcaac
tttattcgge
tgtttttgag
gacggggtgg
tatggtggea
ttcactgceca
tgectgatgg
acttaagccet
ccttttgtaa
tetttttate
aaaaaaaaca
tccagcaaag
ttatcattga
atgtatgtet
aacggagcat
aaaccctaca
gaacatcagt
gagaactgtg
ctatgccaag
tettttecag
caaatactct

caaggcaaat

aacgggggcyg
ccagggattg
gtttteaceg
gbtggtattca
agggtgaaca
atgagcatte
tttetttacy
ttgagcaact
ggtggtatat
taactcaaaa
tacgtgccga
agggacacca
gcaaagtgcg
gbtgetecagt
tgcgtaacgy
ggcccegtgyg
gagccgtgag
tcggagacaa
ttagggtttt
tactgeggaa
tttttttatt
cacaaaggtc
gtectagcaga
ctagcecate
gaattagttg
gaaaccaagc
aggaaagaac
agggaaaatg
gaaatcagga
ttctcaageg
ttaaaaaaat
atgaggattt

atagagatta

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



gecttgatga
ttaaccaatg
tggtggttga
gacaaatgga
taccaacaac
atgctttaac
aaagtaagta
tagagaacat
agtgaagcat
ggaaaactgt
ttacgagttt
gaacagcatg
gaaattgaac
caggcgatge
gtggggaaaa
atcagggagt
gtgatttacc
ctggaggcgt
tceettgtcee
cagtacacge
cgcgaacgac
ccggacttet
cagcaggtaa
catcecegege
ccatcagtge
tacgggctgt
ccagtgtecgg
ataccgccag
cccgtattgt
cccttacacg
cgttaaggga

taaaaatgaa

atttaagttc
ggttttgaaa
taagcgaggce
tctegtaace
cattacatca
tgcaaaaatt
tgatctcaat
actggctaaa
caagactaac
ccatatgecac
ttggtgeatt
taacacctaa
acctgagaca
tgcttatcega
aatcatggca
gtcagegtec
agcegtetgec
tttececggtcet
tggtgcteca
tcaaageteg
agaacaccgg
teccggattac
tcaaccggac
cceetgttece
ggccaccacc
ctgattcagg
cagtttteeg
ttgtttaccc
gagcatcctc
gaggcatcag
ttttggtcat

gttttaaatc
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atgttaatge
ccaataagta
cgceccgactg
gaacttgaga
gattcctace
cagctcaceca
ggttcgttcet
tacggaagga
aaacaaaagt
agatgaaaac
taaagectgtt
tagaacaggt
acttgttaca
atcaaagctg
attectggaag
tgcggttete
aggcatcaat
gtagctcecat
cccacaggat
ccatcacttt
acgtgtattt
cctgaagcac
cactgccace
ctgacagcca
tgaacccggt
ttatttcega
gaacgggcaa
tcacagcgtt
tcgegtttca
tgactaaacg
gagattateca

aatctaaagt

ttgaaaataa
aagatttaaa
atacgttgat
acaaccagat
tacataacgg
gttttgagge
catggcetcac
tctgaggttce
agaacaactg
ggtgtaaaaa
caccatgaac
gaaaccagta
gctcaacagt
ccgacaacac
aaatagcgece
cggggegtte
tectaggectg
gttcggaatg
gctgtactga
ttcacgtect
cttcgeaaat
cgttgegect
accttttccc
gacgcagecg
caccggaaga
tggeggcecag
ceggetecee
caagtaaccg
tcggtatcat
gggtctgacg
aaaaggatct

atatatgagt
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ctaccatgag
cacttacage
tttccaagtt
aaaaatgaat
actaagaaaa
aaaatttttg
gcaaaaacaa
ttatggctct
ttcacecgtta
agatagatac
agatcgacaa
aaacaaagca
cacacataga
gggagccagt
tgtttegttt
gggtcatgea
tctgegeggt
acaaaattca
tttttttega
cceggeggea
ggcgtggeat
tecgeggttac
ctggcatgaa
gcgcagcetca
ccactgeceg
ctgacgcagt
caggcagace
ggcatgttca
taccccatga
ctcagtggaa
tcacctagat

aaacttggte

tttaaaagge
aatatgaaat
gaactagata
ggtgacaaaa
acactacacg
agtgacatge
cgaaccacac
tgtatctatc
catatcaaag
atcagagcett
tgtaacagat
actagaacat
cagcctgaaa
gacgcectece
caggcaggtt
gecegtaatg
cgtagtacgg
gctcaagceeg
gaccgggcat
gcetecttete
cgatgagtte
getecectece
atttaactat
tceccgatgg
ctgttcacct
aacggeggtg
cgecgeatee
tcatcagtaa
acagaaatcc
cgaaaactca
ccttttaaat

tgacagttac

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



caatgcttaa
gectgactee
getgeaatga
ccagecggaa
attaattgtt
gttgececattyg
tceggttece
agctecctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgcececggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tetgggtgag
aaatgttgaa
tgtetecatga
cgcacattte
acctataaaa
agcgggcaat
tcagcacgac
cttectgteg
gcatcacegg
aatecgeccca
ggtggaccag
aagatgegtg
tcecegtecaag
aaaaactcat
tatttttgaa
atggcecaagat
aatttcccct
tceggtgaga
gagcgettece

tatatectgeg

tcagtgagge
ccgtegtgta
taccegegaga
gggccegageg
gccgggaage
ctgecaggeat
aacgatcaag
gtecteegat
cactgcataa
actcaaccaa
caacacggga
gttctteggg
ccactegtge
caaaaacagg
tactcatact
geggatacat
cccgaaaagt
ataggecgtat
actgagctga
gttectgtce
geecteatte
cgctgaggte
tcatcecagee
ttggtgattt
atctgatcct
tcagcecgtaat
cgagcatcaa
aaagcegttt
cetggtateg
cgtcaaaaat
atggcagaat
gaaaatgcaa

tgttgecetgt
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acctatctea
gataactacg
cccacgetea
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttetettact
gtcattctga
taataccgcg
gcgaaaactce
acccaactga
aaggcaaaat
cttecttttt
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggcce
tgagcaattt
acggtacgee
gtgegeteta
tgectegtga
agaaagtgag
tgaacttttg
tcaactecage
gctcetgecag
atgaaactge
ctgtaatgaa
gtetgegatt
aaggttatca
aggaacttcg
cgcgagetge

atatatatat

gecgatetgte
atacgggagg
ceggetaecag
cctgcaactt
agttcgecag
cgctegtegt
tgatccececa
agtaagttgg
gtcatgecat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tecttcageat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttegtette
cegttgeace
tgeggecaaa
ggatcctecta
agaaggtgtt
ggagccacgg
ctttgecacyg
aaaagttcga
tgttacaacce
aatttatteca
ggagaaaact
cegactegte
agtgagaaat
gaataggaac
gcacatacag

acatgagaag
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tatttegtte
gettaccate
atttatcage
tatcecgecte
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgcaa
ccgecagtgtt
ccgtaagatg
tgeggegace
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
aagaatttta
agtgcectte
tttgattcet
cgceggacge
gctgactcat
ttgatgagag
gaacggtctg
tttattcaac
aattaaccaa
tatcaggatt
caccgaggca
caacatcaat
caccatgagt
ttcaaagecgt
ctcactgttce

aacggcatag

atcecatagtt
tggecccagt
aataaaccag
cateccagtcet
gcgcaacgtt
ttcattcage
aaaageggtt
atcactecatg
cttttcotgtyg
gagttgetet
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcegtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttecyg
catgacatta
taaaccgtgyg
tgatgaagcg
tteagetttyg
atcgtggecg
accaggcctg
ctttgttgta
cgttgteggg
aaagccgcecg
ttetgattag
atcaatacca
gtteccatagyg
acaacctatt
gacgactgaa
ttecgaaaac
acgtcgecacce

tgcgtgttta

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540



tgecttaaatg
ctgtgatatt
ctgttctata
ctttgatatt
tgetgttate
atttcccaca
atgtcttcca
tttcttcaaa
tttattgett
caaaaattca
gtgcctacta
cttattttgg
acaattgatg
cgaagtatac
acttagaagt
tgattcgaac
tccatagtaa
cagaattgtt
actcagcgaa
tcegttatgt
ctcacctgaa
tttacataat
gccagaggta
ttaacgtatg
ccttaaagea
agacaagatg
aaatgcttat
ccetteaatce
tagaagtgag
gcttagaacc
tgattetgea

gccaagettt

cgtacttata
atcccattecce
tgctgeccact
ggatcatatg
tgatgagtat
acattagteca
atgtgagatt
getttattgt
gaagaattgc
tccaaatata
acgettgtet
actaatttaa
aaagtagcta
tcaaacgaat
getttaagea
tgtaattgca
ggaataattg
getttttgeg
ttgcttatga
gtaatcatcce
ggtctttcaa
atatcaaatt
aaatagtcaa
agcacaaaaa
atttatgaaa
gggatgggge
aacgccgeat
gccagagaaa
tatgagtacc
tttaccaaag
ttetggettyg

cctgacggaa

ES 2735230 T3

tgegtcectatt
atgcggggta
cctcaattgg
catagtaccg
acgttgtecct
actcegttag
ttgggccatt
acgatctgac
cggtectatt
caagtggatc
ttgtctetgt
atgatttcgg
ggaagaggaa
ttagtatttt
tttttttact
aactacttac
taaattecececa
tecttgtattt
tagtattata
aacataaata
acctttecac
gtggcataca
cacgcacggt
agaaaccatt
aaaagaaaaa
agtcaggegt
tgcttacaaa
tctacgagat
ctgttttttc
gtgatgecgga
aggttgaagg

tgttaattcet

tatgtaggat
tegtatgett
attagtctca
agaaactagt
ggccacggca
gccctteatt
ttttatagca
taagttatct
tactegtttt
gatcctacce
cactaaacac
atcaacgttc
ttggtataaa
ctcagtgatce
gtggctattt
aatatcagtg
agcaggaatc
aaactggagt
gctecatgaat
ggttagttca
aaactgacga
acctccttag
gttagatatt
aacacaagag
tgaacttgge
tggtgettta
aattctcaaa
gtatgaagcg
tcatgttcag
gagatgggta
taatteccatg

cgttgaccet

89

gaaaggtagt
ccttcagecac
tececttcaatg
gcgaagtagt
gaagcacgcet
gaaagaaatg
aagattgaat
tttaataatt
aggactggtt
cttgegetaa
tggattatta
ttaatatcge
gtttttgttt
tceccagatge
cccttatetg
atatcagatt
aatttcttta
gatttattga
gtggctetct
gcagcacata
acaagcacct
tacatgcaac
tatccettge
cagcttgagg
ttatceccagg
tttaatggeca
gttagegttg
gttagtatgc
gcagggatgt
agcacaacca

accgcaccaa

gagcaggcetg

ctagtaccte
taccctttag
ctatcatttce
gatcaggtat
tatecgetcea
aggtcatcaa
aaggcgecatt
ggtattcctg
cagaattcct
agaagtatat
cteccagata
tgaatcttcee
ttgtaaatct
tttcacecte
cttettecga
gatgtttttg
atgaggcttce
caatatcgaa
tgattgctgt
atgctatttt
taggtggtgt
cattatcacc
ggtgatagat
acgcacgteg
aatctgtege
tcaatgcatt
aagaatttag
agccgtcact
tctcacctaa
aaaaagccag
caggctecaa

ttgagecagg

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460
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15

20

tgatttcectge
tagcggtcag
gagttgttecc
atcggcaagg
tttccagact
caaaccgtta
aggacaatta
aatattttca
cgcagtggtg
aggcataaat
gctacctttg
gattgtcgca
atccatgttg
aacacccctt

tttatcttgt

<210> 37
<211> 80
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 37

atagccagac
gtgtttttac
gttgtgggga
tgttectggte
tgttcaacag
ttcattegtg
caaacaggaa
cctgaatcag
agtaaccatg
tcegtcagee
ccatgtttca
cctgattgece
gaatttaatce
gtattactgt

gcaatgtaac

Secuencia artificial

Cebador

ES 2735230 T3

ttgggggtga

aaccactaaa
aagttatcge
ggegeatage
gccagccatt
attgegectg
tcgaatgcaa
gatattctte
catcatcagg
agtttagtct
gaaacaactc
cgacattatc
gcggectega
ttatgtaage

atcagagatt

tgagtttace ttcaagaaac tgatcaggga
cccacagtac ccaatgatcce catgcaatga
tagtcagtgg cctgaagaga cgtttggcetg
tgataacaat tgagcaagaa tctgcattte
acgctcegtca tcaaaatcac tcgcatcaac
agcgagacga aatacgegat cgcectgttaaa
ccggcegecagg aacactgcecca gcegcecatcaac
taatacctgg aatgctgttt teccecggggat
agtacggata aaatgcttga tggtcggaag
gaccatctca tctgtaacat cattggcaac
tggcgcateg ggctteccat acaatcecgata
gcgagcccat ttatacccat ataaatcagce
gcaagacgtt tccegttgaa tatggcetcat
agacagtttt attgttcatg atgatatatt

tt

atgtcgcaac ataacgaaaa gaacccacat cagcaccagt caccactaca cgattccage

gtgtaggcetg

<210> 38
<211> 82
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 38

gagctgette

Secuencia artificial

Cebador

ttacgeceggg attttgtcaa tecttaggaat gegtgaccac acgeggtgtg ctgtcatcag

attcegggga tcegtegace tg

<210> 39

<211> 1424
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 39

Secuencia artificial

Constructo sintético

90

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9332

60

80

60

82



ttacgeceggg
atteccgggga
tcagagcgcet
aagcggaaca
tactgggceta
gggcttacat
ccagetgggg
ttgcecgecaa
tegtttegea
aggctattcecg
cggctgtcag
aatgaactge
gcagctgtge
ccggggeagg
gatgcaatgce
aaacatcgeca
ctggacgaag
atgcccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttce
cgecttettg
ttctctagaa

ggtgactggt

40
2262
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 40

atgtcgcaac
gaagcgaaac
gaaccaacac

cgtaacgaaa

attttgtcaa
tecegtegace
tttgaagcte
cgtagaaagc
tctggacaag
ggcgatagcet
cgccctetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcg
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctcctgte
ggeggetgea
tecgagcgage
agcatcaggg
gcgaggatct
gcegetttte
tagcgttgge
tecgtgettta
acgagttctt

agtataggaa

gctgatgtgg

Escherichia coli

ataacgaaaa
cggggatgga
cgccaggtge

aacttaatte

ES 2735230 T3

tcttaggaat
tgcagttcga
acgctgecege
cagtccgcag
ggaaaacgca
agactgggcg
taaggttggg
gcgcagggga
agatggattg
ggcacaacag
cceggttett
agecgeggcta
cactgaagcg
atctcacctt
tacgettgat
acgtactcgg
gctecgegeca
cgtegtgace
tggattcatc
taccegtgat
cggtatcgee
ctaataaggg
cttcgaagca

gttctttteg

gaacccacat
ctcactggea
acaacctacce

tctggaagac

gegtgaccac
agttcctatt
aagcactcag
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
aagccctgea
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tegtggetgg
ggaagggact
gctectgeeg
ccggctaccet
atggaagccg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggcce
attgctgaag
gctecegatt
gatcttgaag
gctecagect

ttatgttgcg

acgcggtgtg
ctctagaaag
ggcgcaaggg
gaccceggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
cteceggecge
gctcectgatge
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
geccattega
gtcttgtega
tcgecagget
cctgettgec
ggctgggtgt
agcttggegg
cgcagcgeat
ttectattee
acacgctgga

acat

ctgtcatcag
tataggaact
ctgctaaagg
gaatgtcage
agcttgcagt
accggaattg
gatggcttte
aggatgagga
ttgggtggag
cgecgtgtte
cggtgcectg
cgttecttge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggcgcge
gaatatcatg
ggcggaccgce
cgaatgggct
cgecttetat
gaagttccta

atcgtgtagt

cagcaccagt caccactaca cgattccage

cctgaggacg gcectctcateg tceccagegget
gecccaggga gectgaaage ccctgatacg

gtacgcaaag gcagtgaaaa ttatgegetg

91

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1424

60

120

180

240



accactaatce
ggtccaacge
cgcattcegg
tataaaagct
ccagtatttg
gatatecgtg
aataacacgce
gtaaaaccag
gattatgttt
ggcatecccee
aatgccgaag
tcactcgttt
gagttgtggg
attcctgaag
ccggaagaac
aacttetttg
gacttcacca
agtcgtcttg
cataatttce
gaaccgaact
ggttttgaat
tttggecgaat
cgccatattg
gagcgegttg
aatcteggta
ggtctgaaaa
cgcgtggtag
aaggcgctga
actgcggatg
acggtegatg
gccaactact

gecgegeaagt

agggcgtgeg
tgctggaaga
aacgtattgt
taagcgatat
tacgtttete
getttgecac
caatcttctt
aaccgcactg
ctctgecaacce
gcagttaceg
ggaaggcaac
gggatgaagc
aagccattga
aagatgaatt
tggtgccegt
ctgaaaacga
acgatccget
gtgggccgaa
agcgtgacgg
cgattaacga
cataccagga
attattecceca
tcgatggttt
ttgaccagcet
tecgaactgac
aggatccatc
cgattttact
aggccaaagqg
acggtacggt
cggtcattgt
acctgatgga

ttaaagcaac

ES 2735230 T3

categecgac
ttttattcetg
tcatgcacge
taccaaagcg
tacecgttcag
caagttctat
tatccaggat
ggcaattcca
tgaaactctg
caccatggaa
gtttgtacgt
acaaaaactc
agcaggcgat
caagttecgac
tcagegtgte
acaggegget
gttgcaggga
tttccatgag
catgcatcge
taactggeceg
gcgegtggaa
tecegegtetg
cagttttgag
ggcgecatatt
tgacgaccag
cttaagtttg
taatgatgaa
cgttcatgece
gttgcctata
ccecttgegge
agcctacaaa

aatcaagatc

gatcaaaact
cgcgagaaaa
ggatcagcecg
gatttcctet
ggtggtgctg
accgaagagg
gcgcataaat
caagggcaaa
cacaacgtga
ggctteggta
ttccactgga
accggacgtg
ttteccggaat
ttcgatctte
ggcaaaatgg
ttcecatcctg
cgtttgttet
attccgatta
atggggatcg
cgcgaaacac
ggcaataaag
ttctggcectaa
ttaagcaaag
gatctcacte
ctgaatatca
tacgecatte
gtgagatcgg
aaactgctct
gccgctacct
aatatcgegg
caccttaaac

gctgaccagg

92

cactgegtge
tcacccactt
ctcacggtta
cagatccgaa
gctetgetga
gtatttttga
tcccecgattt
gtgcccacga
tgtgggcgat
ttecacacctt
aaccactgge
acccggactt
acgaactggg
tcgatccaac
tgctcaateg
ggcatatcgt
cctataccga
accgtccgac
acactaaccc
cgeecggggee
ttegegageg
gtcagacgce
tcgttegtee
tggcccagge
ccccacctee
ctgacggtga
cagaccttet
actcccgaat
ttgccggtge
atatcgctga
cgattgeget

gtgaagaagg

cggtageegt
tgaccatgag
tttccageca
caaaatcace
taccgtgegt
cctegttgge
tgttcatgeg
tactttctgg
gteggatege
cegectgatt
aggtaaagce
ccaccgecge
ctteccagttg
caaacttate
caacceggat
gceegggactg
tacacaaatc
ctgcecettac
ggcgaattac
gaaacgcgge
cageccateg
atttgagcag
gtatattcgt
ggtggcgaaa
ggacgtcaac
tgtgaaaggt
ggccattcte
gggtgaagtg
accttcgctg
caacggcgat
ggcgggtgac

gattgtggaa

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160
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gctgacageg ctgacggtag ttttatggat

gaactgctaa cgctgatgge agcacacege

gtgtggtcac gecattectaa gattgacaaa attcctgect ga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

His

Asp

Pro

Leu

65

Thr

Ala

Lys

Ala

Ser

145

Pro

Asp

Glu

Gln

41

753

PRT
Escherichia coli

41

Ser Gln His Asn Glu Lys Asn

Asp Ser Ser Glu Ala Lys Pro
20

Gly Ser His Arg Pro Ala Ala
35 40

Thr Ala Pro Gly Ser Leu Lys
50 55

Asn Ser Leu Glu Asp Val Arg
70

Thr Asn Gln Gly Val Arg Ile

Gly Ser Arg Gly Pro Thr Leu
100

Ile Thr His Phe Asp His Glu
115 120

Arg Gly Ser Ala Ala His Gly
130 135

Asp Ile Thr Lys Ala Asp Phe
150

Val Phe Val Arg Phe Ser Thr
165

Thr Val Arg Asp Ile Arg Gly
180

Gly Ile Phe Asp Leu Val Gly
195 200

Asp Ala His Lys Phe Pro Asp

Pro

Gly

25

Glu

Ala

Lys

Ala

Leu

105

Arg

Tyr

Leu

vVal

Phe

185

Asn

Phe

His

10

Met

Pro

Pro

Gly

Asp

Glu

Ile

Phe

Ser

Gln

170

Ala

Asn

val

Gln

Asp

Thr

Asp

Ser

75

Asp

Asp

Pro

Gln

Asp

155

Gly

Thr

Thr

His

93

His

Ser

Pro

Thr

60

Glu

Gln

Phe

Glu

Pro

140

Pro

Gly

Lys

Pro

Ala

Gln

Leu

Pro

45

Arg

Asn

Asn

Ile

Arg

125

Tyr

Asn

Ala

Phe

Ile

205

Val

Ser

Ala

30

Gly

Asn

Tyr

Ser

Leu

110

Ile

Lys

Lys

Gly

Tyr

190

Phe

Lys

Pro

15

Pro

Ala

Glu

Ala

Leu

95

Arg

Val

Ser

Ile

Ser

175

Thr

Phe

Pro

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

80

Arg

Glu

His

Leu

Thr

160

Ala

Glu

Ile

Glu

2220

2262



Pro

225

Asp

Met

Gly

Val

Asp

305

Glu

Gly

Leu

Arg

Glu

385

Asp

Asp

Ile

His

Ile
465

210

His

Tyr

Ser

Ile

Arg

290

Glu

Leu

Phe

Leu

Val

370

Asn

Phe

Thr

Asn

Arg

450

Asn

Trp

val

Asp

His

275

Phe

Ala

Trp

Gln

Asp

355

Gly

Glu

Thr

Gln

Arg

435

Met

Asp

Ala

Ser

Arg

260

Thr

His

Gln

Glu

Leu

340

Pro

Lys

Gln

Asn

Ile

420

Pro

Gly

Asn

Ile

Leu

245

Gly

Phe

Trp

Lys

Ala

325

Ile

Thr

Met

Ala

Asp

405

Ser

Thr

Ile

Trp

Pro

230

Gln

Ile

Arg

Lys

Leu

310

Ile

Pro

Lys

Val

Ala

390

Pro

Arg

Cys

Asp

Pro
470

215

Gln

Pro

Pro

Leu

Pro

295

Thr

Glu

Glu

Leu

Leu

375

Phe

Leu

Leu

Pro

Thr

455

Arg

ES 2735230 T3

Gly

Glu

Arg

Ile

280

Leu

Ala

Glu

Ile

360

Asn

His

Leu

Gly

Tyr

440

Asn

Glu

Gln

Thr

Ser

265

Asn

Ala

Arg

Gly

Asp

345

Pro

Arg

Pro

Gln

Gly

425

His

Pro

Thr

Ser

Leu

250

Tyr

Ala

Gly

Asp

Asp

330

Glu

Glu

Asn

Gly

Gly

410

Pro

Asn

Ala

Pro

Ala

235

His

Arg

Glu

Lys

Pro

315

Phe

Phe

Glu

Pro

His

395

Arg

Asn

Phe

Asn

Pro
475

94

220

His

Asn

Thr

Gly

Ala

300

Asp

Pro

Lys

Leu

Asp

380

Ile

Leu

Phe

Gln

Tyr

460

Gly

Asp

val

Met

Lys

285

Ser

Phe

Glu

Phe

val

365

Asn

val

Phe

His

Arg

445

Glu

Pro

Thr

Met

Glu

270

Ala

Leu

His

Tyr

Asp

350

Pro

Phe

Pro

Ser

Glu

430

Asp

Pro

Lys

Phe

Trp

255

Gly

Thr

Val

Arg

Glu

335

Phe

Val

Phe

Gly

Tyr

415

Ile

Gly

Asn

Arg

Trp

240

Ala

Phe

Phe

Trp

Arg

320

Leu

Asp

Gln

Ala

Leu

400

Thr

Pro

Met

Ser

Gly
480



Gly

Arg

Leu

Phe

Asp

545

Asn

Pro

Ile

Asp

Ala

625

Thr

Ala

Ala

Tyr

Lys

705

Ala

Phe

Ser

Ser

Glu

530

Gln

Leu

Asp

Pro

Glu

610

Lys

Ala

Pro

Asp

Lys

690

Ala

Asp

Glu

Pro

Gln

515

Leu

Leu

Gly

val

Asp

595

Val

Gly

Asp

Ser

Ile

675

His

Thr

Ser

Ser

Ser

500

Thr

Ser

Ala

Ile

Asn

580

Gly

Arg

Val

Asp

Leu

660

Ala

Leu

Ile

Ala

Tyr

485

Phe

Pro

Lys

His

Glu

565

Gly

Asp

Ser

His

Gly

645

Thr

Asp

Lys

Lys

Asp
725

Gln

Gly

Phe

val

Ile

550

Leu

Leu

Val

Ala

Ala

630

Thr

Val

Asn

Pro

Ile

710

Gly

Glu

Glu

Glu

val

535

Asp

Thr

Lys

Lys

Asp

615

Lys

val

Asp

Gly

Ile

695

Ala

Ser

ES 2735230 T3

Arg

Tyr

Gln

520

Arg

Leu

Asp

Lys

Gly

600

Leu

Leu

Leu

Ala

Asp

680

Ala

Asp

Phe

Val

Tyr

505

Arg

Pro

Thr

Asp

Asp

585

Arg

Leu

Leu

Pro

Val

665

Ala

Leu

Gln

Met

Glu

490

Ser

His

Tyr

Leu

Gln

570

Pro

Val

Ala

Tyr

Ile

650

Ile

Asn

Ala

Gly

Asp
730

Gly

His

Ile

Ile

Ala

555

Leu

Ser

Val

Ile

Ser

635

Ala

Val

Tyr

Gly

Glu

715

Glu

95

Asn

Pro

Val

Arg

540

Gln

Asn

Leu

Ala

Leu

620

Arg

Ala

Pro

Tyr

Asp

700

Glu

Leu

Lys

Asp

525

Glu

Ala

Ile

Ser

Ile

605

Lys

Met

Thr

Cys

Leu

685

Ala

Gly

Leu

Val

Leu

510

Gly

Arg

Val

Thr

Leu

590

Leu

Ala

Gly

Phe

Gly

670

Met

Arg

Ile

Thr

Arg

495

Phe

Phe

val

Ala

Pro

575

Tyr

Leu

Leu

Glu

Ala

655

Asn

Glu

Lys

val

Leu
735

Glu

Trp

Ser

val

Lys

560

Pro

Ala

Asn

Lys

Val

640

Gly

Ile

Ala

Phe

Glu

720

Met
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15

20

Ala Ala His Arg Val

Ala

<210> 42
<211> 25
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 42

740

Secuencia artificial

Cebador

gatctgactg gtggtctata gttag

<210> 43
<211> 25
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 43

Secuencia artificial

Cebador

gtagttatca tgatgtgtaa gtaag

<210> 44

<211> 978
<212> ADN
<213>

<400> 44

atggccttet
gagaaagatt
gatccecgtet
ttectectggat
gaaaagctte
gactggetgt
ggaagcggcet
taccecggat
ttegtggatg
aaggtggtgg
tcgaacaggg
gtgcaacttg

gacaaagagg

tecgatatgece
tcgatgagtt
ttgaaaaggt
acagggggca
catgcgtegt
tctggeegte
ggatgaaggg
tcatgacgag
cggtcaggge
tggccggagg
tgaaggctct
tcgacacaca

agattgtttt
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25

Thermotoga neapolitana

ccttgaggaa
ctggagggaa
ggactttcat
gagaataaag
gcagtacata
aatgggttac
agacacaccg
gggcattctg
ggtggaagca
cagtcagggt
gctcectgegat
cccatacgtg

cagaacactt

745

25

ctgaaaaagt
acacttaaag
ctcaaaacgg
ggctggcette
ggttacaatg
atctgttttg
gattaccctg
gatccgggaa
gccatttect
gggggaatcg
gtgecegttte
gagatcacca

tectactteg

96

Trp Ser Arg Ile Pro Lys Ile Asp Lys Ile Pro

750

accggectga
aaagcgaagg
ttgaaacgta
ttgttcegaa
gtggaagggg
tcatggacac
agggtccagt
cctattacta
tcecgagagt
ceccttgeggt
tgtgccactt
acttcctcaa

atggtgtgaa

aaggtacgag
attccctetg
cgatgttact
gttggcggaa
tttteccacac
cagggggcag
cgatccacag
caggcgagte
ggattccagg
gagtgcccetg
cagaagggcce
aacccacagg

ctttgcagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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agggcaaagg tgcccgeccct gttttecegtt gggetcatgg acaccatctg tecteecteg

acggtctteg cegettacaa ccactacgec ggtccaaagg agatcagaat ctatcegtac

aacaaccacqg aaggtggagg ttetttecag geaattgage aggtgaaatt cttgaagaga

ctatttgagg

<210> 45
<211> 24
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 45

aaggctag

Secuencia artificial

Cebador

atggctttct ttgacatgcc gctg

<210> 46
<211> 27
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 46

Secuencia artificial

Cebador

ttagccttct tcgaacaggc gtttcag

<210> 47

<211> 978
<212> ADN
<213>

<400> 47
atggctttet

gaaaaagact
gacccggtat
ttcageggtt
gagaaactge
gactggctgt
ggtagcggtt
tacceggget
tttgtcgatg
aaagtggtag
tccaacegtg
gtacagetgg

gataaagaag

ttgacatgce
ttgacgaatt
ttgaaaaagt
atcgtggeca
cgtgtgttgt
tectggecgte
ggatgaaggg
tcatgacgeg
cegtgegege
ttgctggtgg
ttaaagccct
tggacaccca

agatcgtatt

27

Thermotoga neapolitana

gctggaagaa
ttggcgegaa
tgactteccac
gcgtatcaaa
tcagtacatt
tatgggttac
tgatactceg
cggcatectg
cgttgaagec
ctctecaaggt
gctgtgegat
ccegtacgta

ccgtacectg

24

ctgaaaaagt
accctgaaag
ctgaagaccg
ggttggctge
ggttacaacg
atctgetteg
gactacccegg
gatcctggeca
gctatcaget
ggcggcattg
gttcegttee
gaaattacga

tecttactttg

97

accgtcecegga
aatccgaggg
tcgaaactta
tggtacecgaa
gtggccegtgg
ttatggacac
aaggtccggt
cctattacta
tceccacgegt
cactggcagt
tgtgccactt
acttcctgaa

atggcgttaa

acgttacgag
ttteccactg
cgacgtcace
actggcggaa
ttteceegeac
cegtggtceag
ggaccecgcag
ccgtegtgtyg
cgattctegt
ttecegegetg
ccgtegtgeg
aacccategt

ttttgecgget

840

900

960

978

60
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180
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360
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20

cgtgcaaaag taccggcget gttcagegta ggtctgatgg acactatttg tcecgeegtet 840
accgtattcg cagecctacaa ccactacgcet ggtccgaaag aaatccgcat ctaccegtac 900
aacaaccacqg aaggtggtgg ttetttecag geaatcgaace aggttaaatt ccectgaaacge 960
ctgttcgaag aaggctaa 978
<210> 48

<211> 978

<212> ADN

<213> Thermotoga maritima

<400> 48

atggccttet tegatttace actcgaagaa ctgaagaaat atcgtccaga geggtacgaa 60
gagaaagact tcgatgagtt ctgggaagag acactecgcag agagcgaaaa gttccectta 120
gaccecgtet tegagaggat ggagtctcac ctcaaaacag tcgaagegta cgatgtcecace 180
ttctecggat acaggggaca gaggatcaaa gggtggcetce ttgttccaaa actggaagaa 240
gaaaaacttc cctgegttgt gcagtacata ggatacaacg gtggaagagg attccctcac 300
gactggetgt tectggectte tatgggttac atatgtttcg tcatggatac tecgaggtcag 360
ggaagcggct ggctgaaagg agacacaccg gattaccectg agggtccegt tgaccecctcag 420
tatccaggat tcatgacaag aggaatactg gatcccagaa cttactacta cagacgagtce 480
ttcacggacg ctgtcagage cgttgaaget getgettett ttecctcaggt agatcaagaa 540
agaatcgtga tagctggagg cagtcagggt ggcggaatag cccttgeggt gagegetcete 600
tcaaagaaag caaaggctct tctgtgecgat gtgeccecgttte tgtgtcactt cagaagagcea 660
gtacagettg tggatacgeca tecatacgeg gagatcacga actttctaaa gacccacaga 720
gacaaggaag aaatcgtgtt caggactctt tcctattteg atggagtgaa cttegecagece 780
agagcgaaga tccctgeget gttttetgtg ggtctcatgg acaacatttg tectcecttea 840
acggtttteg ctgcecctacaa ttactacget ggaccgaagg aaatcagaat ctatcegtac 900
aacaaccacg agggaggagg ctctttccaa gecggttgaac aggtgaaatt cttgaaaaaa 960
ctatttgaga aaggctaa 978
<210> 49

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 49

taactgcagt aaggaggaat aggacatggg gttcttcgac ctgcctctg 49

<210> 50

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

98



10

<223> Cebador

<400> 50

tgatctagat tagcccttct caaacagttt ctttcagg

<210> 51

<211> 1012
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 51

taactgcagt
gaaatacegt
ggcggagage
aaccgtggag
gctgetggtt
caacggtgge
cttegtecatg
tcecggaggge
gcgtacctat
ttetttecet
catcgeectg
gttcetgtgt
tactaactte
tttegacgge
gatggacaac
gaaagaaatc

tgaacaagtg

Secuencia artificial

Constructo sintético

aaggaggaat
ccagagegtt
gaaaagtttc
gcatatgacg
ccgaaactgg
cgtggettte
gatactegtg
ccggtagace
tactatcgcece
caggttgacc
geggtatcetg
cacttecgte
ctgaaaacte
gttaactteg
atctgeccte
cgtatctatc

aaattcctga

ES 2735230 T3

aggacatggce
acgaagagaa
cgetggacce
ttacttttte
aggaagaaaa
cgcacgattg
gtcagggttc
cgcagtacce
gegtttttac
aggagcgtat
cgetgagecaa
gegetgtteca
accgcgacaa
cggctegtge
cttectacegt
cgtacaacaa

agaaactgtt

38

gttettegac
ggacttcgac
agtgttegag
tggttacegt
actgcegtge
gctgttetgg
cggctggetg
tggcttecatg
cgatgcagtt
tgttatcget
gaaagctaag
gctggtagat
agaagaaatc
aaaaattccg
tttegeggeca
ccacgaaggc

tgagaaggge

99

ctgecetetgg
gagttctggg
cgtatggaat
ggccagegta
gtagttcagt
ccgtectatgg
aaaggcgata
acgcegtggta
cgtgcegtag
ggtggctcecec
gcactgetgt
acccatcegt
gttttcegeca
gcactgttet
tataactatt
ggtggtagct

taatctagat

aagaactgaa
aggaaactct
ctcacctgaa
tcaaaggctg
acatcggtta
gctacatttg
ctceggatta
ttectggatce
aggccgegge
agggtggcgg
gtgacgtcecce
acgcggagat
ccectgtecta
ctgttggtcet
atgcgggtcc
ttcaggctgt

ca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

9260
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para estabilizar la actividad de perhidrélisis de una enzima cuando esta presente en una
formulaciéon compuesta de dicha enzima y un éster de acido carboxilico, comprendiendo el procedimiento:

(a) proporcionar una formulaciéon acuosa que comprende:

(i) al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y que tiene actividad de perhidrolisis
y un motivo identificativo que comprende:

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoacidos 118-120;
(i) un motivo GXSQG en los restos de aminoacidos 179-183; y
(iii) un motivo HE en los restos de aminoacidos 298-299

cuando se alinea con la secuencia de referencia de SEQ ID NO: 1 usando un método de alineamiento de
CLUSTAL W;

(i) al menos un excipiente oligosacarido que tiene un peso molecular medio numérico de al menos
aproximadamente 1250 y un peso molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 9000; y

(iii) opcionalmente al menos un tensioactivo;

(b) secar por atomizacion la formulacion acuosa de (a) para producir un polvo de enzima que comprende la al menos
una enzima de (i) y el al menos un excipiente oligosacarido de (ii); y

(c) combinar el polvo de enzima secado por atomizacion de (b) con un éster de acido carboxilico para producir dicha
formulaciéon, que comprende menos de 2000 ppm de agua, y que retiene sustancialmente la actividad de
perhidrélisis de la al menos una enzima en dicha formulacion.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el al menos un excipiente oligosacarido tiene un peso molecular
medio numérico de al menos aproximadamente 1700 y un peso molecular medio ponderado de al menos
aproximadamente 15000.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en donde el al menos un excipiente oligosacarido se selecciona del
grupo que consiste en maltodextrina, xilano, manano, fucoidano, galactomanano, chitosan, pectina, inulina, levano,
graminano, amilopectina y sus mezclas, preferiblemente maltodextrina.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el éster de acido carboxilico se
selecciona del grupo que consiste en monoacetina, diacetina, triacetina, monopropionina, dipropionina, tripropionina,
monobutirina, dibutirina, tributirina, y sus mezclas, preferiblemente triacetina.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el al menos un tensioactivo esta presente y
es polisorbato 80.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 3, en donde la al menos una enzima comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO:
20, en donde el resto de aminoacido 277 de la SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 20 se selecciona del grupo que
consiste en alanina, valina, serina y treonina.

7. Una formulaciéon que comprende:
(1) una formulacion secada por atomizacion que comprende:

a) al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y que tiene actividad de perhidrolisis
y un motivo identificativo que comprende:

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoacidos 118-120;
(i) un motivo GXSQG en los restos de aminoacidos 179-183; y
(iii) un motivo HE en los restos de aminoacidos 298-299

cuando se alinea con la secuencia de referencia de SEQ ID NO: 1 usando un método de alineamiento de
CLUSTAL W;

b) al menos un excipiente oligosacarido que tiene un peso molecular medio numérico de al menos
aproximadamente 1250 y un peso molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 9000; y
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c) opcionalmente al menos un tensioactivo; combinado con
(2) un éster de acido carboxilico;

en donde dicha formulacion comprende menos de 2000 ppm de agua, y en donde dicho al menos un excipiente
oligosacarido estabiliza la actividad de perhidrolisis de dicha al menos una enzima en dicha formulacion.

8. La formulacion de la reivindicacion 7, en donde el éster de acido carboxilico se selecciona del grupo que consiste
en monoacetina, diacetina, triacetina, monopropionina, dipropionina, tripropionina, monobutirina, dibutirina,
tributirina, y sus mezclas.

9. Una formulacion desinfectante o para el cuidado de la ropa que comprende un primer componente y un segundo
componente, comprendiendo dicho primer componente la formulacién de la reivindicacion 7 y comprendiendo dicho
segundo componente una disolucién acuosa de peroxido de hidrogeno y opcionalmente un estabilizante de peréxido
de hidrégeno, en donde dichos componentes permanecen separados hasta su uso.

10. Un procedimiento de produccién de una formulacién desinfectante o para el cuidado de la ropa que comprende
el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas la etapa combinar la
formulacion producida en la etapa (c) de la reivindicacion 1, con una disolucion acuosa que comprende una fuente
de peroxigeno.

11. Un procedimiento para producir un acido peroxicarboxilico a partir de un éster de acido carboxilico, que
comprende

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reaccion, comprendiendo dichos componentes:
(1) la formulacion de la reivindicacion 7; y
(2) una fuente de peroxigeno; y

(b) combinar dichos componentes de reaccién en condiciones de reaccidon acuosas adecuadasde modo que se
produce un acido peroxicarboxilico.

12. Un procedimiento para desinfectar una superficie dura u objeto inanimado que comprende el procedimiento de la
reivindicacion 11, que ademas comprende la etapa de

(a) poner en contacto dicha superficie dura u objeto inanimado con el acido peroxicarboxilico producido en la
reivindicacion 11; o

(b) diluir dicho producto de acido peroxicarboxilico y poner en contacto dicha superficie dura u objeto inanimado con
el acido peroxicarboxilico diluido.

13. Un procedimiento para decolorar, desodorizar, higienizar, desinfectar, blanquear o una de sus combinaciones, un
articulo de ropa o producto textil, que comprende el procedimiento de la reivindicacién 11, que ademas comprende
la etapa de

(a) poner en contacto dicho articulo de ropa o producto textil con el acido peroxicarboxilico producido en la
reivindicacion 11 o

(b) diluir dicho producto de acido peroxicarboxilico y poner en contacto dicho articulo de ropa o producto textil con el
acido peroxicarboxilico diluido.
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