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DESCRIPCIÓN

Estabilización de perhidrolasas con excipientes

Campo de la invención

Esta invención se refiere al campo de la síntesis enzimática de perácidos y la catálisis de enzimas in situ. Al menos 
un ácido peroxicarboxílico se produce en suficientes concentraciones como para ser eficaz para la desinfección o 5
higienización de superficies, esterilización de instrumentos médicos, esterilización de equipos de procesamiento de 
alimentos, y adecuado para usar en aplicaciones de productos textiles y cuidado de la ropa tales como blanqueo, 
decoloración, desodorización, desinfección o higienización.

Antecedentes de la invención

Se ha descrito que las composiciones de perácidos son agentes antimicrobianos eficaces. Se han descrito métodos 10
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 publicación de solicitud de patente de 
EE.UU. nº 2003/0026846). Se ha descrito que los perácidos son útiles 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 15
de EE.UU. 5.364.554).

Los perácidos se pueden preparar por la reacción química de un ácido carboxílico y peróxido de hidrógeno (véase, 
Organic Peroxides, Daniel Swern, ed., Vol. 1, pág. 313-516; Wiley Interscience, New York, 1971). La reacción 
normalmente es catalizada por un ácido inorgánico fuerte, tal como ácido sulfúrico concentrado. La reacción de 
peróxido de hidrógeno con un ácido carboxílico es una reacción de equilibrio, y la producción de perácido se 20
favorece por el uso de un exceso de concentración de peróxido y/o ácido carboxílico, o por la eliminación de agua.

Algunos desinfectantes o agentes blanqueantes basados en perácido están compuestos de una mezcla en equilibrio 
de perácido, peróxido de hidrógeno y el correspondiente ácido carboxílico. Una desventaja de estos sistemas de 
limpieza de perácidos comerciales es que el perácido a veces es inestable en disolución a lo largo del tiempo. Una 
forma de superar el problema de estabilidad es generar el perácido antes de usar combinando múltiples 25
componentes de reacción que son individualmente estables durante periodos de tiempos prolongados. 
Preferiblemente, los componentes de reacción individuales son fáciles de almacenar, relativamente seguros de 
manipular, y pueden producir rápidamente una concentración eficaz de perácido 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 perácidos a partir de una 30
variedad de sustratos ésteres de ácidos carboxílico cuando se combinan con una fuente de peroxígeno (véase el 
documento WO2007/070609 y las publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. nº 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 perhidrolítica suficiente para producir 4000 - 5000 ppm de ácido 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 35
mezclado los componentes de la reacción (DiCosimo et al., publicación de solicitud de patente de EE.UU. nº 
2009/0005590).

El sistema de generación enzimática de perácidos descrito por el documento U.S. 2009/0005590 de DiCosimo et al., 
se basa típicamente en el uso de múltiples componentes de reacción que permanecen separados hasta que se 
necesita la disolución de perácido. El uso de este planteamiento supera los problemas de inestabilidad del perácido 40
asociados con el almacenamiento de muchos desinfectantes y agentes blanqueantes basados en perácidos. Sin 
embargo, siguen sin abordarse formulaciones específicas que proporcionen estabilidad a largo plazo de actividad de 
perhidrolasa cuando se usan formulaciones multicomponentes que comprenden carbohidrato esterasas CE-7. Es de 
particular preocupación la estabilidad en el almacenamiento a largo plazo de una enzima CE-7 que tiene actividad 
de perhidrólisis cuando se almacena en un líquido o disolventes orgánico que tiene un log P (es decir, el logaritmo 45
del coeficiente de reparto de una sustancia entre octanol y agua, donde P es igual a [soluto]octanol/[soluto]agua) menor 
de dos. Varios de los sustratos ésteres orgánicos descritos previamente por DiCosimo et al. tienen valores de log P 
menores de dos.

Los líquidos o disolventes orgánicos pueden ser perjudiciales para la actividad de enzimas, bien cuando las enzimas 
se suspenden directamente en líquidos o disolventes orgánicos, o bien cuando se usan líquidos o disolventes de una 50
sola fase orgánica/acuosa miscible. Dos publicaciones de la bibliografía que revisan los efectos de disolventes 
orgánicos 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, R.W.W. y Adams, M., eds., Amer. Chem. Soc. Symposium Series, Oxford University Press, New York, NY, 
pág. 86-107 (1992). Cowan y Plant, véase antes, indican (en la página 87) que la técnica en general reconoce que 55
hay poco valor o no hay valor en el uso de disolventes orgánicos que tienen un log P ≤ 2 para estabilizar enzimas 
intracelulares en un sistema de fase orgánica. Los disolventes orgánicos que tiene un log P entre dos y cuatro se 
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pueden usar según el caso dependiendo de la estabilidad de la enzima, y los que tienen un log P > 4 en general son 
útiles en sistemas de fase orgánica.

Cowan y Plant, véase antes, indican además (en la página 91) que el efecto de la exposición directa de una enzima 
disuelta en un disolvente orgánico-acuoso de una sola fase depende de la concentración de disolventes, las 
interacciones de disolvente/grupos de superficie de la enzima, e interacciones de disolvente/cubierta de hidratación 5
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 orgánico-acuoso de una 
sola fase que contiene un disolvente orgánico de log P bajo normalmente tiene un efecto negativo en la estabilidad 
enzimática, excepto en aplicaciones de concentración baja de disolvente orgánico. 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 10
-0,26) e isopropanol (log P 0,15) (Cowan y Plant); por lo tanto se esperaría que el almacenamiento del polvo de
enzima en triacetina diera como resultado la pérdida inaceptable de actividad, así como el uso de codisolventes 
adicionales con log P < 2 (p. ej., 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 
butílico del dietilenglicol, log P = 0,56 (N. Funasaki, et al., J. Phys. Chem. 88:5786-5790 (1984); trietilenglicol, log P = 15
-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 perácido en un sustrato éster orgánico usado para la producción de perácidos, donde la enzima 
retiene actividad de perhidrolasa significativa, incluso cuando se almacena en una mezcla con el sustrato éster de 
ácido carboxílico.20

Resumen de la invención

El problema expuesto se ha resuelto por el descubrimiento de un procedimiento para el secado por atomización de 
una formulación acuosa que comprende al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y 
que tiene actividad de perhidrólisis, en donde la formulación comprende además un excipiente oligosacárido que 
estabiliza la actividad de perhidrolasa cuando la formulación secada por atomización (un polvo de enzima) se 25
combina con un sustrato éster de ácido carboxílico usando para la producción de perácidos.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para estabilizar la actividad de perhidrólisis de una enzima cuando 
está presente en una formulación compuesta de dicha enzima y un éster de ácido carboxílico, comprendiendo el 
procedimiento: 

(a) proporcionar una formulación acuosa que comprende: 30

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

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoácidos 118-120

(ii) un motivo GXSQG en los restos de aminoácidos 179-183; y

(iii) un motivo HE en los restos de aminoácidos 298-299 35

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

(ii) al menos un excipiente oligosacárido 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;40

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

(c) combinar el polvo de enzima secado por atomización de (b) con un éster de ácido carboxílico para producir dicha 
formulación, que comprende menos de 2000 ppm de agua, y que retiene sustancialmente la actividad de 
perhidrólisis de al menos una enzima en dicha formulación.45

Otro aspecto es para una formulación que comprende: 

(1) una formulación secada por atomización que comprende: 

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

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoácidos 118-12050
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(ii) un motivo GXSQG en los restos de aminoácidos 179-183; y

(iii) un motivo HE en los restos de aminoácidos 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 oligosacárido que tiene un peso molecular medio numérico de al menos 5
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 ácido carboxílico; 

en donde dicha formulación comprende menos de 2000 ppm de agua, y en donde dicho al menos un excipiente 
oligosacárido estabiliza la actividad de perhidrólisis de dicha al menos una enzima en dicha formulación.10

El éster de ácido carboxílico 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 producción de una formulación desinfectante o para el cuidado de 
la ropa que comprende el procedimiento definido antes, que comprende además la etapa combinar la formulación en 
la etapa (c) anterior con una disolución acuosa que comprende una fuente de peroxígeno.15

Otro aspecto es para un procedimiento para producir un ácido peroxicarboxílico a partir de un éster de ácido 
carboxílico, que comprende 

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reacción, comprendiendo dichos componentes: 

(1) una formulación descrita antes; y

(2) una fuente de peroxígeno; y20

(b) combinar dichos componentes de reacción en condiciones de reacción acuosas adecuadas de modo que se 
produce un ácido peroxicarboxílico.

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

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reacción, comprendiendo dichos componentes: 25

(1) una formulación descrita antes; y

(2) una fuente de peroxígeno; 

(b) combinar dichos componentes de reacción en condiciones de reacción acuosas adecuadas de modo que se 
produce un ácido peroxicarboxílico; y

(c) diluir dicho producto de ácido peroxicarboxílico y poner en contacto dicha superficie dura u objeto inanimado con 30
el ácido peroxicarboxílico diluido; o 

(d) poner en contacto dicha superficie dura u objeto inanimado con el ácido peroxicarboxílico producido en la etapa 
(b).

Un aspecto adicional es para un procedimiento para decolorar, desodorizar, higienizar, desinfectar, blanquear o una 
de sus combinaciones, un artículo de ropa o producto textil, que comprende: 35

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reacción, comprendiendo dichos componentes: 

(1) una formulación descrita antes; y

(2) una fuente de peroxígeno; 

(b) combinar dichos componentes de reacción en condiciones de reacción acuosas adecuadas de modo que se 
produce un ácido peroxicarboxílico;40

(c) diluir dicho producto de ácido peroxicarboxílico y poner en contacto dicho artículo de ropa o producto textil con el 
ácido peroxicarboxílico diluido; o 

(d) poner en contacto dicho artículo de ropa o producto textil con el ácido peroxicarboxílico producido en la etapa (b).
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Breve descripción de las secuencias biológicas

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 están de 
acuerdo con el estándar de la Organización 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 Cooperación 5
en materia de patentes (PCT) 5.2 y 49.5(a-bis), y Sección 208 y Anexo C de las Instrucciones Administrativas. Los 
símbolos y el formato usados para los datos de secuencias de nucleótidos y aminoácidos cumplen con las normas 
expuestas en 37 C.F.R. § 1.822. 

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoácidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de Bacillus subtilis
ATCC® 31954™.10

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

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

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoácidos deducida de una acetil xilan esterasa de B. pumilus PS213.15

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

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoácidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermotoga neapolitana.

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

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoácidos deducida de una acetil xilan esterasa de Thermoanaerobacterium sp.20
JW/SL YS485.

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoácidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de Bacillus sp. NRRL 
B-14911. Debe indicarse que la secuencia de ácido nucleico que codifica la cefalosporina C desacetilasa de Bacillus 
sp. NRRL B-14911 como se da en GENBANK® con número de acceso ZP_01168674 parece codificar una adición 
N-terminal de 15 aminoácidos que es probable que sea incorrecta basado en los alineamientos de secuencias con 25
otras cefalosporina C desacetilasas y en una comparación de la longitud dada (340 aminoácidos) frente a la longitud 
observada de otras enzimas CAH (típicamente de 318-325 aminoácidos de longitud; véase la solicitud de patente de 
EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitación junto con la presente, número de expediente del apoderado 
CL4205 US NA titulada "ENZYMATIC PERACID PRODUCTION USING A COSOLVENT") . Como tal, la secuencia 
de aminoácidos deducida descrita en la presente memoria para la secuencia de la cefalosporina C desacetilasa de 30
Bacillus sp. NRRL B-14911 no incluye los 15 aminoácidos N-terminales como se describen en el número de acceso 
de GENBANK® ZP_01168674.

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

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoácidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de Bacillus clausii35
KSM-K16.

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

SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoácidos deducida de una cefalosporina C desacetilasa de 
Thermoanearobacterium saccharolyticum.40

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

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

SEQ ID NO: 16 es la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos deducida de una segunda acetil xilan esterasa de Thermotoga sp. 45
RQ2 descrita en la presente memoria como "RQ2(b)".

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

SEQ ID NO: 20 es la secuencia de aminoácidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga 
maritima MSB8 de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitación junto con la5
presente, número de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posición 277 es Ala, Val, 
Ser o Thr.

SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoácidos deducida de una variante de acetil xilan esterasa de Thermotoga 
lettingae de la solicitud de patente de EE.UU. copropiedad, copresentada y en tramitación junto con la presente, 
número de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posición 277 es Ala, Val, Ser o Thr.10

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

SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoácidos 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 tramitación junto 15
con la presente, número de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posición 277 es Ala, 
Val, Ser o Thr.

SEQ ID NO: 24 es la secuencia de aminoácidos 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 tramitación junto 
con la presente, número de expediente del apoderado CL4392 US NA, donde el resto Xaa en la posición 278 es Ala, 20
Val, Ser o Thr.

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

SEQ ID NO: 26 es la región codificante de un gen de resistencia a la kanamicina (kan) de Streptomyces 
kanamyceticus.25

SEQ ID NO: 27 es el plásmido 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 plásmido pKD13.

SEQ ID NO: 29 es un cebador inverso usado para clonar katG a partir del plásmido pKD13.

SEQ ID NO: 30 es el producto de la PCR de la amplificación de katG a partir del plásmido pKD13 usando los 
cebadores de SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29.30

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

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

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

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

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

SEQ ID NO: 36 es el plásmido 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 plásmido pKD13.

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

SEQ ID NO: 39 es el producto de la PCR de la amplificación de katG a partir del plásmido pKD13 usando los 
cebadores de SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38.40

SEQ ID NO: 40 es la región codificante del gen de la catalasa HPII (katE).

SEQ ID NO: 41 es la secuencia de aminoácidos deducida de katE.

SEQ ID NO: 42 es un cebador directo usado para confirmar la alteración de katE.

SEQ ID NO: 43 es un cebador inverso usado para confirmar la alteración de katE.
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SEQ ID NO:44 es una región codificante de un gen que codifica la acetil xilan esterasa de Thermotoga neapolitana
como se da en GENBANK® (nº 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 5
neapolitana.

SEQ ID NO: 47 es el producto de la PCR de la amplificación de la acetil xilan esterasa usando los cebadores de 
SEQ ID NO: 45 y 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® (nº de acceso NP_227893.1).10

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 amplificación de la acetil xilan esterasa usando los cebadores de 15
SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50.

Descripción detallada de la invención

Se describen en la presente memoria polvos de enzimas que comprenden una formulación secada por atomización 
de al menos una carbohidrato esterasa CE-7 que tiene actividad de perhidrólisis, al menos un excipiente 
oligosacárido y opcionalmente al menos un tensioactivo. También se describe en la presente memoria un 20
procedimiento para producir ácidos peroxicarboxílicos a partir de ésteres de ácidos carboxílicos usando los polvos
de enzimas mencionados antes. Además, se describen formulaciones desinfectantes que comprenden los perácidos 
producidos por los procedimientos descritos en la presente memoria.

En esta descripción, se usa una serie de términos y abreviaturas. Se aplican las siguientes definiciones salvo que se 
exponga específicamente otra cosa.25

Como se usa en la presente memoria, los artículos "un", "una" y "el", "la" que preceden un elemento o componente 
de la invención se pretende que no sean restrictivos en relación con el número 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 número indique claramente que 
es singular.30

Como se usa en la presente memoria, el término "comprende" significa la presencia de las características, números 
enteros, etapas o componentes expuestos como se cita en las reivindicaciones, pero que no excluye la presencia o 
adición de una o más de otras características, números 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 expresión "consiste esencialmente en" se pretende que 35
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 variación en la cantidad numérica que se puede producir, por ejemplo, por los 
procedimientos típicos de medición y manipulación de líquidos usados para hacer concentrados o usar disoluciones 
en el mundo real; por error accidental en estos procedimientos; por diferencias en la fabricación, fuente o pureza de 40
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 composición que 
resulta de una mezcla inicial particular. Estén o no modificadas por el término "aproximadamente", las 
reivindicaciones incluyen equivalentes a las cantidades.

Cuando están presentes, todos los intervalos son inclusivos y combinables. Por ejemplo, cuando se cita un intervalo 45
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 ácido carboxílico" se refieren de forma indistinta específicamente a: 

(a) uno o más ésteres que tienen la estructura  

[X]mR550

en donde 
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X es un grupo éster de fórmula R6C(O)O;

R6 es un resto hidrocarbilo lineal, ramificado o cíclico, C1 a C7, opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo o 
grupo alcoxi C1 a C4, en donde R6 opcionalmente comprende uno o más enlaces éter donde R6 es de C2 a C7;

R5 es un resto hidrocarbilo lineal, ramificado o cíclico, C1 a C6, opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo, en 
donde cada átomo de carbono en R5 comprende individualmente no más de un grupo hidroxilo o no más de un 5
grupo éster y en donde R5 opcionalmente comprende uno o más enlaces éter;

m es de 1 al número de átomos de carbono en R5,

teniendo dichos uno o más ésteres una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25ºC; o

(b) uno o más glicéridos que tienen la estructura 

10

en donde R1 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 R3 y R4 son individualmente H o R1C(O); o

(c) uno o más ésteres de fórmula 

en donde R1 es un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C7, opcionalmente sustituido con un hidroxilo o 15
un grupo alcoxi C1 a C4 y R2 es un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C10, alquenilo, alquinilo, arilo, 
alquilarilo, alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH2CH2O), o (CH2CH(CH3)-O)nH y n es de 1 a 10; o

(d) uno o más monosacáridos acetilados, disacáridos acetilados o polisacáridos acetilados; o

(e) cualquier combinación de (a) a (d).

Los ejemplos de dicho sustrato éster de ácido carboxílico pueden incluir monoacetina; triacetina; monopropionina; 20
dipropionina; tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina; pentaacetato de glucosa; tetraacetato de xilosa; xilano 
acetilado; fragmentos de xilano acetilado; β-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 combinación de los 25
mismos.

Como se usa en la presente memoria, el término "perácido" es sinónimo de peroxiácido, ácido peroxicarboxílico, 
ácido peroxi, ácido percarboxílico y ácido peroxoico.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "ácido peracético" se abrevia "PAA" y es sinónimo de ácido 
peroxiacético, ácido etanoperoxoico y todos los demás sinónimos del número de registro CAS 79-21-0.30

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

Como se usa en la presente memoria, el término "diacetina" es sinónimo de diacetato de glicerol; diacetato de 
glicerina, diacetato de glicerilo y todos los demás sinónimos de número de registro CAS 25395-31-7.

Como se usa en la presente memoria, el término "triacetina" es sinónimo de triacetato de glicerina; triacetato de 35
glicerol; triacetato de glicerilo, 1,2,3-triacetoxipropano; triacetato de 1,2,3-propanetriol y todos los demás sinónimos 
de número de registro CAS 102-76-1.

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

Como se usa en la presente memoria, el término "dibutirina" es sinónimo de dibutirato de glicerol y dibutirato de 40
glicerilo.
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Como se usa en la presente memoria, el término "tributirina" es sinónimo de tributirato de glicerol, 1,2,3-
tributirilglicerol, y todos los demás sinónimos de número de registro CAS 60-01-5.

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

Como se usa en la presente memoria, el término "dipropionina" es sinónimo de dipropionato de glicerol y 5
dipropionato de glicerilo.

Como se usa en la presente memoria, el término "tripropionina" es sinónimo de tripropionato de glicerilo, 
tripropionato de glicerol, 1,2,3-tripropionilglicerol, y todos los demás sinónimos de número de registro CAS 139-45-7.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "acetato de etilo" es sinónima de éter acético, acetoxietano,
etanoato de etilo, éster etílico del ácido acético, éster etílico del ácido etanoico, éster etílico acético y todos los 10
demás sinónimos de número de registro CAS 141-78-6.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "lactato de etilo" es sinónima de éster etílico del ácido láctico y 
todos los demás sinónimos de número de registro CAS 97-64-3.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "azúcar acetilado" y "sacárido acetilato" se refieren a mono, di 
y polisacáridos que comprenden al menos un grupo acetilo. Los ejemplos incluyen pentaacetato de glucosa, 15
tetraacetato de xilosa, xilano acetilado, fragmentos de xilano acetilado, β-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 disposición de cadena lineal, ramificada o cíclica de átomos de carbono conectados por enlaces 
carbono-carbono sencillos, dobles o triples y/o por uniones éter, y sustituidos en consecuencia con átomos de 20
hidrógeno. Dichos grupos hidrocarbilo pueden ser alifáticos y/o aromáticos. 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 realización preferida, el resto hidrocarbilo es una 
disposición de cadena lineal, ramificada o cíclica de átomos de carbono conectados por enlaces carbono-carbono 
sencillos y/o por uniones éter, y sustituidos en consecuencia con átomos de hidrógeno.25

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 fórmula RC(O)O, en donde R es un resto hidrocarbilo lineal C1 a C7. En 
una realización, el sustrato de éster de ácido carboxílico se selecciona del grupo que consiste en diacetato de 30
propilenglicol (PGDA), diacetato de etilenglicol (EDGA), y sus mezclas.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "diacetato de propilenglicol" es sinónima de 1,2-
diacetoxipropano, diacetato de propileno, diacetato de 1,2-propanodiol, y todos los demás sinónimos de número de 
registro CAS 623-84-7.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "diacetato de etilenglicol" es sinónima de 1,2-diacetoxietano, 35
diacetato de etileno, diacetato de glicol, y todos los demás sinónimos de número de registro CAS 111-55-7.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "mezcla de reacción enzimática adecuada", "componentes 
adecuados para la generación in situ de un perácido", "componentes de reacción adecuados" y "mezcla de reacción 
acuosa adecuada" se refiere a los materiales y agua en los que los reaccionantes y el catalizador enzimático se 
ponen en contacto. Se proporcionan en la presente memoria los componentes de la mezcla de reacción acuosa 40
adecuados y los expertos en la técnica apreciarán la variedad de variaciones de componentes adecuados para este
procedimiento. La mezcla de reacción enzimática adecuada puede producir perácido in situ tras la combinación de 
los componentes de reacción. Como tal, los componentes de reacción se pueden proporcionar como un sistema 
multicomponentes en donde uno o más de los componentes de reacción permanecen separados hasta su uso. Los 
componentes de la reacción se pueden combinar primero para formar una disolución acuosa de perácido que 45
posteriormente se pone en contacto con la superficie que se va a desinfectar y/o blanquear. El diseño de sistemas y 
medios para separar y combinar múltiples componentes activos es conocido en la técnica y en general dependerá 
de la forma física de los componentes de reacción individuales. Por ejemplo, los sistemas de fluidos activos múltiples 
(líquido-líquido) típicamente usan botellas dispensadoras de múltiples cámaras o sistemas de dos fases (p. ej., 
publicación de solicitud de patente de EE.UU. Nº 2005/0139608; patente de EE.UU. 5.398.846; patente de EE.UU. 50
5.624.634; patente de EE.UU. 6.391.840; patente E.P. 0807156B1; publicación de solicitud de patente de EE.UU. Nº  
2005/0008526; y publicación PCT Nº 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 perácido pueden incluir los diseñados para uno o más 
componentes sólidos o combinaciones de componentes sólido-líquido, tales como polvos (p. ej., patente de EE.UU. 55
5.116.575), comprimidos multicapas (p. ej., patente de EE.UU. 6.210.639), paquetes que se pueden disolver en 
agua que tienen múltiples componentes (p. ej., patente de EE.UU. 6.995.125) y aglomerados sólidos que reaccionan 
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tras la adición de agua (p. ej., patente de EE.UU. 6.319.888). Una formulación multicomponentes se puede 
proporcionar como dos componentes individuales de modo que se genera una disolución acuosa que comprende un 
ácido peroxicarboxílico tras combinar los dos componentes. Por lo tanto, también se describe en la presente 
memoria una formulación multicomponente que comprende: 

a) un primer componente que comprende: 5

i) un polvo de enzima como se describe en la presente memoria; y

ii) un éster de ácido carboxílico, comprendiendo opcionalmente dicho primer componente un ingrediente adicional 
seleccionado del grupo que consiste en un tampón inorgánico u orgánico, un inhibidor de la corrosión, un agente 
humectante, y sus combinaciones; y

b) un segundo componente que comprende una fuente de peroxígeno y agua, comprendiendo opcionalmente dicho 10
segundo componente un estabilizante de peróxido de hidrógeno.

El éster de ácido carboxílico en el primer componente se puede seleccionar del grupo que consiste en monoacetina, 
diacetina, triacetina y sus combinaciones. El éster de ácido carboxílico en el primer componente puede ser un 
sacárido acetilado. El catalizador enzimático en el primer componente puede ser un sólido en partículas. El primer 
componente de reacción puede ser un comprimido sólido o polvo.15

Como se usa en la presente memoria, el término "perhidrólisis" se define como la reacción de un sustrato 
seleccionado con peróxido para formar un perácido. Típicamente, el peróxido inorgánico se hace reaccionar con el 
sustrato seleccionado en presencia de un catalizador para producir el perácido. Como se usa en la presente 
memoria, la expresión "perhidrólisis química" incluye reacciones de perhidrólisis en las que un sustrato (un precursor 
de perácido) se combina con una fuente de peróxido de hidrógeno, en donde el perácido se forma en ausencia de 20
un catalizador enzimático.

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

Como se usa en la presente memoria, "una unidad de actividad enzimática" o "una unidad de actividad" o "U" se 
define como la cantidad de actividad de perhidrolasa necesaria para la producción de 1 µmol de producto perácido 25
por minuto a una temperatura especificada.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "catalizador enzimático" y "catalizador perhidrolasa" se 
refieren a un catalizador que comprende una enzima que tiene actividad de perhidrólisis y puede estar en forma de 
una célula microbiana entera, célula o células microbianas permeabilizadas, uno o más componentes celulares de 
un extracto celular microbiano, enzima parcialmente purificada o enzima purificada. El catalizador enzimático 30
también se puede modificar químicamente (p. ej., por pegilación o por reacción con reactivos de reticulación). 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 perhidrólisis estructuralmente son miembros de la familia de carbohidrato 35
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, pág. 3-12.). La familia CE-7 de 
enzimas se ha demostrado que es particularmente eficaz para producir perácidos a partir de una variedad de 
sustratos éster de ácido carboxílico cuando se combinan con una fuente de peroxígeno (véase, la publicación PCR 40
Nº WO2007/070609 y publicaciones de solicitudes de patentes de EE.UU. Nº 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 45
son adecuadas para usar en la presente invención. Los medios para identificar moléculas biológicas sustancialmente 
similares son bien conocidas en la técnica (p. ej., protocolos de alineamiento de secuencias, hibridaciones de ácidos 
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%, 
más preferiblemente al menos 40%, incluso más preferiblemente al menos 42%, incluso más preferiblemente al 50
menos 50%, incluso más preferiblemente al menos 60%, incluso más preferiblemente al menos 70%, incluso más 
preferiblemente al menos 80%, incluso más preferiblemente al menos 90%, y lo más preferiblemente al menos 90%, 
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de aminoácidos 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%, más preferiblemente al menos 40%, 55
incluso más preferiblemente al menos 42%, incluso más preferiblemente al menos 50%, incluso más preferiblemente 
al menos 60%, incluso más preferiblemente al menos 70%, incluso más preferiblemente al menos 80%, incluso más 
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preferiblemente al menos 90%, y lo más preferiblemente al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 
98% o 99% de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "polvo de enzima " se refiere al producto secado por atomización 
de una formulación acuosa que comprende (1) al menos una enzima estructuralmente clasificada como una 
carbohidrato esterasa CE-7 que tiene actividad de perhidrólisis, (2) al menos un excipiente oligosacárido que tiene 5
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 realización, la formulación 
acuosa comprende además al menos un tampón.

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 desacetilación de cefalosporinas tales como la 10
cefalosporina C y el ácido 7-aminocefalosporánico (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 perhidrólisis 
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 desacetilación de xilanos acetilados y otros sacáridos acetilados. Como se ilustra en la presente memoria, 15
se proporcionan varias enzimas clasificadas como acetil xilan esterasas que tienen actividad de perhidrólisis 
significativa.

Como se usa en la presente memoria, la expresión Bacillus subtilis ATCC® 31954™" se refiere a una célula 
bacteriana depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un número de acceso de 
depositario internacional ATCC® 31954™. Se ha descrito que Bacillus subtilis ATCC® 31954™ tiene una actividad 20
de éster hidrolasa ("diacetinasa") capaz de hidrolizar ésteres de glicerol que tienen grupos acilo de 2 a 8 átomos 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 aminoácidos de la enzima aislada tiene 100% de identidad de aminoácidos 
con la cefalosporina C desacetilasa proporcionada por el nº de acceso en GENBANK® BAA01729.1 (Mitsushima et 25
al., véase antes).

Como se usa en la presente memoria, la expresión "Bacillus subtilis ATCC® 29233™" se refiere a una cepa de 
Bacillus subtilis depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un número 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 30
SEQ ID NO: 12.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "Clostridium thermocellum ATCC® 27405™" se refiere a una 
cepa de Clostridium thermocellum depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un número 
de acceso de depositario internacional ATCC® 27405™. La secuencia de aminoácidos de la enzima que tiene 
actividad de perhidrolasa de C. thermocellum ATCC® 27405™ se proporciona como la SEQ ID NO: 5.35

Como se usa en la presente memoria, la expresión "Bacillus subtilis ATCC® 6633™" se refiere a una célula 
bacteriana depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un número 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 aminoácidos de la enzima que tiene 
actividad de perhidrolasa de B. subtilis ATCC® 6633™ se proporciona como SEQ ID NO: 2.40

Como se usa en la presente memoria, la expresión "Bacillus licheniformis ATCC® 14580™" se refiere a una célula 
bacteriana depositada en la American Type Culture Collection (ATCC®) que tiene un número de acceso de 
depositario internacional ATCC® 14580™. Se ha descrito que Bacillus licheniformis ATCC® 14580™ tiene actividad 
de cefalosporina acetilhidrolasa. La secuencia de aminoácidos de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de 
B. licheniformis ATCC® 14580™ se proporciona como SEQ ID NO: 3.45

Como se usa en la presente memoria, la expresión "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 aminoácidos 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 expresión "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 50
de aminoácidos 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 expresión "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 
aminoácidos de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermotoga maritima MSB8 se proporciona como 55
SEQ ID NO:  7.
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Como se usa en la presente memoria, la expresión "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 
aminoácidos 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 expresión "Thermoanearobacterium saccharolyticum" se refiere a una 5
célula bacteriana que se ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® S41858). La secuencia 
de aminoácidos 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 expresión "Thermotoga lettingae" se refiere a una célula bacteriana que se 
ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® CP000812). La secuencia de aminoácidos de la 10
enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermotoga lettingae se proporciona como SEQ ID NO:  14.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "Thermotoga petrophila" se refiere a una célula bacteriana que 
se ha descrito que tiene actividad de acetil xilan esterasa (GENBANK® CP000702). La secuencia de aminoácidos 
deducida de la enzima que tiene actividad de perhidrolasa de Thermotoga lettingae se proporciona como SEQ ID 
NO: 15.15

Como se usa en la presente memoria, la expresión "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 
aminoácidos deducida proporcionada como SEQ ID NO: 16) y "RQ2(b)" (la secuencia de aminoácidos deducida 
proporcionada como SEQ ID NO: 17).20

Como se usa en la presente memoria, una "molécula de ácido nucleico aislada" y "fragmento de ácido nucleico 
aislado" se usarán de forma indistinta y se refieren a un polímero de ARN o ADN que es monocatenario o 
bicatenario, que contiene opcionalmente bases nucleotídicas sintéticas, no naturales o alteradas. Una molécula de 
ácido nucleico aislada en forma de un polímero de ADN puede estar compuesta de uno o más segmentos de ADNc, 
ADN genómico o ADN sintético.25

El término "aminoácido" se refiere a la unidad estructural química básica de una proteína o polipéptido. Las 
siguientes abreviaturas se usan en la presente memoria para identificar los aminoácidos específicos: 

Aminoácido Abreviatura de tres letras Abreviatura de una letra

Alanina Ala A

Arginina Arg R

Asparagina Asn N

Ácido aspártico Asp D

Cisteína Cys C

Glutamina Gln Q

Ácido glutámico Glu E

Glicina Gly G

Histidina His H

Isoleucina Ile I

Leucina Leu L

Lisina Lys K

Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S

Treonina Thr T

Triptófano Trp W

Tirosina Tyr Y

Valina Val V

Cualquier aminoácido o como se define en la presente 
memoria

Xaa X
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Como se usa en la presente memoria, "sustancialmente similar" se refiere a moléculas de ácido nucleico en donde 
cambios en una o más bases de nucleótidos dan como resultado la adición, sustitución o eliminación de uno o más 
aminoácidos, pero no afectan a las propiedades funcionales (es decir, actividad perhidrolítica) de la proteína 
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 aminoácidos que es al menos 30%, preferiblemente al menos 33%, 5
más preferiblemente al menos 40%, más preferiblemente al menos 50%, incluso más preferiblemente al menos 
60%, incluso más preferiblemente al menos 70%, incluso más preferiblemente al menos 80%, incluso todavía más
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 perhidrolítica). "Sustancialmente similar" también se puede referir a una enzima que tiene actividad 10
perhidrolítica codificada por moléculas de ácido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas con las moléculas de 
ácido nucleico descritas en la presente memoria. Por lo tanto, se entiende que la invención abarca más que las 
secuencias de ejemplo específicas.

Por ejemplo, es bien conocido en la técnica que son comunes las alteraciones en un gen que dan como resultado la 
producción de un aminoácido químicamente equivalente en un sitio dado, pero no afectan a las propiedades 15
funcionales de la proteína codificada. Para los fines de la presente invención, las sustituciones se definen como 
intercambios dentro de uno de los cinco grupos siguientes: 

1. Restos alifáticos pequeños, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly);

2. Restos polares, con carga negativa, y sus amidas: Asp, Asn, Glu, Gln;

3. Restos polares, con carga positiva: His, Arg, Lys;20

4. Restos no polares, alifáticos largos; Met, Leu, Ile, Val (Cys); y

5. Restos aromáticos largos: Phe, Tyr y Trp.

Por lo tanto, un codón para el aminoácido alanina, un aminoácido hidrófobo, se puede sustituir por un codón que
codifica otro resto menos hidrófobo (tal como glicina) o un resto más hidrófobo (tal como valina, leucina o 
isoleucina). De forma similar, también se puede esperar que cambios que dan como resultado la sustitución de un 25
resto con carga negativa por otro (tal como ácido aspártico por ácido glutámico) o un resto con carga positiva por 
otro (tal como lisina por arginina) produzcan un producto funcionalmente equivalente. En muchos casos, tampoco se 
esperaría que cambios de nucleótidos que dan como resultado la alteración de las partes N-terminal y C-terminal de 
la molécula de proteína, alteraran la actividad de la proteína. 

Cada una de las modificaciones propuestas está dentro de la rutina del experto en la técnica, así como lo está la 30
determinación de la retención de la actividad biológica de los productos codificados. Además, el experto en la 
técnica reconoce que secuencias sustancialmente similares están englobadas por la presente invención. En una 
realización, 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.35

Como se usa en la presente memoria, una molécula de ácido nucleico es "hibridable" con otra molécula de ácido 
nucleico, tal como un ADNc, ADN genómico o ARN, cuando una sola cadena de la primera molécula se puede 
asociar con la otra molécula en condiciones adecuadas de temperatura y fuerza iónica de la disolución. Las 
condiciones de hibridación y lavado son bien conocidas y se ilustran en Sambrook, J. y Russell, D., T. Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (2001). 40
Las condiciones de temperatura y fuerza iónica determinan la "rigurosidad" de la hibridación. Las condiciones de 
rigurosidad se pueden ajustar para cribar moléculas moderadamente similares, tales como secuencias homólogas 
de organismos lejanamente relacionados, para moléculas muy similares, tales como genes que duplican las enzimas 
funcionales de organismos estrechamente relacionados. Los lavados posthibridación típicamente determinan las 
condiciones de rigurosidad. Un conjunto de condiciones preferidas usa una serie de lavados que comienzan con 6X 45
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 más 
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 aumentó a 60°C. Otro 
conjunto preferido de condiciones de hibridación rigurosas es 0,1 X SSC, SDS al 0,1%, 65°C y lavado con 2X SSC, 50
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 realización adicional, las presentes composiciones y métodos usan una enzima que tiene 
actividad de perhidrolasa codificada por una molécula de ácido nucleico aislada que hibrida en condiciones rigurosas 
con una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad de perhidrólisis, teniendo dicho 
polipéptido una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:  1, SEQ ID NO: 2, 55
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 hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo 
de la rigurosidad de la hibridación, son posibles apareamientos erróneos entre bases. La rigurosidad adecuada para 
hibridar ácidos nucleicos depende de la longitud de los ácidos nucleicos y el grado de complementariedad, variables 5
bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor es el grado de similitud u homología entre dos secuencias de 
nucleótidos, mayor es el valor de Tm para los híbridos de ácidos nucleicos que tienen esas secuencias. La 
estabilidad relativa (que corresponde a mayor Tm) de las hibridaciones de ácido nucleico disminuye en el siguiente 
orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para los híbridos de más de 100 nucleótidos de longitud, se han obtenido 
las ecuaciones para calcular Tm (Sambrook y Russell, véase antes). Para hibridaciones con ácidos nucleicos más 10
cortos, es decir, oligonucleótidos, la posición de los apareamientos erróneos se hace más importante, y la longitud 
del oligonucleótido determina su especificidad (Sambrook y Russell, véase antes). En un aspecto, la longitud para un 
ácido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 10 nucleótidos. Preferiblemente, una longitud mínima para 
un ácido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 15 nucleótidos de longitud, más preferiblemente al 
menos 20 nucleótidos de longitud, incluso más preferiblemente al menos 30 nucleótidos de longitud, incluso más 15
preferiblemente al menos 300 nucleótidos de longitud y lo más preferiblemente al menos 800 nucleótidos de 
longitud. Además, el experto en la técnica reconocerá que la temperatura y la concentración salina de la disolución 
de lavado se pueden ajustar según sea necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la sonda.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "porcentaje de identidad" es una relación entre dos o más 
secuencias de polipéptidos o dos o más secuencias de polinucleótidos, determinada por comparación de las 20
secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el grado de relación entre las secuencias de polipéptidos o 
polinucleótidos, según el caso, determinada por el emparejamiento entre cadenas de dichas secuencias. La 
"identidad" y "similitud" se pueden calcular fácilmente 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 I 25
(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 están codificados en programas informáticos 
disponibles al público. Los alineamientos de secuencias y los cálculos de porcentaje de identidad se pueden llevar a 
cabo usando el programa Megalign del paquete de programas bioinformáticos LASERGENE (DNASTAR Inc., 30
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 múltiples de las secuencias usando el método Clustal (p. ej., CLUSTALW; por ejemplo la 
versión 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 35
Molecular Biology Laboratory a través del European Bioinformatics Institute) con los parámetros por defecto. Los 
parámetros adecuados para los alineamientos de proteínas en CLUSTALW incluyen la penalización por existencia 
de hueco (GAP) =15, extensión de hueco =0,2, matriz = Gonnet (p. ej. Gonnet250), Terminación de hueco de 
proteína (ENDGAP) = -1, Distancia de hueco de proteína (GAPDIST)=4, y KTUPLE=1. En una realización, se usa un 
alineamiento rápido o lento con los parámetros por defecto, donde se prefiere un alineamiento lento. 40
Alternativamente, los parámetros usando el método CLUSTALW (versión 1.83) se pueden modificar para usar 
también KTUPLE =1, Penalización por hueco =10, Extensión 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 ácido nucleico aisladas adecuadas codifican un polipéptido que tiene una 
secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente 30%, preferiblemente al menos 33%, preferiblemente 45
al menos 40%, preferiblemente al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, más preferiblemente al menos 70%, 
más preferiblemente al menos 80%, incluso más preferiblemente al menos 85%, incluso más preferiblemente al 
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a las secuencias de aminoácidos descritas 
en la presente memoria. Las moléculas de ácido nucleico adecuadas no solo tienen las homologías anteriores, si no 
que típicamente también codifican un polipéptido que tiene de aproximadamente 300 a aproximadamente 340 50
aminoácidos, más preferiblemente de aproximadamente 310 a aproximadamente 330 aminoácidos, y lo más 
preferiblemente aproximadamente 318 aminoácidos.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "motivo identificativo", "motivo identificativo de CE-7" y 
"motivo de diagnóstico" 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 55
estructuralmente relacionadas que tienen actividad enzimática similar para una familia definida de sustratos. El 
motivo identificativo puede ser una única secuencia de aminoácidos contiguos o una colección de motivos 
conservados, no contiguos que juntos forman el motivo identificativo. Típicamente, el(los) motivo(s) conservado(s) 
está(n) representado(s) por una secuencia de aminoácidos. Como se describe en la presente memoria, las 
presentes enzimas que tienen actividad de perhidrólisis ("perhidrolasas") pertenecen a la familia de carbohidrato 60
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 usará para referirse a enzimas que tienen 
actividad de perhidrólisis 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 
(numeración de posiciones de los restos con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 1): 

a) Arg118-Gly119-Gln120;

b) Gly179-Xaa180-Ser181-Gln182-Gly183; y5

c) His298-Glu299.

Típicamente el Xaa en la posición de resto de aminoácido 180 es glicina, alanina, prolina, triptófano o treonina. Dos 
de los tres restos de aminoácidos que pertenecen a la triada catalítica están en negrilla. En una realización, el Xaa 
en la posición de resto de aminoácido 180 se selecciona del grupo que consiste en glicina, alanina, prolina, 
triptófano y treonina. 10

El análisis 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 aminoácidos 267-269 de la SEQ ID NO: 1) 
que se puede usar para definir más una perhidrolasa que pertenece a la familia de carbohidrato esterasas CE-7. En 
una realización adicional, el motivo identificativo definido antes incluye un cuarto motivo conservado definido como: 

Leu267 -Xaa268-Asp269. 15

El Xaa en la posición de resto de aminoácido 268 típicamente es isoleucina, valina o metionina. El cuarto motivo 
incluye el resto de ácido aspártico (negrilla) que pertenece a la triada catalítica (Ser181-Asp269-His298).

Se puede usar una serie de algoritmos de alineamiento globales bien conocidos para alinear dos o más secuencias 
de aminoácidos 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 20
referencia (SEQ ID NO: 1) para determinar la existencia del motivo identificativo. En una realización, se usa un 
alineamiento de CLUSTAL (tal como CLUSTALW) que usa una secuencia de aminoácidos 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 numeración relativa de los restos de 
aminoácidos conservados se basa en la numeración de restos de la secuencia de aminoácidos de referencia para 25
explicar pequeñas inserciones o eliminaciones (por ejemplo, cinco aminoácidos 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. 147:195-30
197 (1981); una herramienta de alineamiento local). En una realización, se implementa un alineamiento de Smith-
Waterman usando los parámetros por defecto. Un ejemplo de los parámetros por defecto adecuados incluye el uso 
de una matriz de puntuación BLOSUM62 con penalización por hueco abierto = 10 y una penalización por extensión 
de hueco = 0,5.

Una comparación del porcentaje de identidad general entre perhidrolasas ilustradas en la presente memoria indica 35
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 realización, las perhidrolasas adecuadas incluyen enzimas que comprenden el motivo 
identificativo de CE-7 y al menos 30%, preferiblemente al menos 33%, más preferiblemente al menos 40%, incluso 
más preferiblemente al menos 42%, incluso más preferiblemente al menos 50%, incluso más preferiblemente al 40
menos 60%, incluso más preferiblemente al menos 70%, incluso más preferiblemente al menos 80%, incluso más 
preferiblemente al menos 90%, y lo más preferiblemente al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 
98% o 99% de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1.

Alternativamente, también se puede usar una secuencia de aminoácidos contiguos que comprende la región que 
abarca los motivos conservados para identificar miembros de la familia CE-7.45

Como se usa en la presente memoria, la "degeneración de codones" se refiere a la naturaleza del código genético 
que permite la variación de la secuencia de nucleótidos sin afectar a la secuencia de aminoácidos de un polipéptido 
codificado. Por consiguiente, se describe en la presente memoria cualquier molécula de ácido nucleico que codifique 
todo o una parte sustancial de las secuencias de aminoácidos que codifican el presente polipéptido microbiano. El 
experto en la técnica es muy consciente del "sesgo de codones" presentado por una célula hospedante específica 50
en el uso de codones de nucleótidos para especificar un aminoácido dado. Por lo tanto, cuando se sintetiza un gen 
para mejorar la expresión en una célula hospedante, es deseable diseñar 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 expresión "codones optimizados", se refiere a genes o regiones 
codificantes de moléculas de ácido nucleico para la transformación de diferentes hospedantes, se refiere a la 55
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alteración de codones en el gen o regiones codificantes de las moléculas de ácido nucleico para reflejar el uso de 
codones típico 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 oligonucleótidos que se sintetizan químicamente 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 5
enzimáticamente para construir el gen entero. "Químicamente sintetizado", como perteneciente a una secuencia de 
ADN, significa que los nucleótidos componentes son ensamblados in vitro. La síntesis química manual del ADN se 
puede llevar a cabo usando procedimientos bien consolidados, o síntesis química automática usando una de una 
serie de máquinas disponibles en el mercado. Por consiguiente, los genes se pueden diseñar para la expresión 
génica óptima basándose en la optimización de secuencias de nucleótidos para reflejar el sesgo de codones de la 10
célula hospedante. El experto en la técnica aprecia la probabilidad de expresión génica satisfactoria si el uso de 
codones se desvía hacia aquellos codones favorecidos por el hospedante. La determinación de codones preferidos 
se puede basar en un estudio de genes derivados de la célula hospedante donde está disponible información de 
secuencia.

Como se usa en la presente memoria, "gen" se refiere a una molécula de ácido nucleico que expresa una proteína 15
específica, 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 20
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 endógeno" se refiere a un gen natural en 
su ubicación natural en el genoma de un organismo. Un gen "extraño" 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 extraños pueden comprender genes naturales insertados en un organismo no 25
natural, o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en el genoma mediante un 
procedimiento de transformación.

Como se usa en la presente memoria, "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de ADN que codifica una 
secuencia de aminoácidos específica. "Secuencias reguladoras adecuadas" se refiere a secuencias de nucleótidos 
situadas en la dirección 5' (secuencias 5' no codificantes), dentro o en la dirección 3' (secuencias 3' no codificantes) 30
de una secuencia codificante, y que influyen en la transcripción, procesamiento de ARN o estabilidad, o traducción 
de la secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias líder de 
traducción, sitio de procesamiento de ARN, sitio de unión 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 expresión 
de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se sitúa 3' respecto a una 35
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 entenderán que diferentes promotores pueden dirigir la 
expresión de un gen en diferentes etapas del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales o 
fisiológicas. Los promotores que hacen que un gen sea expresado la mayoría de las veces se denominan 40
normalmente "promotores constitutivos". Se reconoce además que puesto que en la mayoría de los casos los límites 
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 dirección 3' de una secuencia codificante e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilación 45
(normalmente limitadas a eucariotas) y otras secuencias que codifican señales reguladoras capaces de afectar al 
procesamiento del ARNm o expresión de genes. La señal de poliadenilación se caracteriza normalmente por afectar 
a la adición de tramos de poli(ácido adenílico) (normalmente limitado a eucariotas) al extremo 3' del precursor de 
ARNm.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "operativamente unido" se refiere a la asociación de secuencias 50
de ácido nucleico en una sola molécula de ácido nucleico de modo que la función de una está afectada por la otra. 
Por ejemplo, un promotor está operativamente unido a una secuencia codificante cuando puede afectar a la 
expresión de esa secuencia codificante, es decir, que la secuencia codificante está bajo el control transcripcional del 
promotor. Las secuencias codificantes pueden estar operativamente unidas a secuencias reguladoras en la 
orientación paralela o antiparalela.55

Como se usa en la presente memoria, el término "expresión" se refiere a la transcripción y acumulación estable de 
ARN paralelo (ARNm) o antiparalelo derivado de la molécula de ácido nucleico descrita en la presente memoria. La 
expresión también se puede referir a la traducción de ARNm en un polipéptido.
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Como se usa en la presente memoria, "transformación" se refiere a la transferencia de una molécula de ácido 
nucleico a un genoma de un organismo hospedante, que da como resultado herencia genéticamente estable. El 
genoma de la célula hospedante incluye genes cromosómicos y extracromosómicos (p. ej., plásmido). Los 
organismos hospedantes que contienen las moléculas de ácido nucleico transformadas se denominan organismos 
"transgénicos" o "recombinantes" o "transformados".5

Como se usa en la presente memoria, los términos "plásmido", "vector" y "casete" se refieren a un elemento 
extracromosómico 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 replicación 
autónoma, secuencias que integran genoma, secuencias de fagos o nucleótidos, 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 10
secuencias de nucleótidos en una única construcción 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 transformación" se refiere a un vector específico que contiene un gen extraño y que tiene elementos además del 
gen extraño que facilitan la transformación de una célula hospedante particular. "Casete de expresión" se refiere a 
un vector específico que contiene un gen extraño y que tiene elementos además del gen extraño que permiten la 15
expresión mayor de ese gen en un hospedante extraño.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "software de análisis de secuencias" se refiere a cualquier 
algoritmo de ordenador o programa de software que es útil para el análisis de secuencias de nucleótidos o 
aminoácidos. El "software de análisis de secuencias" puede estar disponible en el mercado o ser desarrollado 
independientemente. El software de análisis de secuencias típico incluirá el paquete de programas de GCG 20
(Wisconsin Package Versión 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, versión 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, 25
NY), Vector NTI (Informax, Bethesda, MD) y Sequencher v. 4.05. Dentro del contexto de esta solicitud, se entenderá 
que donde se use software de análisis de secuencias para el análisis, los resultados del análisis se basarán 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" significarán cualquier conjunto de valores o parámetros establecidos por el 
fabricante del software que se cargan originalmente con el software cuando se inicializa por primera vez.30

Como se usa en la presente memoria, la expresión "contaminantes biológicos" se refiere a una o más entidades 
biológicas patógenas y/o no deseadas que incluyen microorganismos, esporas, virus, priones y sus mezclas. El 
procedimiento produce una concentración eficaz de al menos un ácido percarboxílico útil para reducir y/o eliminar la 
presencia de contaminantes biológicos viables. En una realización preferida, el contaminante biológico es un 
microorganismo patógeno viable.35

Como se usa en la presente memoria, el término "desinfectar" se refiere a un procedimiento de destrucción de o 
prevención del crecimiento de contaminantes biológicos. 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 biológicos. Típicamente, los desinfectantes se usan para tratar objetos inanimados o superficies.  
Como se usa en la presente memoria, el término "desinfección" se refiere al acto o procedimiento de desinfectar. 40
Como se usa en la presente memoria, el término "antiséptico" se refiere a un agente químico que inhibe el 
crecimiento de microorganismos portadores de enfermedades. En un aspecto, los contaminantes biológicos son 
microorganismos patógenos.

Como se usa en la presente memoria, el término "higiénico" significa o se refiere al restablecimiento o conservación 
de la salud, típicamente eliminando, previniendo o controlando un agente que puede ser perjudicial para la salud. 45
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 higienización. Como se usa en la presente memoria, el 
término "higienización" 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 
sinónimo de "virulicida". Un agente que presenta la capacidad de inhibir o destruir virus se describe como que tiene 50
actividad "viricida". Los perácidos pueden tener actividad viricida. Los viricidas alternativos típicos conocidos en la 
técnica que pueden ser adecuados para usar con la presente invención incluyen, por ejemplo, alcoholes, éteres, 
cloroformo, formaldehído, fenoles, beta-propiolactona, yodo, cloro, sales de mercurio, hidroxilamina, óxido 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 químico, típicamente de amplio55
espectro, que inactiva o destruye microorganismos. Un agente químico que presenta la capacidad de inactivar o 
destruir microorganismos se describe como que tiene actividad "biocida". Los perácidos pueden tener actividad 
biocida. Los biocidas alternativos típicos conocidos en la técnica incluyen, por ejemplo, cloro, dióxido de cloro, 
cloroisocianuratos, hipocloritos, ozono, acroleína, aminas, compuestos fenólicos clorados, sales de cobre, 
compuestos de organoazufre y sales de amonio cuaternario.60
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Como se usa en la presente memoria, la frase "concentración biocida mínima" se refiere a la concentración mínima 
de un agente biocida que, durante un tiempo de contacto específico, producirá una reducción irreversible, letal 
deseada en la población viable de los microorganismos a los que se dirige. La eficacia se puede medir por el log10

de la reducción de microorganismos viables después de tratamiento. En un aspecto, la reducción objetivo de 
microorganismos viables después de tratamiento es al menos una reducción de 3-log, más preferiblemente al menos 5
una reducción de 4-log y lo más preferiblemente al menos una reducción de 5-log. En otro aspecto, la concentración 
biocida mínima es al menos una reducción 6-log de células microbianas viables.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "fuente peroxígeno" y "fuente de peroxígeno" se refieren a 
compuestos capaces de proporcionar peróxido de hidrógeno en una concentración de aproximadamente 1 mM o 
más cuando están en una disolución acuosa, que incluyen peróxido de hidrógeno, aductos de peróxido de hidrógeno 10
(p. ej., aducto de urea-peróxido de hidrógeno (peróxido de carbamida)), perboratos y percarbonatos. Como se 
describe en la presente memoria, la concentración de peróxido de hidrógeno proporcionada por el compuesto de 
peroxígeno en la formulación de reacción acuosa inicialmente es al menos 1 mM o más tras combinar los 
componentes de reacción. En una realización, la concentración de peróxido de hidrógeno en la formulación de 
reacción acuosa es al menos 10 mM. En otra realización, la concentración de peróxido de hidrógeno en la 15
formulación de reacción acuosa es al menos 100 mM. En otra realización, la concentración de peróxido de 
hidrógeno en la formulación de reacción acuosa es al menos 200 mM. En otra realización, la concentración de 
peróxido de hidrógeno en la formulación de reacción acuosa es 500 mM o más. En otra realización más, la 
concentración de peróxido de hidrógeno en la formulación de reacción acuosa es 1000 mM o más. La relación molar 
del peróxido de hidrógeno al sustrato de enzima, p. ej., triglicérido (H2O2:sustrato) en la formulación de reacción 20
acuosa puede ser de aproximadamente 0,002 a 20, preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 10, y lo más 
preferiblemente aproximadamente de 0,5 a 5.

Por "oligosacárido" se entiende compuestos que contienen entre 2 y al menos 24 unidades de monosacárido unidas 
por enlaces glicosídicos. El término "monosacárido" se refiere a un compuesto de fórmula empírica (CH2O)n, donde 
n≥3, la cadena principal de carbonos no está ramificada, cada átomo de carbono excepto uno contiene un grupo 25
hidroxilo, y el átomo de carbono restante es un aldehído o cetona en el átomo de carbono 2. El término 
"monosacárido" también se refiere a formas de hemiacetal o hemicetal cíclicas 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 formulación. 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 30
"ingrediente activo" es un catalizador enzimático que comprende al menos una carbohidrato esterasa CE-7 que tiene 
actividad de perhidrólisis.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "excipiente oligosacárido" significa un oligosacárido que, cuando 
se añade a una disolución acuosa de enzima, mejora la estabilidad en el almacenamiento del polvo de enzima 
secado por atomización resultante o de una formulación del polvo de enzima y un éster de ácido carboxílico y 35
opcionalmente mejora la recuperación/retención de enzima activa (es decir, actividad de perhidrolasa) después de 
secado por atomización. La adición de excipiente oligosacárido antes del secado por atomización mejora la 
estabilidad en el almacenamiento de la enzima cuando se almacena en el éster de ácido carboxílico (es decir, una 
mezcla de almacenamiento sustancialmente exenta de agua). El éster de ácido carboxílico puede contener una 
concentración muy baja de agua, por ejemplo, la triacetina típicamente tiene entre 180 ppm y 300 ppm de agua. 40
Como se usa en la presente memoria, la frase "sustancialmente exento de agua" se referirá a una concentración de 
agua en una mezcla del polvo de enzima y el éster de ácido carboxílico que no afecta de forma adversa a la 
estabilidad en el almacenamiento del polvo de enzima cuando está presente en el éster de ácido carboxílico, es 
decir, menos de 2000 ppm, preferiblemente menos de 1000 ppm, más preferiblemente menos de 500 ppm, e incluso 
más preferiblemente menos de 250 ppm de agua en la formulación que comprende el polvo de enzima y el éster de 45
ácido carboxílico.

Polvo de enzima

Se describe en la presente memoria un polvo de enzima que comprende una formulación secada por atomización de 
al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y que tiene actividad de perhidrólisis, al 
menos un excipiente oligosacárido y opcionalmente al menos un tensioactivo. El al menos un excipiente 50
oligosacárido 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 
o puede ser cualquier de las carbohidrato esterasas CE-7 descritas en las solicitudes de patente de EE.UU. 
copropiedad, en tramitación junto con la presente nº 2008/0176299 y 2009/0005590. La al menos una enzima se 55
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 está presente en la formulación secada por atomización en una cantidad en un intervalo de 
aproximadamente 5% en peso a aproximadamente 75% en peso basado en el peso seco de la formulación secada 
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por atomización. Un intervalo de % en peso preferido de la enzima en la formulación secada por atomización es de 
aproximadamente 10% en peso a 50% en peso, y un intervalo de % en peso más preferido de la enzima en la 
formulación secada por atomización es de aproximadamente 20% en peso a 33% en peso

El al menos un excipiente oligosacárido 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 5
excipiente oligosacárido tiene un peso molecular medio numérico de al menos aproximadamente 1700 y un peso 
molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 15000. Los oligosacáridos específicos útiles en la 
presente invención incluyen maltodextrina, xilano, manano, fucoidano, galactomanano, chitosán, pectina, inulina, 
levano, graminano, amilopectina y sus mezclas. Los excipientes basados en oligosacáridos incluyen éteres de 
celulosa no iónicos, solubles en agua, tales como hidroximetilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa, y sus mezclas.10

El excipiente está presente en la formulación en una cantidad en un intervalo de aproximadamente 95% en peso a 
aproximadamente 25% en peso basado en el peso seco de la formulación secada por atomización. Un intervalo de 
% en peso preferido del excipiente en la formulación secada por atomización es de aproximadamente 90% en peso 
a 50% en peso, y un intervalo de % en peso más preferido del excipiente en la formulación secada por atomización 
es de aproximadamente 80% en peso a 67% en peso15

En algunas realizaciones, la formulación comprende además al menos un tensioactivo. Los tensioactivos útiles 
incluyen tensioactivos iónicos y no iónicos o agentes humectantes, tales como aceite de ricino etoxilado, glicéridos 
poliglicolizados, monoglicéridos acetilados, ésteres de ácido graso y sorbitán, poloxámeros, ésteres de ácidos graso 
y sorbitán polioxietilénicos, derivados polioxietilénicos, monoglicéridos y sus derivados etoxilados, diglicéridos o sus 
derivados polioxietilénicos, docusato de sodio, laurilsulfato de sodio, ácido cólico o sus derivados, lecitinas, 20
fosfolípidos, copolímeros de bloques de etilenglicol y propilengicol y organosiliconas no iónicas. Preferiblemente, el 
tensioactivo es un éster de ácido graso y sorbitán polioxietilénico, siendo más preferido el polisorbato 80.

Cuando forma parte de la formulación, el tensioactivo está presente en una cantidad en un intervalo de 
aproximadamente 5% en peso a 0,1% en peso basado en el peso de proteína presente en la formulación secada por 
atomización, preferiblemente de aproximadamente 2% en peso a 0,5% en peso, basado en el peso de proteína 25
presente en la formulación secada por atomización.

La formulación secada por atomización puede comprender adicionalmente uno o más tampones (p. ej., 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 ácido etilendiaminotetraacético, ácido (1-
hidroxietiliden)bisfosfónico).30

El secado por atomización de la formulación de al menos una enzima, al menos un excipiente oligosacárido, y 
opcionalmente al menos un tensioactivo se lleva a cabo, por ejemplo, como se describe en general en el Spray 
Drying Handbook, 5ª ed., K. Masters, John Wiley & Sons, Inc., NY, N.Y. (1991), y en las publicaciones de patente 
PCT Nº WO 97/41833 (1997) y WO 96/32149 (1996) de Platz, R., et al. 

En general, el secado por atomización consiste en poner juntos un líquido altamente disperso y un volumen 35
suficiente de aire caliente para producir la evaporación y secado de las gotitas de líquido. Típicamente la 
alimentación 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 apreciarán que 
se pueden usar varios tipos diferentes de aparatos para proporcionar el producto deseado. Por ejemplo, los 
secadores por atomización comerciales fabricados por Buchi Ltd. (Postfach, Suiza) o GEA Niro Corp. (Copenhagen, 40
Dinamarca) producirán eficazmente partículas de tamaño deseado. Se apreciará además que estos secadores por 
atomización, y específicamente sus atomizadores, se pueden modificar o personalizar para aplicaciones 
especializadas, tales como la pulverización simultánea de dos disoluciones usando una técnica de doble boquilla. 
Más específicamente, una emulsión de agua en aceite se puede atomizar de una boquilla y una disolución que 
contiene un antiadherente tal como manitol se puede coatomizar de una segunda boquilla. En otros casos puede ser 45
deseable empujar la disolución de alimentación a través de una boquilla de diseño personalizado, usando una 
bomba de cromatografía líquida de alta presión (HPLC). Con la condición de que se produzcan microestructuras que 
comprendan la morfología y/o composición correcta, la elección del aparato no es crítica y será evidente para el 
experto en la técnica a la vista de las enseñanzas 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 50
produce la degradación de la enzima en el material pulverizado. Dichas temperaturas se determinan típicamente de 
forma experimental, aunque en general, la temperatura de entrada estará en el intervalo de aproximadamente 50°C 
a aproximadamente 225°C, mientras que la temperatura de salida estará en el intervalo de aproximadamente 30°C a 
aproximadamente 150°C. Los parámetros preferidos incluyen presiones de atomización 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 55
MPa (30-40 a 100 psi). Típicamente la presión de atomización usada será 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.
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El polvo de enzima secado por atomización o una formulación del polvo de enzima secada por atomización en éster 
de ácido carboxílico, retiene sustancialmente su actividad enzimática durante un periodo de tiempo prolongado 
cuando se almacena a temperatura ambiente. El polvo de enzima secado por atomización o una formulación del 
polvo de enzima secada por atomización en éster de ácido carboxílico, retiene sustancialmente su actividad 
enzimática a temperaturas elevadas durante periodos cortos de tiempo. En una realización, "retiene sustancialmente 5
su actividad enzimática" significa que el polvo de enzima secado por atomización o una formulación del polvo de 
enzima secada por atomización en éster de ácido carboxílico retiene aproximadamente 75 por ciento de la actividad 
enzimática de la enzima en el polvo de enzima secado por atomización o una formulación del polvo de enzima 
secada por atomización 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 una10
formulación compuesta de un éster de ácido carboxílico y el polvo de enzima, en comparación con la actividad 
enzimática inicial del polvo de enzima antes de la preparación de una formulación compuesta del éster de ácido 
carboxílico y el polvo de enzima. El periodo de almacenamiento prolongado es un periodo de tiempo de 
aproximadamente un año a aproximadamente dos años a temperatura ambiente. En una realización, el periodo de 
almacenamiento corto es a una temperatura elevada durante un periodo de tiempo desde cuando se produce la 15
formulación compuesta de un éster de ácido carboxílico y el polvo de enzima a 40ºC hasta aproximadamente ocho 
semanas a 40ºC. En otra realización, la temperatura elevada está en un intervalo de aproximadamente 30ºC a 
aproximadamente 52ºC. En una realización preferida, la temperatura elevada está en un intervalo de 
aproximadamente 30ºC a aproximadamente 40ºC.

En algunas realizaciones, el polvo de enzima secado por atomización tiene al menos 75 por ciento de actividad 20
enzimática de la al menos una enzima después de ocho semanas de almacenamiento a 40ºC en una formulación 
compuesta de un éster de ácido carboxílico y el polvo de enzima, en comparación con la actividad enzimática inicial 
del polvo de enzima antes de la preparación de una formulación compuesta del éster de ácido carboxílico y el polvo 
de enzima a 40ºC. 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 enzimática de la al menos una 25
enzima después de ocho semanas de almacenamiento a 40ºC en una formulación compuesta de un éster de ácido 
carboxílico y el polvo de enzima en comparación con la actividad enzimática inicial del polvo de enzima antes de la 
preparación de una formulación compuesta del éster de ácido carboxílico y el polvo de enzima a 40ºC. 
Preferiblemente, la actividad de perhidrólisis se mide como se describe en el ejemplo 8-13, véase más adelante, 
pero se puede usar cualquier método de medición de la actividad de perhidrólisis en la práctica de la presente 30
invención.

En algunas realizaciones, se puede lograr mejora adicional de la actividad enzimática a lo largo de los periodos de 
tiempo expuestos por adición de un tampón que tiene capacidad de tamponamiento en un intervalo de pH de 
aproximadamente 5,5 a aproximadamente 9,5, a la formulación compuesta del éster de ácido carboxílico y el polvo 
de enzima secado por atomización.  El tampón adecuado para usar en la formulación puede incluir sal de sodio, sal 35
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 formulación compuesta del 
éster de ácido carboxílico y el polvo de enzima secado por atomización 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 está presente un tampón en la formulación de éster de ácido carboxílico y polvo de enzima,40
el tampón puede estar presente en un intervalo de aproximadamente 0,01% en peso a aproximadamente 50% en 
peso, basado en el peso del éster de ácido carboxílico en la formulación compuesta de éster de ácido carboxílico y 
polvo de enzima. El tampón puede estar presente en un intervalo más preferido de aproximadamente 0,10% a 
aproximadamente 10% basado en el peso del éster de ácido carboxílico en la formulación compuesta de éster de 
ácido carboxílico y polvo de enzima. Además, en estas realizaciones, la comparación entre las actividades de 45
perhidrólisis de la enzima se determina entre (a) un polvo de enzima que retiene al menos 75 por ciento de la 
actividad de perhidrólisis de la al menos una enzima después de ocho semanas de almacenamiento a 40ºC en una 
formulación compuesta de un éster de ácido carboxílico, un tampón 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 
perhidrólisis inicial del polvo de enzima antes de la preparación de una formulación compuesta del éster de ácido 50
carboxílico, el tampón 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 atomización sea almacenado como una formulación en el 
compuesto orgánico que es un sustrato para la al menos una enzima, tal como triacetina. En ausencia de peróxido 
de hidrógeno añadido, la triacetina normalmente es hidrolizada en disolución acuosa por una carbohidrato esterasa55
CE-7 para producir diacetina y ácido acético, y la producción de ácido acético produce una disminución en el pH de 
la mezcla de reacción. Un requisito para la estabilidad en el almacenamiento a largo plazo de la enzima en triacetina 
es que no haya reacción significativa de la triacetina con nada de agua que pueda estar presente en la triacetina; la 
especificación 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 hidrólisis de la triacetina que se produzca durante el 60
almacenamiento de la enzima en triacetina produciría ácido acético, lo que podría producir una disminución de la 
actividad o inactivación de la actividad de perhidrólisis de las carbohidrato esterasas CE-7; la actividad de 
perhidrólisis de las carbohidrato esterasas CE-7 típicamente es inactivada a o por debajo de pH 5,0 (véase, la 
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solicitud de patente de EE.UU. nº 12/539.025 de DiCosimo, R., et al.). El excipiente oligosacárido seleccionado para 
usar en la presente solicitud debe proporcionar estabilidad de la enzima en el sustrato orgánico para la enzima en 
condiciones donde se pueda generar ácido acético debido a la presencia de concentraciones bajas de agua en la 
formulación.

Condiciones de reacción adecuadas para la preparación de perácidos catalizada por enzimas a partir de ésteres de 5
ácidos carboxílicos y peróxido de hidrógeno 

En un aspecto de la invención, se proporciona un procedimiento para producir una formulación acuosa que 
comprende un perácido, haciendo reaccionar uno o más ésteres de ácidos carboxílicos con una fuente de 
peroxígeno (peróxido de hidrógeno, perborato de sodio o percarbonato de sodio) en presencia de una formulación 
descrita antes que comprende un catalizador enzimático que tiene actividad de perhidrólisis. El catalizador 10
enzimático comprende al menos una enzima que tiene actividad de perhidrólisis, 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 realización, el catalizador de perhidrolasa se clasifica estructuralmente como 
una cefalosporina C desacetilasa. En otra realización, el catalizador de perhidrolasa se clasifica estructuralmente 
como una acetil xilan esterasa.15

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

a) un motivo RGQ como restos de aminoácidos 118-120;

b) un motivo GXSQG en los restos de aminoácidos 179-183; y

c) un motivo HE como restos de aminoácidos 298-299 cuando se alinea con la secuencia de referencia de SEQ ID 20
NO: 1 usando CLUSTALW.

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

En otra realización, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene el presente motivo identificativo 25
y al menos 30% de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1.

En otra realización, 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, 24 y 25.

En otra realización, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene al menos 40% de identidad de 30
aminoácidos 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 realización, el catalizador de perhidrolasa comprende una enzima que tiene una secuencia de aminoácidos 
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 más adiciones, eliminaciones o sustituciones siempre 35
que se conserve el motivo identificativo y se retenga la actividad de perhidrolasa.

Los sustratos ésteres de ácidos carboxílicos adecuados pueden incluir ésteres que tengan la siguiente fórmula:

[X]mR5

en donde X = es un grupo éster de fórmula R6C(O)O

R6 = resto hidrocarbilo lineal, ramificado o cíclico, C1 a C7, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo o grupos 40
alcoxi C1 a C4, en donde R6 opcionalmente comprende uno o más enlaces éter donde R6 = C2 a C7;

R5 = un resto hidrocarbilo lineal, ramificado o cíclico, C1 a C6, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo; en 
donde cada átomo de carbono en R5 comprende individualmente no más de un grupo hidroxilo o no más de un 
grupo éster; 

en donde R5 opcionalmente comprende uno o más enlaces éter;45

m = de 1 al número de átomos de carbono en R5; y

en donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25ºC.

En otras realizaciones, los sustratos adecuados pueden incluir también ésteres de fórmula: 
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en donde R1 = alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C7, opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un 
grupo alcoxi C1 a C4 y R2 = alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C10, alquenilo, alquinilo, arilo, 
alquilarilo, alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH2CH2-O)nH o (CH2CH(CH3)-O)nH y n = de 1 a 10.

En otras realizaciones, los sustratos ésteres de ácidos carboxílicos pueden incluir glicéridos de fórmula: 5

en donde R1 = alquilo de cadena lineal o cadena ramificada C1 a C7, opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un 
grupo alcoxi C1 a C4 y R3 y R4 son individualmente H o R1C(O).

En otras realizaciones, R6 es resto hidrocarbilo lineal C1 a C7, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo o 
grupos alcoxi C1 a C4, que comprende opcionalmente uno o más enlaces éter. En otras realizaciones preferidas, R610
es resto hidrocarbilo lineal C2 a C7, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo y/o que comprende 
opcionalmente uno o más enlaces éter.

En otras realizaciones, los sustratos ésteres de ácidos carboxílicos adecuados también pueden incluir sacáridos 
acetilados seleccionados del grupo que consiste en mono, di y polisacáridos acetilados. En realizaciones preferidas, 
los sacáridos acetilados incluyen mono, di y polisacáridos acetilados. En otras realizaciones, los sacáridos acetilados 15
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), β-D-ribofuranosa-1,2,3,5-tetraacetato, 
tri-O-acetil-D-galactal, tri-O-acetil-D-glucal, y celulosa acetilada. En realizaciones preferidas, el sacárido acetilado se 
selecciona del grupo que consiste en β-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 20
ácidos peroxicarboxílicos usando los presentes métodos y sistemas (es decir, en presencia de una fuente de 
peroxígeno).

En realizaciones adicionales, el sustrato éster de ácido carboxílico puede incluir monoacetina; triacetina; 
monopropionina; dipropionina; tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina; pentaacetato de glucosa; 
tetraacetato de xilosa; xilano acetilado; fragmentos de xilano acetilado; β-D-ribofuranosa-1,2,3,5-tetraacetato; tri-O-25
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 
combinación de los mismos. En realizaciones preferidas de los presentes métodos y sistemas, el sustrato 
comprende triacetina.30

El éster de ácido carboxílico está presente en la formulación de reacción en una concentración suficiente para 
producir la concentración deseada de perácido tras la perhidrólisis catalizada por enzima. No es necesario que el 
éster de ácido carboxílico sea completamente soluble en la formulación de la reacción, pero que tenga suficiente 
solubilidad para permitir la conversión del éster por el catalizador de perhidrolasa en el correspondiente perácido. El 
éster de ácido carboxílico está presente en la formulación de la reacción en una concentración de 0,05% en peso a 35
40% en peso de la formulación de la reacción, preferiblemente en una concentración de 0,1% en peso a 20% en 
peso de la formulación de la reacción, y más preferiblemente en una concentración de 0,5% en peso a 10% en peso 
de la formulación de la reacción.

La fuente de peroxígeno puede incluir peróxido de hidrógeno, aductos de peróxido de hidrógeno (p. ej., aducto de 
urea-peróxido de hidrógeno (peróxido de carbamida)) sales de perborato y sales de percarbonato. La concentración 40
del compuesto de peroxígeno en la formulación de la reacción 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, más 
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 45
catalizan la conversión de peróxido de hidrógeno en oxígeno y agua. En un aspecto, el catalizador de perhidrólisis 
carece de actividad de catalasa. En otro aspecto, se añade un inhibidor de catalasa a la formulación de la reacción. 
Los ejemplos de inhibidores de catalasa incluyen azida sódica y sulfato de hidroxilamina. Un experto en la técnica 
puede ajustar la concentración del inhibidor de catalasa según sea necesario. La concentración del inhibidor de 
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catalasa típicamente está en el intervalo de 0,1 mM a aproximadamente 1 M; preferiblemente de aproximadamente 1 
mM a aproximadamente 50 mM; más preferiblemente de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM. En un 
aspecto, la concentración de azida sódica típicamente está en el intervalo de aproximadamente 20 mM a 
aproximadamente 60 mM, mientras que la concentración del sulfato de hidroxilamina típicamente es de 
aproximadamente 0,5 mM a aproximadamente 30 mM, preferiblemente aproximadamente 10 mM.5

En otra realización, el catalizador enzimático carece de actividad de catalasa significativa o se diseña para disminuir 
o eliminar la actividad de catalasa. La actividad de catalasa en una célula hospedante se puede regular por 
disminución o eliminar por alteración de la expresión del gen o genes responsables de la actividad de catalasa 
usando técnicas bien conocidas que incluyen mutagénesis de transposones, expresión de ARN antiparalelo, 
mutagénesis dirigida y mutagénesis aleatoria. En una realización preferida, el gen o genes que codifican la actividad 10
de catalasa endógena son regulados por disminución o alterados (es decir, inactivados). Como se usa en la 
presente memoria, un gen "alterado" es uno en el que la actividad y/o función de la proteína codificada por el gen 
modificado ya no está 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 está presente la actividad y/o función de la 
proteína correspondiente. En una realización preferida adicional, el hospedante de producción es un hospedante de 15
producción 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 Nº 2008-0176299). En otra realización, el hospedante de 
producción es una cepa de E. coli que comprende una regulación por disminución y/o alteración en los genes de 
catalasa tanto katg1 como katE.

La concentración del catalizador en la formulación de la reacción acuosa depende de la actividad catalítica 20
específica del catalizador, y se elige para obtener la velocidad de reacción deseada. El peso del catalizador en las 
reacciones de perhidrólisis típicamente está en el intervalo de 0,0001 mg a 10 mg por ml de volumen de reacción 
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 25
de catalizadores inmovilizados permite la recuperación y reutilización del catalizador en reacciones posteriores. El 
catalizador enzimático 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 concentración de perácido generada por la combinación de perhidrólisis química y perhidrólisis 
enzimática del éster de ácido carboxílico es suficiente para proporcionar una concentración eficaz de perácido para 30
blanqueo o desinfección a un pH deseado. En otro aspecto, los presentes métodos proporcionan combinaciones de 
enzimas y sustratos de enzimas para producir la concentración eficaz deseada de perácido, donde, en ausencia de 
enzima añadida, hay una concentración significativamente menor de perácido producido. Aunque en algunos casos 
puede haber perhidrólisis química sustancial del sustrato enzimático por reacción química directa de peróxido 
inorgánico con el sustrato enzimático, puede no haber una concentración suficiente de perácido generado para 35
proporcionar una concentración eficaz de perácido en las aplicaciones deseadas, y se logra un aumento significativo 
de la concentración de perácido total por la adición de un catalizador de perhidrolasa adecuado a la formulación de 
la reacción.

La concentración de perácido generada (tal como ácido peracético) por la perhidrólisis de al menos un éster de 
ácido carboxílico es al menos aproximadamente 20 ppm, preferiblemente al menos 100 ppm, más preferiblemente al 40
menos aproximadamente 200 ppm de perácido, más preferiblemente al menos 300 ppm, más preferiblemente al 
menos 500 ppm, más preferiblemente al menos 700 ppm, más preferiblemente al menos aproximadamente 1000 
ppm de perácido, lo más preferiblemente al menos 2000 ppm de perácido en el espacio de 10 minutes, 
preferiblemente en el espacio de 5 minutos, más preferiblemente en el espacio de 1 minuto de inicio de la reacción 
de perhidrólisis. La formulación del producto que comprende el perácido se puede diluir opcionalmente con agua, o 45
una disolución compuesta predominantemente de agua, para producir una formulación con la concentración de 
perácido menor deseada.  En un aspecto, el tiempo de reacción requerido para producir la concentración deseada 
de perácido no es mayor de aproximadamente dos horas, preferiblemente no mayor de aproximadamente 30 
minutos, más preferiblemente no mayor de aproximadamente 10 minutos, y lo más preferiblemente en 
aproximadamente 5 minutos o menos. En otros aspectos, una superficie dura u objeto inanimado contaminado con 50
un contaminante(s) biológico(s) se pone en contacto con el perácido formado de acuerdo con los procedimientos 
descritos en la presente memoria en el espacio de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 168 horas de la 
combinación de dichos componentes de reacción, 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 combinación de dichos 
componentes de reacción, o cualquier intervalo de tiempo dentro de los mismos.55

En otro aspecto, el ácido peroxicarboxílico formado de acuerdo con los procedimientos descritos en la presente 
memoria se usa en una aplicación para el cuidado de la ropa, en donde el ácido peroxicarboxílico se pone en 
contacto con un artículo de ropa o un producto textil para proporcionar un beneficio, tal como desinfección, 
blanqueo, decoloración, higienización, desodorización o una combinación de los mismos. El ácido peroxicarboxílico 
se puede usar en una variedad de productos para el cuidado de la ropa que incluyen tratamientos de prelavado de 60
productos textiles, detergentes para ropa, quitamanchas, composiciones de blanqueo, composiciones 
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desodorizantes y agentes de aclarado. En una realización, el presente procedimiento para producir un ácido 
peroxicarboxílico para una superficie objetivo se lleva a cabo in situ. 

En el contexto de las aplicaciones del cuidado de la ropa, la expresión "poner en contacto un artículo de ropa o 
producto textil" significa que el artículo de ropa o producto textil se expone a una formulación descrita en la presente 
memoria. Para este fin, hay una serie de formatos que puede se pueden usar en la formulación para tratar artículos 5
de ropa o productos textiles, que incluyen líquido, sólidos, gel, pasta, barras, comprimidos, pulverizador, espuma, 
polvo o gránulos y se pueden suministrar por dosificación manual, dosificación unitaria, dosificación desde un 
sustrato, pulverización y dosificación automática de una lavadora o secadora. Las composiciones granulares 
también pueden estar en forma compacta; las composiciones líquidas también pueden estar en una forma
concentrada.10

Cuando las formulaciones descritas en la presente memoria se usan en una lavadora, la formulación puede contener 
además componentes típicos para detergentes para ropa. Por ejemplo, los componentes típicos incluyen 
tensioactivos, agentes blanqueantes, activadores de blanqueo, enzimas adicionales, supresores de espuma, 
dispersantes, dispersantes, dispersantes de jabón de cal, agentes de suspensión y antirredeposición de la suciedad, 
agentes suavizantes, inhibidores de la corrosión, inhibidores de suciedad, germicidas, agentes de ajuste del pH, 15
fuentes de alcalinidad no mejoradoras de la detergencia, agentes quelantes, cargas orgánicas y/u inorgánicas, 
disolventes, hidrótropos, abrillantadores ópticos, colorantes y perfumes.

Las formulaciones descritas en la presente memoria también se pueden usar como productos aditivos de 
detergentes en forma sólida o líquida. Dichos productos aditivos se pretende que complementen o refuercen el 
rendimiento de las composiciones de detergentes convencionales y se pueden añadir en cualquier etapa del 20
procedimiento de limpieza.

En relación con los presentes sistemas y métodos para el cuidado de la ropa donde el perácido se genera para uno 
o más de blanqueo, eliminación de manchas y reducción de olor, la concentración de perácido generado (p. ej., 
ácido peracético) por la perhidrólisis de al menos un éster de ácido carboxílico puede ser al menos 
aproximadamente 2 ppm, preferiblemente al menos 20 ppm, preferiblemente al menos 100 ppm, y más 25
preferiblemente al menos aproximadamente 200 ppm de perácido. En relación con los presentes sistemas y 
métodos para el cuidado de la ropa donde se genera el perácido para desinfección o higienización, la concentración 
de perácido generado (p. ej., ácido peracético) por la perhidrólisis de al menos un éster de ácido carboxílico puede 
ser al menos de aproximadamente 2 ppm, más preferiblemente al menos 20 ppm, más preferiblemente al menos 
200 ppm, más preferiblemente al menos 500 ppm, más preferiblemente al menos 700 ppm, más preferiblemente al 30
menos aproximadamente 1000 ppm de perácido, lo más preferiblemente al menos 2000 ppm de perácido en el 
espacio de 10 minutos, preferiblemente en el espacio de 5 minutos, y lo más preferiblemente en el espacio de 1 
minuto del inicio de la reacción de perhidrólisis. La mezcla del producto que comprende el perácido se puede diluir 
opcionalmente con agua, o una disolución compuesta predominantemente de agua, para producir una mezcla con la 
concentración de perácido menor deseada.  En un aspecto de los presentes métodos y sistemas, el tiempo de 35
reacción requerido para producir la concentración deseada de perácido no es mayor de aproximadamente dos 
horas, preferiblemente no mayor de aproximadamente 30 minutos, más preferiblemente no mayor de 
aproximadamente 10 minutos, incluso más preferiblemente no mayor de aproximadamente 5 minutos, y lo más
preferiblemente de aproximadamente 1 minuto o menos.

La temperatura de la reacción se elige para controlar tanto la velocidad de reacción como la estabilidad de la 40
actividad del catalizador enzimático. La temperatura de la reacción puede estar en el intervalo de justo por encima 
del punto de congelación de la formulación de la reacción (aproximadamente 0ºC) a aproximadamente 95ºC, con un 
intervalo preferido de temperatura de reacción de aproximadamente 5ºC a aproximadamente 55ºC.

El pH de la formulación de la reacción final que contiene perácido es de aproximadamente 2 a aproximadamente 9, 
preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, más preferiblemente de aproximadamente 5 a 45
aproximadamente 8, incluso más preferiblemente de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 8, y todavía incluso 
más preferiblemente de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 7,5. En otra realización, el pH de la formulación 
de la reacción es ácido (pH <7). El pH de la reacción, y de la formulación de la reacción final, se puede controlar 
opcionalmente por la adición de un tampón adecuado, que incluye bicarbonato, pirofosfato, fosfato, metilfosfonato, 
citrato, acetato, malato, fumarato, tartrato maleato o succinato. La concentración de tampón, cuando se usa, 50
típicamente es de 0,1 mM a 1,0 M, preferiblemente de 1 mM a 300 mM, lo más preferiblemente de 10 mM a 100 
mM.

En otro aspecto, la formulación de la reacción de perhidrólisis enzimática puede contener un disolvente orgánico que 
actúa como un dispersante para aumentar la velocidad de disolución del éster de ácido carboxílico en la formulación 
de la reacción. Dichos disolventes incluyen éter metílico del propilenglicol, acetona, ciclohexanona, éter butílico del 55
dietilenglicol, éter metílico del tripropilenglicol, éter metílico del dietilenglicol, éter butílico del propilenglicol, éter 
metílico del dipropilenglicol, ciclohexanol, alcohol bencílico, isopropanol, etanol, propilenglicol, y sus mezclas.

En otro aspecto, el producto de perhidrólisis enzimática puede contener componentes adicionales que proporcionan 
funcionalidad deseable. Estos componentes adicionales incluyen tampones, mejoradores de la detergencia, agentes 
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espesantes, emulsionantes, tensioactivos, agentes humectantes, inhibidores de la corrosión (tales como 
benzotriazol), estabilizadores de enzimas y estabilizadores de peróxido (p. ej., agentes quelantes de iones 
metálicos). 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 vinílico) o 
polivinilpirrolidona. Los ejemplos de agentes espesantes incluyen LAPONITE® RD, almidón de maíz, PVP, 5
CARBOWAX®, CARBOPOL®, CABOSIL®, polisorbato 20, PVA y lecitina. Los ejemplos de sistemas de 
tamponamiento incluyen fosfato de sodio monobásico/fosfato de sodio dibásico; ácido sulfámico/trietanolamina; 
ácido cítrico/trietanolamina; ácido tartárico/trietanolamina; ácido succínico/trietanolamina; y ácido 
acético/trietanolamina. Los ejemplos de tensioactivos incluyen a) tensioactivos no iónicos tales como copolímeros de 
bloques de óxido de etileno u óxido de propileno, alcoholes primarios y secundarios lineales y ramificados etoxilados 10
o propoxilados, y óxidos de fosfina alifáticos; b) tensioactivos catiónicos tales como compuestos de amonio 
cuaternario, en particular compuestos de amonio cuaternario que tienen un grupo alquilo C8-C20 unido a un átomo 
de nitrógeno adicionalmente unido a tres grupos alquilo C1-C2; c) tensioactivos aniónicos tales como ácidos 
alcanocarboxílicos (p. ej., ácidos grasos C8-C20), alquilfosfonatos, alcanosulfonatos (p. ej., dodecilsulfato de sodio 
"SDS") o alquilbencenosulfonatos lineales o ramificados, alcanosulfonatos; y d) tensioactivos anfóteros y de ion 15
híbrido, tales como ácidos aminocarboxílicos, ácidos aminodicarboxílicos, alquilbetaínas y sus mezclas. 
Componentes adicionales pueden incluir fragancias, colorantes, estabilizantes de peróxido de hidrógeno (p. ej., 
quelantes de metales tales como ácido 1-hidroxietiliden -1,1-difosfónico (DEQUEST® 2010, Solutia Inc., St. Louis, 
MO y ácido etilenediaminotetraacético (EDTA)), TURPINAL® SL (nº CAS 2809-21-4), DEQUEST® 0520, 
DEQUEST® 0531, estabilizantes de la actividad enzimática (p. ej., polietilenglicol (PEG)), y mejoradores de la 20
detergencia.

Producción in situ de perácidos usando un catalizador de perhidrolasa 

Las cefalosporina C desacetilasas (E.C. 3.1.1.41; nombre sistemático 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, ácido 7-aminocefalosporánico y ácido 7-(tiofeno-2-acetamido)cefalosporánico (Abbott, B. y Fukuda,25
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 común y son bastante inusuales en 30
cuanto que típicamente presentan actividad de hidrólisis de éster tanto para xilooligosacáridos acetilados como para 
cefalosporina C acetilada, sugiriendo que la familia CE-7 representa una sola clase de proteínas con una actividad 
de desacetilasa multifuncional contra una variedad de sustratos pequeños (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 
característica de la familia CE-7.35

Los miembros de la familia CE-7 se encuentran en plantas, hongos (p. ej., Cephalosporidium acremonium), 
levaduras (p. ej., 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 40
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): artículo 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. Nº 2008/0176299 y 45
2008/176783 de DiCosimo et al. describen varias enzimas estructuralmente clasificadas como enzimas CE-7 que 
tienen actividad de perhidrólisis adecuada para producir concentraciones eficaces de perácidos a partir de una 
variedad de sustratos ésteres de ácidos carboxílicos cuando se combinan con una fuente de peroxígeno. También 
se describen variantes de enzimas CE-7 que tienen mejor actividad de perhidrólisis en la solicitud de patente de 
EE.UU. copresentada, copropiedad y en tramitación junto con la presente (Nº de expediente del apoderado CL4392 50
US NA).

El presente método produce concentraciones eficaces, útiles industrialmente de perácidos in situ en condiciones de 
reacción 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 concentración de perácido y peróxido de hidrógeno. 55

Se puede usar una variedad de métodos analíticos en los presentes métodos para analizar los reaccionantes y 
productos, que incluyen valoración, cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografía de gases (GC), 
espectroscopía de masas (MS), electroforesis capilar (CE), el procedimiento analítico 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.

Determinación de la concentración biocida mínima de perácidos 

El método descrito por J. Gabrielson, et al. (J. Microbiol. Methods 50: 63-73 (2002)) se puede usar para la 
determinación de la concentración mínima biocida (MBC) de perácidos, o de peróxido de hidrógeno y sustratos 5
enzimáticos. El método de ensayo se basa en la inhibición de la reducción de XTT, donde XTT ((2,3-bis[2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil]-5-[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazolio, sal interna, sal monosódica) es un colorante de 
oxidorreducción que indica la actividad respiratoria microbiana por un cambio en la densidad óptica (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 microscópicos directos, peso 10
seco, mediciones de turbidez, absorbancia y bioluminiscencia (véase, por ejemplo, Brock, Semour S., Disinfection. 
Sterilization, and Preservation, 5ª edición, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, USA; 2001).

Usos de composiciones de ácido peroxicarboxílico preparadas enzimáticamente 

El ácido peroxicarboxílico generado por catalizador enzimático producido de acuerdo con el presente método, se 
puede usar en una variedad de aplicaciones de superficies duras/objetos inanimados para la reducción de 15
concentraciones de contaminantes biológicos, tales como la descontaminación de instrumentos médicos (p. ej., 
endoscopios), productos textiles (p. ej., prendas de vestir, alfombras), superficies de preparación de alimentos, 
equipo de almacenamiento de alimentos y envasado de alimentos, materiales usados para el envasado de 
productos alimenticios, instalaciones de incubación y cría de pollos, recintos para animales y aguas de proceso 
gastadas, que tienen actividad microbiana y/o viricida. Los ácidos peroxicarboxílicos generados por enzimas se 20
pueden usar en formulaciones diseñadas para inactivar priones (p. ej., determinadas proteasas) para proporcionar 
adicionalmente actividad biocida. En un aspecto preferido, las presentes composiciones de ácido peroxicarboxílico 
son particularmente útiles como un agente desinfectante para instrumentos médicos que no se pueden someter al 
autoclave y equipos de envasado de alimentos. Puesto que la formulación que contiene ácido peroxicarboxílico se 
puede preparar usando componentes GRAS o de calidad alimentaria (enzima, sustrato enzimático, peróxido de 25
hidrógeno y tampón), el ácido peroxicarboxílico generado por enzima también se puede usar para la 
descontaminación de carcasas de animales, carne, frutas y verduras, o para la descontaminación de alimentos 
preparados. El ácido peroxicarboxílico generado por enzima se puede incorporar en un producto cuya forma final es 
un polvo, líquido, gel, película, sólido o aerosol. El ácido peroxicarboxílico generado por enzima se puede diluir a una 
concentración que proporcione todavía una descontaminación eficaz.30

Las composiciones que comprenden una concentración eficaz de ácido peroxicarboxílico se pueden usar para 
desinfectar superficies y/u objetos contaminados (o que se sospecha que están contaminados) con contaminantes 
biológicos, 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 composición 
desinfectante que comprende una concentración eficaz de ácido peroxicarboxílico en contacto con la superficie o el 35
objeto inanimado que se sospecha que está contaminado con un contaminante biológico, 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 
disolución o composición del ácido peroxicarboxílico que comprende una concentración eficaz de ácido 
peroxicarboxílico, o una disolución o composición que forma una concentración eficaz de ácido peroxicarboxílico, 40
con la superficie o el objeto inanimado que se sospecha que está contaminado con una concentración de un 
contaminante biológico. Las composiciones desinfectantes se pueden combinar con una composición de limpieza 
para proporcionar tanto limpieza como desinfección. Alternativamente, se puede incorporar un agente de limpieza (p. 
ej., un tensioactivo o detergente) en la formulación para proporcionar tanto limpieza como desinfección en una sola 
composición.45

Las composiciones que comprenden una concentración eficaz de ácido peroxicarboxílico 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 ácido peroxicarboxílico 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 están contaminados) con contaminantes 50
biológicos. Los agentes antimicrobianos adecuados incluyen ésteres carboxílicos (p. ej., p-hidroxi-benzoatos de 
alquilo y cinamatos de alquilo); ácidos sulfónicos (p. ej., ácido dodecilbencenosulfónico); compuestos de yodo o 
compuestos de halógeno activos (p. ej., halógenos elementales, óxidos de halógeno (p. ej., NaOCI, HOCI, HOBr, 
ClO2), yodo, interhaluros (p. ej., 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, ácido hipocloroso, 55
sales de hipobromito, ácido hipobromoso, cloro- y bromo-hidantoínas, dióxido de cloro y clorito sódico); peróxidos 
orgánicos que incluyen peróxido de benzoilo, peróxidos de alquilbenzoilo, ozono, generadores de oxígeno singlete, y 
sus mezclas; derivados fenólicos (tales como o-fenil-fenol, o-bencil-p-clorofenol, terc-amil-fenol e hidroxibenzoatos 
de alquilo-C1-C6); 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 60
proporcionar el grado deseado de protección 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 ácidos peroxicarboxílicos formados por el presente procedimiento se pueden usar para reducir la 
concentración de contaminantes biológicos viables (tales como una población microbiana viable) cuando se aplican 5
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 desinfección o blanqueo. Las superficies objetivo incluyen todas las superficies que 
puedan estar potencialmente contaminadas con contaminantes biológicos. Los ejemplos no limitantes incluyen 
superficies de equipos que se encuentran en la industria de los alimentos o bebidas (tales como tanques, 
transportadores, suelos, desagües, refrigeradores, congeladores, superficies de equipos, paredes, válvulas, cintas 10
transportadoras, tuberías, desagües, juntas, grietas, y sus combinaciones); superficies de edificios (tales como 
paredes, suelos y ventanas); tuberías y desagües no relacionados con la industria alimentaria, que incluyen 
instalaciones de tratamiento de aguas, piscinas y balnearios y tanques de fermentación; 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 otras superficies 15
hospitalarias o veterinarias); superficies de restaurantes; superficies de baños; 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. ej., equipo de fabricación 
farmacéutico o biofarmacéutico, ingredientes farmacéuticos o biofarmacéuticos, excipientes farmacéuticos o 
biofarmacéuticos). Las superficies duras adicionales también incluyen productos alimenticios tales como carne de 20
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 raíz, legumbres, frutas de bayas, frutas cítricas y frutas duras.25

Los ejemplos de materiales de superficies duras son metales (p. ej., acero, acero inoxidable, cromo, titanio, hierro, 
cobre, bronce, aluminio y sus aleaciones), minerales (p. ej., cemento), polímeros y plásticos (p. ej., 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, cerámica, porcelana, 30
madera, vinilo, linóleo y alfombra.

Los ácidos peroxicarboxílicos formados por el presente procedimiento se pueden usar para proporcionar un 
beneficio a un producto textil que incluye blanqueo, desinfección, higienización, decoloración y desodorización. Los
ácidos peroxicarboxílicos 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 35
ropa, quitamanchas, composiciones de blanqueo, composiciones desodorizantes y agentes de aclarado.

Expresión microbiana recombinante 

Los genes y productos génicos de las presentes secuencias se pueden producir en células hospedantes 
heterólogas, en particular en células de hospedantes microbianos. Las células hospedantes heterólogas preferidas 
de los presentes genes y moléculas de ácido nucleico son hospedantes microbianos que se pueden encontrar en 40
familias de hongos y bacterias y que crecen en un amplio intervalo de temperatura, valores de pH y tolerancias de 
disolventes. Por ejemplo, está contemplado que cualquier bacteria, levadura y hongo filamentoso pueda ser 
hospedante adecuado para la expresión de las presentes moléculas de ácido nucleico. La perhidrolasa puede ser 
expresada de forma intracelular, extracelular o una combinación tanto intracelular como extracelular, donde la 
expresión extracelular hace más fácil la recuperación de la proteína deseada de un producto de fermentación que 45
los métodos para la recuperación de proteínas producidas por expresión intracelular. La transcripción, traducción y el 
aparato biosintético de la proteína permanece invariable con respecto a la materia prima celular usada para generar 
la biomasa celular; los genes serán 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, 50
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 realización, las cepas de hospedantes bacterianos incluyen Escherichia, Bacillus, Kluyveromyces y 55
Pseudomonas. En una realización preferida, la célula hospedante bacteriana es Escherichia coli.

El crecimiento microbiano y expresión funcional de genes a gran escala puede usar una amplia variedad de 
carbohidratos simples o complejos, ácidos orgánicos y alcoholes o hidrocarburos saturados, tales como metano o 
dióxido de carbono en el caso de hospedantes fotosintéticos o quimioautotrófos, forma y cantidad de nitrógeno, 
fósforo, azufre, oxígeno, carbono o cualquier micronutriente en trazas incluyendo iones inorgánicos pequeños. La 60
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regulación de la velocidad de crecimiento puede estar afectada por la adición o no de moléculas reguladoras 
específicas al cultivo y que típicamente no se consideran fuentes de nutrientes o energía.

Los vectores o casetes útiles para la transformación de células hospedantes adecuadas son bien conocidos en la 
técnica. Típicamente el vector o casete contiene secuencias que se dirigen a la transcripción y traducción del gen 
relevante, un marcador seleccionable y secuencias que permiten la replicación autónoma o integración 5
cromosómica. Los vectores adecuados comprenden una región 5' del gen que alberga controles de inicio de la 
transcripción y una región 3' del fragmento de ADN que controla la terminación de la transcripción. Es más preferido 
cuando ambas regiones de control proceden de genes homólogos con la célula hospedante transformada y/o natural 
para el hospedante de producción, aunque no es necesario que dichas regiones de control sean derivadas de esta 
forma.10

Las regiones de control de inicio o promotores, que son útiles para dirigir la expresión de la presente región 
codificante de la cefalosporina C desacetilasa en la célula hospedante deseada, son numerosas y conocidas para 
los expertos en la técnica. Prácticamente cualquier promotor capaz de dirigir estos genes es adecuado para la 
presente invención, incluyendo CYC1, HIS3, GAL1, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, 
LEU2, ENO, TPI (útiles para la expresión en Saccharomyces); AOX1 (útil para la expresión en Pichia); y lac, araB, 15
tet, trp, IPL, IPR, T7, tac, y trc (útiles para la expresión en Escherichia coli) así como los promotores amy, apr, npr y 
diferentes promotores de fagos útiles para la expresión en Bacillus.

Las regiones de control de la terminación también se pueden obtener de diferentes genes naturales para la célula 
hospedante preferida. En una realización, la inclusión de una región de control de la terminación es opcional. En otra 
realización, el gen quimérico incluye una región de control de la terminación derivada de la célula hospedante 20
preferida.

Producción industrial 

Se pueden aplicar una variedad de metodologías de cultivo para producir el catalizador de perhidrolasa. Por 
ejemplo, la producción a gran escala de un producto génico específico sobreexpresado a partir de un hospedante 
microbiano recombinante se puede producir por metodologías de cultivo discontinuo, semicontinuo y continuo. Los 25
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 Edición, Sinauer 
Associates, Inc., Sunderland, MA (1989) y Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol., 36:227 (1992).

La producción 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 añade un medio de cultivo definido de forma 30
continua a un biorreactor y simultáneamente se retira una cantidad igual de medio condicionado para el 
procesamiento. Los cultivos continuos en general mantienen las células con una densidad de fase líquida alta, 
donde las células están principalmente en fase de crecimiento logarítmica. Alternativamente, el cultivo continuo se 
puede poner en práctica con células inmovilizadas donde se añaden continuamente carbono y nutrientes y se retiran 
continuamente productos valiosos, subproductos o productos residuales de la masa de células. La inmovilización de 35
células se puede llevar a cabo usando una amplia variedad de soportes sólidos compuestos de materiales naturales 
y/o sintéticos.

La recuperación de los catalizadores perhidrolasa deseados de una fermentación discontinua, fermentación 
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 enzimático se produce de forma intracelular, la pasta de 40
células se separa del medio de cultivo por centrifugación o filtración con membrana, opcionalmente se lava con agua 
o un tampón acuoso a un pH deseado, después se homogeneiza una suspensión de la pasta de células en un 
tampón acuoso a un pH deseado para producir un extracto de células que contiene el catalizador enzimático 
deseado. El extracto celular opcionalmente se puede filtrar a través de un adyuvante de filtración adecuado tal como 
celite o sílice para separar los desechos celulares antes de una etapa de tratamiento térmico para precipitar la 45
proteína no deseada de la disolución de catalizador enzimático. Después, la disolución que contiene el catalizador 
enzimático deseado se puede separar de los desechos celulares y proteína precipitados por filtración con membrana 
o centrifugación, y concentrar la disolución de catalizador enzimático parcialmente purificada resultante por filtración 
adicional con membrana, después mezclar opcionalmente con un vehículo adecuado (por ejemplo, maltodextrina, 
tampón de fosfato, tampón de citrato, o sus mezclas) y secar por atomización para producir un polvo sólido que 50
comprende el catalizador enzimático deseado.

Cuando una cantidad, concentración u otro valor o parámetro se da como un intervalo, intervalo preferido, o una lista 
de valores superiores preferidos y valores inferiores preferidos, esto debe entenderse como que describe 
específicamente todos los intervalos formados desde cualquier par de límite superior de intervalo o valor preferido y 
cualquier límite inferior de intervalo o valor preferido, independientemente de que los intervalos se describan por 55
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 números enteros y fracciones dentro del 
intervalo. No se pretende que el alcance esté limitado a valores específicos 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 invención para funcionar bien en la práctica de los métodos descritos en la presente memoria, y por lo tanto se 
puede considerar que constituyen modos preferidos para su práctica.5

Todos los reactivos y materiales se obtuvieron de DIFCO Laboratories (Detroit, MI), 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 medición, técnicas, propiedades 
o compuestos como sigue: "s" significa segundo(s), "min" significa minuto(s), "h" significa  hora(s), "µl" significa 10
microlitro(s), "ml" significa mililitro(s), "l" significa litro(s), "mM" significa milimolar, "M" significa molar, "mmol" significa 
milimol(es), "ppm" significa parte(s) por millón, "p" significa peso, "% en peso" significa porcentaje en peso, "g" 
significa gramo(s), "mg" significa miligramo(s), "µg" significa microgramo(s), "ng" significa nanogramo(s), "g" significa 
gravedad, "HPLC" significa cromatografía de líquidos de alto rendimiento, "H2O dd" significa agua destilada y 
desionizada, "dcw" peso de células secas, "ATCC" o "ATCC®" significa la American Type Culture Collection 15
(Manassas, VA), "U" significa unidad(es) de actividad de perhidrolasa, "rpm" significa revolución(es) por minuto, "Tg" 
significa temperatura de transición vítrea y "EDTA" significa ácido etilendiaminotetraacético.

Ejemplo 1

Construcción de una cepa de E. coli alterada por catalasa katG  

La región codificante del gen de resistencia a la kanamicina (kan; SEQ ID NO: 26) se amplificó a partir del plásmido 20
pKD13 (SEQ ID NO: 27) por PCR (0,5 min a 94ºC, 0,5 min a 55ºC, 1 min a 70ºC, 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 ácido nucleico de katG se proporciona como SEQ ID NO: 31 y la correspondiente 
secuencia de aminoácidos es SEQ ID NO: 32. E. coli MG1655 (ATCC® 47076™) se transformó con el plásmido 
sensible a la temperatura pKD46 (SEQ ID NO: 33), que contiene los genes de la recombinasa A-Red (Datsenko y 25
Wanner, (2000), PNAS USA 97:6640-6645), y se seleccionó en placas de LB-amp durante 24 h a 30ºC. 
MG1655/pKD46 se transformó con 50-500 ng del producto de la PCR por electroporación (BioRad Gene Pulser, 
cubeta de 0,2 cm, 2,5 kV, 200 W, 25 µF), y se seleccionó en placas de LB-kan durante 24 h a 37ºC. Varias colonias 
se aplicaron en rayas sobre las placas de LB-kan y se incubaron durante la noche a 42ºC para curar el plásmido 
pKD46. Se comprobaron las colonias para confirmar un fenotipo de kanR/ampS. Se aisló el ADN genómico de varias 30
colonias usando el sistema de purificación de ADN PUREGENE® (Gentra Systems, Minneapolis, MN), y se 
comprobó por PCR para confirmar la alteración 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 plásmido 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 37ºC. Varias colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB y se incubaron 35
durante la noche a 42ºC para curar el plásmido pCP20. Se comprobaron dos colonias para confirmar un fenotipo de 
kanS/ampS, y se llamaron MG1655 KatG1 y MG1655 KatG2.

Ejemplo 2

Construcción de una cepa de E. coli alterada por catalasa katE  

El gen de resistencia a la kanamicina (SEQ ID NO: 26) se amplificó a partir del plásmido pKD13 (SEQ ID NO: 27) por 40
PCR (0,5 min a 94ºC, 0,5 min a 55ºC, 1 min a 70ºC, 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 ácido 
nucleico de katE se proporciona como SEQ ID NO: 40 y la correspondiente secuencia de aminoácidos es SEQ ID
NO: 41. E. coli MG1655 (ATCC® 47076™) se transformó con el plásmido sensible a la temperatura pKD46 (SEQ ID 
NO: 33), que contiene los genes de la recombinasa A-Red, y se seleccionó en placas de LB-amp durante 24 h a 45
30ºC. MG1655/pKD46 se transformó con 50-500 ng del producto de la PCR por electroporación (BioRad Gene 
Pulser, cubeta de 0,2 cm, 2,5 kV, 200 W, 25 µF), y se seleccionó en placas de LB-kan durante 24 h a 37ºC. Varias 
colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB-kan y se incubaron durante la noche a 42ºC para curar el 
plásmido pKD46. Se comprobaron las colonias para confirmar un fenotipo de kanR/ampS. Se aisló el ADN genómico 
de varias colonias usando el sistema de purificación de ADN PUREGENE®, y se comprobó por PCR para confirmar 50
la alteración del gen katE usando los cebadores identificados como SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43. Varias cepas 
alteradas por katE se transformaron con el plásmido 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 37ºC. Varias colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB y se incubaron durante la noche a 42ºC para 
curar el plásmido pCP20. Se comprobaron dos colonias para confirmar un fenotipo de kanS/ampS, y se llamaron 55
MG1655 KatE1 y MG1655 KatE2.
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Ejemplo 3

Construcción 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 amplificó a partir del plásmido pKD13 (SEQ ID NO: 27) por 
PCR (0,5 min a 94ºC, 0,5 min a 55ºC, 1 min a 70ºC, 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 5
(Ejemplo 1) se transformó con el plásmido sensible a la temperatura pKD46 (SEQ ID NO: 33), que contiene los 
genes de la recombinasa A-Red, y se seleccionó en placas de LB-amp durante 24 h a 30ºC. MG1655 KatG1/pKD46 
se transformó con 50-500 ng del producto de la PCR por electroporación (BioRad Gene Pulser, cubeta de 0,2 cm, 
2,5 kV, 200 W, 25 µF), y se seleccionó en placas de LB-kan durante 24 h a 37ºC. Varias colonias se aplicaron en 
rayas sobre las placas de LB-kan y se incubaron durante la noche a 42ºC para curar el plásmido pKD46. Se 10
comprobaron las colonias para confirmar un fenotipo de kanR/ampS. Se aisló el ADN genómico de varias colonias 
usando el sistema de purificación de ADN PUREGENE®, y se comprobó por PCR para confirmar la alteración del 
gen katE usando los cebadores identificados como SEQ ID NO: 42 y SEQ ID NO: 43. Varias cepas alteradas por 
katE (Δ katE) se transformaron con el plásmido 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 37ºC. 15
Varias colonias se aplicaron en rayas sobre las placas de LB y se incubaron durante la noche a 42ºC para curar el
plásmido 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

Clonación y expresión de perhidrolasa de Thermotoga neapolitana20

La región codificante del gen que codifica la acetil xilan esterasa de Thermotoga neapolitana como se describe en 
GENBANK® (número de acceso AE000512; región 80481-81458; SEQ ID NO: 44) se sintetizó usando codones 
optimizados para la expresión en E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). La región codificante del gen posteriormente se 
amplificó por PCR (0,5 min a 94ºC, 0,5 min a 55ºC, 1 min a 70ºC, 30 ciclos) usando cebadores identificados como 
SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46. El producto de ácido nucleico resultante (SEQ ID NO: 47) se subclonó en 25
pTrcHis2-TOPO® para generar el plásmido identificado como pSW196. El plásmido pSW196 se usó para 
transformar E. coli KLP18 (Ejemplo 3) para generar la cepa KLP18/pSW196. KLP18/pSW196 se cultivó en medio LB 
a 37°C con agitación hasta OD600nm = 0,4-0,5, momento en el que se añadió IPTG hasta una concentración final 1 
mM, y se continuó la incubación durante 2-3 h. Las células se recogieron por centrifugación y se llevó a cabo el 
análisis por SDS-PAGE para confirmar la expresión de la perhidrolasa en 20-40% de la proteína soluble total.30

Ejemplo 5 

Clonación y expresión de perhidrolasa de Thermotoga maritima MSB8

La región codificante del gen que codifica la acetil xilan esterasa de Thermotoga maritima MSB8 como se describe 
en GENBANK® (nº de acceso NP_227893.1; SEQ ID NO: 48) se sintetizó (DNA 2.0, Menlo Park, CA). La región 
codificante del gen posteriormente se amplificó por PCR (0,5 min a 94ºC, 0,5 min a 55ºC, 1 min a 70ºC, 30 ciclos) 35
usando cebadores identificados como SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50. El producto de ácido nucleico resultante 
(SEQ ID NO: 51) se cortó con las enzimas de restricción Pstl y Xbal se sublconó entre los sitios Pstl y Xbal en 
pUC19 para generar el plásmido identificado como pSW207. El plásmido pSW207 se usó para transformar E. coli
KLP18 (Ejemplo 3) para generar la cepa KLP18/pSW207. KLP18/pSW207 se cultivó en medio LB a 37°C con 
agitación hasta OD600nm = 0,4-0,5, momento en el que se añadió IPTG hasta una concentración final 1 mM, y se40
continuó la incubación durante 2-3 h. Las células se recogieron por centrifugación y se llevó a cabo el análisis por 
SDS-PAGE para confirmar la expresión de la enzima perhidrolasa en 20-40% de la proteína soluble total.

Ejemplo 6

Fermentación de transformantes de E. coli KLP18 que expresan perhidrolasa 

Se preparó un cultivo de siembra en fermentador cargando un matraz de agitación de 2 litros con 0,5 l de medio de 45
siembra que contenía extracto de levadura (Amberex 695, 5,0 g/l), K2HPO4 (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 amónico (0,10 g/l). El pH 
del medio se ajustó a 6,8 y el medio se esterilizó en el matraz. Las adiciones posteriores a la esterilización incluían 
glucosa (50% en peso, 10,0 ml) y 1 ml de disolución madre de ampicilina (25 mg/ml). Se inoculó 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 cultivó a 35ºC 50
y 300 rpm. El cultivo de siembra se transfirió a aproximadamente OD550nm 1-2 a un fermentador de 14 litros (Braun 
Biotech, Allentown, PA) con 8 litros de medio a 35°C que contenía KH2PO4 (3,50 g/l), FeSO4 heptahidrato (0,05 g/l), 
MgSO4 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), CaCl2
dihidrato(10 g/l), y disolución de oligoelementos NIT (10 ml/l). La disolución de oligoelementos contenía ácido cítrico 55
monohidrato (10 g/l), MnSO4 hidrato (2 g/l), NaCl (2 g/l), FeSO4 heptahidrato (0,5 g/l), ZnSO4 heptahidrato (0,2 g/l), 
CuSO4 pentahidrato (0,02 g/l) y NaMoO4 dihidrato (0,02 g/l). Las adiciones posteriores a la esterilización incluían 
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disolución de glucosa (50% en peso, 80,0 g) y disolución madre (16,00 ml) de ampicilina (25 mg/ml). La disolución 
de glucosa (50% en p/p) se usó para cultivo semicontinuo. La alimentación de glucosa se iniciaba cuando la 
concentración de glucosa disminuía a 0,5 g/l, empezando a 0,31 g de alimentación/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 permanecía constante. Se vigiló la concentración de glucosa en el medio y si la concentración 5
superaba 0,1 g/l la velocidad de alimentación se disminuía o se detenía temporalmente. La inducción se inició entre 
OD550nm = 56 y OD550nm = 80 con adición de 16 ml de IPTG (0,5 M) para las diferentes cepas.  La concentración de 
oxígeno disuelto (DO) se controló al 25% de saturación de aire. El DO se controló primero mediante la velocidad de 
agitación del rotor (400 a 1400 rpm) y después por la velocidad de aireación (2 a 10 slpm). El pH se controló a 6,8. 
Se usaron NH4OH (29% en p/p) y H2SO4 (20% en p/v) para el control de pH. La presión de descarga era 0,5 bar. Las 10
células se recogieron por centrifugación 16 h después de la adición de IPTG.

Ejemplo 7

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

Se preparó 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 suspensión de la 15
pasta celular (20% en peso, de peso de células húmedas) en tampón de fosfato potásico 0,05 M (pH 7,0) que 
contenía ditiotreitol (1 mM) dos veces a través de una prensa de French que tenía una presión de trabajo de -110 
MPa (16.000 psi). Después el extracto bruto se centrifugó a 20.000 x g para separar los desechos celulares, 
produciendo un extracto de células clarificado en el que se analizó la proteína soluble total (Bicinchoninic Acid Kit for 
Protein Determination, Sigma Aldrich nº de catálogo BCA1-KT). El extracto clarificado que contenía perhidrolasa de 20
Thermotoga maritima MSB8 o Thermotoga neapolitana se calentó durante 20 min a 75ºC, seguido inmediatamente 
de enfriamiento en un baño de hielo/agua a 5ºC. La mezcla resultante se centrifugó para separar la proteína 
precipitada y el líquido sobrenadante se recogió y se analizó la proteína soluble total como antes. El análisis por 
SDS-PAGE del líquido sobrenadante tratado con calor indicaba que la perhidrolasa constituía al menos 
aproximadamente 90% de la proteína soluble total presente en el líquido sobrenadante.25

Ejemplo 8

Estabilidad frente a la temperatura de polvos de enzima secados por atomización de perhidrolasa de T. 
neapolitana/trehalosa 

Se preparó un conjunto de diez muestras acuosas que contenían concentraciones variables de la proteína del 
extracto celular tratado con calor de E. coli KLP18/pSW196 (≥ 90% de perhidrolasa de T. neapolitana por PAGE), 30
trehalosa (Cargill), y opcionalmente polisorbato 80 (p80) como tensioactivo en tampón de bicarbonato de sodio (50 
mM, pH = 8,1) (Tabla 1). Estas disoluciones se secaron por atomización usando un secador por atomización de 
cámara de vidrio Buchi B-290 (temperatura de entrada = 170ºC, temperatura de salida = 90ºC, velocidad de 
alimentación = 3 ml/min a 10 ml/min) para producir diez polvos de enzimas secados por atomización; el porcentaje 
en peso de proteína en los polvos se determinó usando el ensayo de proteínas de BCA (ácido bicinconínico), y las 35
temperaturas de transición vítrea (Tg) de estos polvos se midieron usando calorimetría diferencial de barrido (Tabla 
1).

Tabla 1. Composición de disoluciones de proteína/excipiente usados para producir polvos de enzima secados por 
atomización de perhidrolasa de T. neapolitana/trehalosa, y Tg de los polvos correspondientes.

Disolución de 
proteína/
excipiente

trehalosa 
(g/l)

proteína 
(g/l)

excipiente/
proteína

p80 
(g/l)

polvo de 
proteína/
excipiente

% en peso de 
proteína en el 

polvo de proteína/
excipiente

Tg del polvo 
de proteína/
excipiente 

(°C)

S1-1 52,5 35 1,5 0,25 P1-2 39,2 42

S2-1 100 50 2,0 0 P2-2 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 P7-2 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

E09793244
11-07-2019ES 2 735 230 T3

 



32

Los polvos de enzima secados por atomización se almacenaron en viales cerrados herméticamente a 40ºC y se 
tomaron muestras a intervalos de una semana, y se analizó en las muestras la concentración de ácido peracético 
producido en 5 minutos en reacciones que contenían perhidrolasa de T. neapolitana (50 µg proteína/ml), H2O2 (100 
mM), triacetina (100 mM) y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampón de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) a 25ºC, 
y se analizó la producción de ácido peracético usando una modificación del método analítico descrito por Karst et al. 5
(más abajo).

Se retiró una muestra (0,040 ml) de la mezcla de reacción en un tiempo predeterminado (5 min) y se mezcló 
inmediatamente con 0,960 ml de ácido fosfórico 5 mM en agua para terminar la reacción ajustando el pH de la 
muestra diluida a menos de pH 4. La disolución resultante se filtró usando una unidad de filtro ULTRAFREE® MC 
(límite de peso molecular nominal 30.000 (NMWL), Millipore Corp., Billerica, MA; nº cat. UFC3LKT 00) por 10
centrifugación durante 2 min a 12.000 rpm. Una parte alícuota (0,100 ml) del filtrado resultante se transfirió a un vial 
de HPLC con tapón de rosca de 1,5 ml (Agilent Technologies, Palo Alto, CA; nº 5182-0715) que contenía 0,300 ml 
de agua desionizada, después se añadieron 0,100 ml de MTS 20 mM (sulfuro de metilo y p-tolilo) en acetonitrilo, el 
vial se tapó y el contenido se mezcló brevemente antes de una incubación de 10 min a aproximadamente 25°C en 
ausencia de luz. Después se añadieron al vial 0,400 ml de acetonitrilo y 0,100 ml de una disolución de trifenilfosfina 15
(TPP, 40 mM) en acetonitrilo, el vial se volvió a tapar, y la disolución resultante se mezcló y se incubó a 
aproximadamente 25ºC durante 30 min en ausencia de luz. Después se añadieron al vial 0,100 ml de N,N-dietil-m-
toluamida 10 mM (DEET; referencia externa del HPLC) y en la disolución resultante se analizó por HPLC el MTSO 
(sulfóxido de metilo y p-tolilo), el producto de oxidación estequiométrico producido por reacción del MTS con ácido 
peracético. Se realizó una reacción de control en ausencia del extracto de proteína añadido o triacetina para 20
determinar la velocidad de oxidación del MTS en la mezcla de ensayo por peróxido de hidrógeno, para la corrección 
de la velocidad de producción de ácido peracético respeto a la oxidación del MTS de fondo. Método de HPLC: 
Columna Supelco Discovery C8 (10 cm X 4,0 mm, 5 µm) (nº cat. 569422-U) con precolumna de Supelco Supelguard 
Discovery C8 (Sigma-Aldrich; nº cat 59590-U); volumen de inyección 10 microlitros; método de gradiente con CH3CN 
(Sigma-Aldrich; nº de catálogo 270717) y agua desionizada a 1,0 ml/min y temperatura ambiente. 25

Tabla 2.  Gradiente de HPLC para el análisis de ácido peracético.

Tiempo (min:s) (% CH3CN)

0:00 40

3:00 40

3:10 100

4:00 100

4:10 40

7:00 (detención) 40

La actividad perhidrolítica del polvo secado por atomización de perhidrolasa de T. neapolitana/trehalosa era estable 
a lo largo de ocho semanas de almacenamiento a 40ºC (Tabla 3). 

Tabla 3.  Estabilidad frente a la temperatura de los polvos de enzima secados por atomización de perhidrolasa de T. 
neapolitana/trehalosa durante el almacenamiento a 40ºC. PAA (ppm) producido en 5 min a 25°C por reacción de 30

triacetina (100 mM) y H2O2 (100 mM) en tampón de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) que contenía polvo 
secado por atomización de perhidrolasa de T. neapolitana/trehalosa (50 µg de proteína/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 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 atomización de perhidrolasa de T. 
neapolitana/trehalosa en una mezcla de polvo de enzima y triacetina 

Los polvos de enzima secados por atomización preparados como se describe en el ejemplo 8 se evaluaron respecto 
a la estabilidad cuando se almacenaban durante ocho semanas a 40ºC como una mezcla del polvo secado por 5
atomización en triacetina Los polvos de enzima secados por atomización se añadieron a la triacetina para producir 
una mezcla que contenía 0,200 g de proteína en 87,2 g de triacetina. Las mezclas resultantes se almacenaron a 
40ºC, y se ensayaron 2,19 g de muestra de la mezcla bien agitada semanalmente a 25ºC en una reacción de 100 ml 
que contenía peróxido de hidrógeno 100 mM y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampón de bicarbonato de sodio 50 
mM a pH 7,2, donde la concentración resultante de triacetina y proteína era 100 mM y 50 µg/ml, respectivamente. La 10
comparación 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 atomización de perhidrolasa de T. neapolitana/trehalosa cuando se almacenan como 
una mezcla con triacetina. 

Tabla 4.  Estabilidad frente a la temperatura de los polvos de enzima secados por atomización de perhidrolasa de T.
neapolitana/trehalosa durante el almacenamiento en una mezcla de polvo de enzima y triacetina a 40ºC. PAA (ppm) 15
producido en 5 min a 25°C por reacción de triacetina (100 mM) y H2O2 (100 mM) en tampón de bicarbonato de sodio 

(50 mM, pH 7,2) que contenía perhidrolasa de T. neapolitana (50 µg de proteína/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 atomización de perhidrolasa de T. 
neapolitana/maltodextrina 20

Se preparó una mezcla acuosa que contenía proteína de extracto celular tratado con calor de E. coli KLP18/pSW196 
(34 g proteína/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® M040, Grain Processing Corporation, 
Muscatine, IA) como excipiente en bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,1). Esta disolución se secó por atomización 
usando un secador por atomización (GEA Niro, 91,4 cm (3 ft) de diámetro, temperatura de entrada = 226 °C, 25
temperatura de salida = 76 °C, velocidad de alimentación = 60 g/min) para producir un polvo de enzima secado por 
atomización; el porcentaje en peso de proteína en el polvo (20,3% en peso) se determinó usando el ensayo de 
proteínas de BCA (ácido bicinconínico), y la temperatura de transición vítrea de este polvo (Tg = 54 °C) se midió 
usando calorimetría diferencial de barrido modulada. Esta disolución se secó por atomización para producir un polvo 
que después se ensayó para determinar la estabilidad durante el almacenamiento a 40ºC durante 9 semanas. Se 30
tomaron muestras del polvo de enzima secado por atomización (almacenado a 40ºC) en intervalos de una semana, y 
se determinó la actividad  usando 50 µg de proteína/ml de perhidrolasa de T. neapolitana, H2O2 (100 mM), triacetina 
(100 mM) y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampón de bicarbonato 50 mM (pH 7,2) a 25°C, y se analizó la producción 
de ácido peracético usando una modificación del método analítico descrito por Karst et al., véase antes. La actividad 
perhidrolítica del polvo secado por atomización de perhidrolasa de T. neapolitana/maltodextrina era estable a lo largo 35
de ocho semanas de almacenamiento a 40ºC (Tabla 5). 
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Tabla 5.  Estabilidad frente a la temperatura de los polvos de enzima secados por atomización de perhidrolasa de T. 
neapolitana/maltodextrina durante el almacenamiento a 40ºC. PAA (ppm) producido en 5 min a 25°C por reacción de 
triacetina (100 mM) y H2O2 (100 mM) en tampón de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) que contenía perhidrolasa 

de T. neapolitana (50 µg de proteína/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 115

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

El polvo de enzima secado por atomización preparado como se describe en el ejemplo 10 se evaluó respecto a la 
estabilidad cuando se almacenaba durante veintiuna semanas a 40ºC como una mezcla del polvo secado por 
atomización en triacetina El polvo de enzima secado por atomización (1,235, 20,3% en peso de proteína) se añadió 10
a 109 g de triacetina. La mezcla resultante se almacenó a 40°C, y se ensayó una muestra de 2,19 g de la mezcla 
bien agitada por duplicado a 25ºC en una reacción de 100 ml que contenía peróxido de hidrógeno (100 mM) y 
TURPINAL® SL (500 ppm) en tampón de bicarbonato de sodio 50 mM a pH 7,2, donde la concentración resultante 
de triacetina y proteína era 100 mM y 50 µg/ml, respectivamente. La comparación 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 atomización de 15
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 atomización de perhidrolasa de T. 
neapolitana/maltodextrina durante el almacenamiento en una mezcla de polvo de enzima y triacetina a 40ºC. PAA 

(ppm) producido en 5 min a 25°C por reacción de triacetina (100 mM) y H2O2 (100 mM) en tampón de bicarbonato de 
sodio (50 mM, pH 7,2) que contenía perhidrolasa de T. neapolitana (50 µg de proteína/ml) y TURPINAL® SL (500 20

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 atomización de perhidrolasa de T. 
maritima/maltodextrina 

Se preparó una mezcla acuosa que contenía proteína de extracto celular tratado con calor de E. coli KLP18/pSW207 
(aprox. 21 g proteína/l ≥ 90% de perhidrolasa de T. maritima por PAGE) y maltodextrina (maltodextrina 31 g/l de DE 5
13-17 y maltodextrina 31 g/l de DE 4-7, Aldrich) como excipiente en bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,1). Esta 
disolución se secó por atomización usando un secador por atomización de cámara de vidrio Buchi B-290 
(temperatura de entrada = 170°C, temperatura de salida = 90°C, velocidad de alimentación = 4,5 ml/min) para 
producir un polvo de enzima secado por atomización; el porcentaje en peso de proteína en el polvo (18,0% en peso) 
se determinó usando el ensayo de proteínas de BCA (ácido bicinconínico), y la temperatura de transición vítrea de 10
este polvo (Tg = 90ºC) se midió usando calorimetría diferencial de barrido modulada. Después se ensayó la 
estabilidad de este polvo durante el almacenamiento a 40ºC durante 7 semanas. Se tomaron muestras del polvo de 
enzima secado por atomización (almacenado a 40ºC) en intervalos de una semana, y se determinó la actividad por 
adición de 50 µg de proteína/ml de perhidrolasa de T. maritima a la mezcla de reacción que contenía H2O2 (100 
mM), triacetina (100 mM) y TURPINAL® SL (500 ppm) en tampón de bicarbonato 50 mM (pH 7,2) a 25°C, y se 15
analizó la producción de ácido peracético usando una modificación del método analítico descrito por Karst et al. La 
actividad perhidrolítica del polvo secado por atomización de perhidrolasa de T. maritima/maltrodextrina era estable a 
lo largo de siete semanas de almacenamiento a 40ºC (Tabla 7). 

Tabla 7.  Estabilidad frente a la temperatura del polvo de enzima secado por atomización de perhidrolasa de T. 
maritima/maltodextrina durante el almacenamiento a 40ºC. PAA (ppm) producido en 5 min a 25°C por reacción de 20

triacetina (100 mM) y H2O2 (100 mM) en tampón de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 7,2) que contenía perhidrolasa 
de T. maritima (50 µg de proteína/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 atomización de perhidrolasa de T. 
maritima/maltodextrina almacenado en una mezcla de polvo de enzima y triacetina 25

El polvo de enzima secado por atomización preparado como se describe en el ejemplo 12 se evaluó respecto a la 
estabilidad cuando se almacenaba durante siete semanas a 40ºC como una mezcla del polvo secado por 
atomización en triacetina. El polvo de enzima secado por atomización (0,556, 18,0% en peso de proteína) se añadió 
a 43,6 g de triacetina. La mezcla resultante se almacenó a 40°C, y se ensayó una muestra de 2,21 g de la mezcla 
bien agitada por duplicado a 25ºC en una reacción de 100 ml que contenía peróxido de hidrógeno (100 mM) y 30
TURPINAL® SL (500 ppm) en tampón de bicarbonato de sodio 50 mM a pH 7,2, donde las concentraciones 
resultantes de triacetina y proteína eran 100 mM y 50 µg/ml, respectivamente. La comparación 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 
atomización 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 atomización de perhidrolasa de T. 35
maritima/maltodextrina durante el almacenamiento en una mezcla de polvo de enzima y triacetina a 40ºC. PAA 

(ppm) producido en 5 min a 25°C por reacción de triacetina (100 mM) y H2O2 (100 mM) en tampón de bicarbonato de 
sodio (50 mM, pH 7,2) que contenía perhidrolasa de T. maritima (50 µg de proteína/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 Perhidrólisis de diacetato de propilenglicol o diacetato de etilenglicol usando perhidrolasa de Bacillus 
subtilis ATCC® 31954™ 

Se preparó un homogeneizado de un transformante que expresaba la perhidrolasa de tipo natural de Bacillus subtilis
ATCC® 31954™ (KLP18/pSW194) a partir de una suspensión de pasta celular (20% en peso de peso de células 
húmedas) en tampón de fosfato de potasio 0,05 M (pH 7,0) que contenía ditiotreitol (1 mM). El homogeneizado bruto 5
se centrifugó para separar los desechos celulares, produciendo un extracto celular clarificado que se trató con calor 
a 65ºC durante 30 min. La mezcla resultante se centrifugó, y el líquido sobrenadante tratado con calor se concentró 
en una membrana con MWCO (corte de exclusión por peso molecular) de 30K hasta una concentración de 32 mg/ml 
de sólidos totales disueltos; un análisis por SDS-PAGE del extracto celular tratado con calor, clarificado indicaba que 
la perhidrolasa era al menos 85-90% pura. Después se añadieron a este concentrado 2,06 gramos de NaH2PO4 y se 10
añadieron 1,17 g de Na2HPO4 por gramo de sólidos a este concentrado para producir una relación aproximada 3:1 
(p/p) de tampón de fosfato a proteína de extracto celular tratado con calor. Esta disolución se diluyó al 30% en peso 
con agua desionizada, después se secó por atomización (temperatura de entrada 180ºC, temperatura de salida 
70ºC) usando un secador por atomización de laboratorio Buchi B-290); el polvo secado por atomización resultante 
contenía 25,5% en peso de proteína (ensayo de proteína de Bradford) y 94,3% en peso de sólidos secos.15

Las reacciones (10 ml de volumen total) se llevaron a cabo a 23°C en un tampón de bicarbonato de sodio 50 mM 
(inicial pH 7,2) que contenía diacetato de propilenglicol (PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA), peróxido de 
hidrógeno (100 mM) y 123 µg/ml de una proteína de extracto tratado con calor de E. coli KLP18/pSW194 secada por 
atomización (que expresaba la perhidrolasa de tipo natural de Bacillus subtilis ATCC® 31954™) (preparada como se 
ha descrito antes). Se llevó a cabo una reacción de control para cada una de las condiciones de reacción para 20
determinar la concentración de ácido peracético producido por perhidrólisis química de la triacetina por peróxido de 
hidrógeno en ausencia de la proteína del extracto tratado con calor añadido. Se tomaron muestras de las reacciones 
a los 1, 5 y 30 minutos y se analizó el ácido peracético de las muestras usando el protocolo de derivatización de 
Karst (Karst et al., véase antes); se retiraron partes alícuotas (0,040 ml) de la mezcla de reacción y se mezclaron 
con 0,960 ml de ácido fosfórico 5 mM en agua; el ajuste del pH de la muestra diluida a menos de pH 4 terminó 25
inmediatamente la reacción. La disolución resultante se filtró usando una unidad de filtro ULTRAFREE® MC (límite 
de peso molecular nominal 30.000 (NMWL), Millipore nº cat. UFC3LKT 00) por centrifugación durante 2 min a 12.000 
rpm. Una parte alícuota (0,100 ml) del filtrado resultante se transfirió a un vial de HPLC con tapón de rosca de 1,5 ml 
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA; nº 5182-0715) que contenía 0,300 ml de agua desionizada, después se 
añadieron 0,100 ml de MTS 20 mM (sulfuro de metilo y p-tolilo) en acetonitrilo, los viales se taparon y el contenido se 30
mezcló brevemente antes de una incubación de 10 min a aproximadamente 25°C en ausencia de luz. Después se 
añadieron a cada vial 0,400 ml de acetonitrilo y 0,100 ml de una disolución de trifenilfosfina (TPP, 40 mM) en 
acetonitrilo, los viales se volvieron a tapar, y la disolución resultante se mezcló y se incubó a aproximadamente 25ºC 
durante 30 min en ausencia de luz. Después se añadieron a cada vial 0,100 ml de N,N-dietil-m-toluamida 10 mM 
(DEET; referencia externa del HPLC) y la disolución resultante se analizó por HPLC. Las concentraciones de ácido 35
peracético producidas en 1 min, 5 min y 30 min se dan en la Tabla 9. 

Tabla 9.  Concentración de ácido peracético (PAA) producida en reacciones que usan diacetato de propilenglicol 
(PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA) y peróxido de hidrógeno (100 mM) en tampón de bicarbonato de sodio 

(50 mM, inicial pH 7,2) a 23ºC usando 123 µg/ml de proteína de extracto tratado con calor de E. coli KLP18/pSW194 
(perhidrolasa de Bacillus subtilis ATCC® 31954™).40

perhidrolasa (50 µg/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

Perhidrólisis 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 45
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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 suspensión de pasta celular (20% en peso, de peso de células húmedas) en tampón de fosfato potásico 0,05 M 
(pH 7,0) que contenía ditiotreitol (1 mM) dos veces a través de una prensa de French que tenía una presión de 5
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 analizó la proteína soluble total (ensayo de Bradford). El líquido 
sobrenadante se calentó a 75ºC durante 20 minutos, seguido de inactivación en un baño de hielo durante 2 minutos. 
La proteína precipitada se separó por centrifugación durante 10 min a 11.000 x g. El análisis por SDS-PAGE del 
líquido sobrenadante de proteína del extracto tratado con calor resultante, indicaba que la enzima CE-7 comprendía 10
aproximadamente 85-90% de la proteína total en la preparación. El líquido sobrenadante de proteína del extracto 
tratado con calor se congeló en hielo secó y se almacenó a -80ºC hasta su uso.

Se llevó a cabo un primer conjunto de reacciones (10 ml de volumen total) a 20ºC en tampón de bicarbonato de
sodio 10 mM (pH inicial 8,1) que contenía diacetato de propilenglicol (PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (100 
mM), peróxido de hidrógeno (100 mM) y 25 µg/ml de una proteína de extracto tratado con calor de una de E. coli15
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 llevó a cabo una 20
reacción de control para cada una de las condiciones de reacción para determinar la concentración de ácido 
peracético producido por perhidrólisis química de la triacetina por peróxido de hidrógeno en ausencia de la proteína 
del extracto añadida. Se tomaron muestras de las reacciones a los 1, 5 y 30 minutos y se analizó el ácido peracético 
de las muestras usando el protocolo de derivatización de Karst (Karst et al., véase antes) y el método analítico de 
HPLC (véase antes). Las concentraciones de ácido peracético producidas en 1 min, 5 min y 30 min se dan en la 25
Tabla 10. 

Tabla 10: Concentración de ácido peracético (PAA) producida usando perhidrolasas de tipo natural y variantes de T. 
maritima y T. neapolitana en reacciones a 20ºC en tampón de bicarbonato de sodio (10 mM, pH inicial 8,1) que 

contenían diacetato de propilenglicol (PGDA) (100 mM) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (100 mM), peróxido de 
hidrogeno (100 mM) y 25 µg/ml de proteína de extracto tratado con calor.30

perhidrolasa sustrato Conc. de sustrato 
(mM)

H2O2

(mM)
PAA, 1 min 

(ppm)
PAA, 5 min 

(ppm)
PAA, 30 min 

(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 llevó a cabo un segundo conjunto de reacciones (10 ml de volumen total) a 20ºC en tampón de bicarbonato de 
sodio 10 mM (pH inicial 8,1) que contenía diacetato de propilenglicol (PGDA) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (2 
mM), peróxido de hidrógeno (10 mM) y 10 µg/ml de una proteína 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 35
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 llevó a cabo una 
reacción de control para cada una de las condiciones de reacción para determinar la concentración de ácido 
peracético producido por perhidrólisis química de la triacetina por peróxido de hidrógeno en ausencia de la proteína 40
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del extracto añadida. Se tomaron muestras de las reacciones a los 5 minutos y se analizó el ácido peracético de las 
muestras usando el protocolo de derivatización de Karst (Karst et al., véase antes) y el método analítico de HPLC 
(véase antes). Las concentraciones de ácido peracético producidas en 5 min se dan en la Tabla 11. 

Tabla 11: Concentración de ácido peracético (PAA) producida usando perhidrolasas de tipo natural y variantes de T. 
maritima y T. neapolitana en reacciones a 20ºC en tampón de bicarbonato de sodio (10 mM, pH inicial 8,1) que 5

contenían diacetato de propilenglicol (PGDA) (2 mM) o diacetato de etilenglicol (EGDA) (2 mM), peróxido de 
hidrogeno (10 mM) y 10 µg/ml de proteína de extracto tratado con calor.

perhidrolasa sustrato Conc. de sustrato (mM) H2O2 (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 5.7

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 22.9

T. neapolitana WT EGDA 2 10 6.6

T. neapolitana C277S EGDA 2 10 18.4

T. neapolitana C277T EGDA 2 10 20.2

Listado de secuencias

<110> E.I. du Pont de Nemours and Company
DiCosimo, Robert10
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<130> CL4386 US NA15
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<151> 03-10-2008
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<210> 130
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<213> Bacillus subtilis

<400> 1
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<210> 2
<211> 318
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis5

<400> 2
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<210> 3
<211> 318
<212> PRT
<213> Bacillus licheniformis5

<400> 3
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<210> 4
<211> 320
<212> PRT
<213> Bacillus pumilus5

<400> 4
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<210> 5
<211> 320
<212> PRT
<213> Clostridium thermocellum5

<400> 5
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<210> 6
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga neapolitana5

<400> 6
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<210> 7
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga maritima5

<400> 7
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<210> 8
<211> 320
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<212> PRT
<213> Thermoanaerobacterium sp.

<400> 8
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<210> 9
<211> 325
<212> PRT
<213> Bacillus sp.5

<400> 9
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<210> 10
<211> 319
<212> PRT
<213> Bacillus halodurans5

<400> 10
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<210> 11
<211> 317
<212> PRT
<213> Bacillus clausii5

<400> 11
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<210> 12
<211> 318
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis5

<400> 12
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<210> 13
<211> 320
<212> PRT
<213> Thermoanearobacerium saccharolyticum5

<400> 13

E09793244
11-07-2019ES 2 735 230 T3

 



56

E09793244
11-07-2019ES 2 735 230 T3

 



57

<210> 14
<211> 326
<212> PRT
<213> Thermotoga lettingae5

<400> 14
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<210> 15
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga petrophila5

<400> 15
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<210> 16
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga sp.5

<400> 16
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<210> 17
<211> 279
<212> PRT
<213> Thermotoga sp.5

<400> 17
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<210> 18
<211> 182
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis5

<400> 18
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<210> 19
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga neapolitana5

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_NUEVA
<222> (277)..(277)
<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

<400> 1910
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<210> 20
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga maritima5

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_NUEVA
<222> (277)..(277)
<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr

<400> 2010
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<210> 21
<211> 326
<212> PRT
<213> Thermotoga lettingae5

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_NUEVA
<222> (277)..(277)
<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

<400> 2110
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<210> 22
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga petrophila5

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_NUEVA
<222> (277)..(277)
<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

<400> 2210
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<210> 23
<211> 325
<212> PRT
<213> Thermotoga sp.5

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_NUEVA
<222> (277)..(277)
<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

<400> 2310
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<210> 24
<211> 329
<212> PRT
<213> Thermotoga sp.5

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_NUEVA
<222> (278)..(278)
<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr

<400> 2410
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<210> 25
<211> 320
<212> PRT
<213> Thermoanaerobacter sp.5

<220>
<221> CARACTERÍSTICA_NUEVA
<222> (275)..(275)
<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

<400> 2510
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<210> 26
<211> 795
<212> ADN
<213> Streptomyces kanamyceticus5

<400> 26
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<210> 27
<211> 3434
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> Plásmido pKD13

<400> 27
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<210> 28
<211> 80
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 28

<210> 2910
<211> 82
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 29

<210> 30
<211> 1424
<212> ADN20
<213> Artificial sequence

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 30

25
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<210> 31
<211> 2181
<212> ADN
<213> Escherichia coli5

<400> 31
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<210> 32
<211> 726
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 32
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<210> 33
<211> 6329
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Plásmido pKD46

<400> 33
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<210> 34
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 34

aacaatatgt aagatctcaa ctatc 25

<210> 3510
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 35

cagacatgag agatccagtg tgtag 25

<210> 36
<211> 9332
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plásmido pCP20

<400> 36

25
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<210> 37
<211> 80
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 37

<210> 3810
<211> 82
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 38

<210> 39
<211> 1424
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 39
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<210> 40
<211> 2262
<212> ADN
<213> Escherichia coli5

<400> 40
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<210> 41
<211> 753
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 41
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<210> 42
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 42

gatctgactg gtggtctata gttag 25

<210> 4310
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 43

gtagttatca tgatgtgtaa gtaag 25

<210> 44
<211> 978
<212> ADN20
<213> Thermotoga neapolitana

<400> 44
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<210> 45
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 45

atggctttct ttgacatgcc gctg 24

<210> 4610
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 46

ttagccttct tcgaacaggc gtttcag 27

<210> 47
<211> 978
<212> ADN20
<213> Thermotoga neapolitana

<400> 47
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<210> 48
<211> 978
<212> ADN
<213> Thermotoga maritima5

<400> 48

<210> 49
<211> 49
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49

taactgcagt aaggaggaat aggacatggg gttcttcgac ctgcctctg 4915

<210> 50
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
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<223> Cebador

<400> 50

tgatctagat tagcccttct caaacagttt ctttcagg 38

<210> 51
<211> 10125
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 5110
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para estabilizar la actividad de perhidrólisis de una enzima cuando está presente en una 
formulación compuesta de dicha enzima y un éster de ácido carboxílico, comprendiendo el procedimiento: 

(a) proporcionar una formulación acuosa que comprende: 

(i) al menos una enzima estructuralmente clasificada como una enzima CE-7 y que tiene actividad de perhidrólisis 5
y un motivo identificativo que comprende: 

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoácidos 118-120;

(ii) un motivo GXSQG en los restos de aminoácidos 179-183; y

(iii) un motivo HE en los restos de aminoácidos 298-299 

cuando se alinea con la secuencia de referencia de SEQ ID NO: 1 usando un método de alineamiento de 10
CLUSTAL W;

(ii) al menos un excipiente oligosacárido 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 atomización la formulación acuosa de (a) para producir un polvo de enzima que comprende la al menos 15
una enzima de (i) y el al menos un excipiente oligosacárido de (ii); y

(c) combinar el polvo de enzima secado por atomización de (b) con un éster de ácido carboxílico para producir dicha 
formulación, que comprende menos de 2000 ppm de agua, y que retiene sustancialmente la actividad de 
perhidrólisis de la al menos una enzima en dicha formulación.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en donde el al menos un excipiente oligosacárido tiene un peso molecular 20
medio numérico de al menos aproximadamente 1700 y un peso molecular medio ponderado de al menos 
aproximadamente 15000.

3. El procedimiento de la reivindicación 1 o 2, en donde el al menos un excipiente oligosacárido se selecciona del 
grupo que consiste en maltodextrina, xilano, manano, fucoidano, galactomanano, chitosán, pectina, inulina, levano, 
graminano, amilopectina y sus mezclas, preferiblemente maltodextrina.25

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el éster de ácido carboxílico 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 está presente y 
es polisorbato 80.30

6. El procedimiento de la reivindicación 1 o 3, en donde la al menos una enzima comprende una secuencia de 
aminoácidos 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 aminoácido 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 formulación que comprende: 35

(1) una formulación secada por atomización que comprende: 

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

(i) un motivo RGQ en los restos de aminoácidos 118-120;

(ii) un motivo GXSQG en los restos de aminoácidos 179-183; y40

(iii) un motivo HE en los restos de aminoácidos 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 oligosacárido que tiene un peso molecular medio numérico de al menos 
aproximadamente 1250 y un peso molecular medio ponderado de al menos aproximadamente 9000; y45
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c) opcionalmente al menos un tensioactivo; combinado con 

(2) un éster de ácido carboxílico; 

en donde dicha formulación comprende menos de 2000 ppm de agua, y en donde dicho al menos un excipiente 
oligosacárido estabiliza la actividad de perhidrólisis de dicha al menos una enzima en dicha formulación.

8. La formulación de la reivindicación 7, en donde el éster de ácido carboxílico se selecciona del grupo que consiste 5
en monoacetina, diacetina, triacetina, monopropionina, dipropionina, tripropionina, monobutirina, dibutirina, 
tributirina, y sus mezclas.

9. Una formulación desinfectante o para el cuidado de la ropa que comprende un primer componente y un segundo 
componente, comprendiendo dicho primer componente la formulación de la reivindicación 7 y comprendiendo dicho 
segundo componente una disolución acuosa de peróxido de hidrógeno y opcionalmente un estabilizante de peróxido 10
de hidrógeno, en donde dichos componentes permanecen separados hasta su uso.

10. Un procedimiento de producción de una formulación desinfectante o para el cuidado de la ropa que comprende 
el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende además la etapa combinar la 
formulación producida en la etapa (c) de la reivindicación 1, con una disolución acuosa que comprende una fuente 
de peroxígeno.15

11. Un procedimiento para producir un ácido peroxicarboxílico a partir de un éster de ácido carboxílico, que 
comprende 

(a) proporcionar un conjunto de componentes de reacción, comprendiendo dichos componentes: 

(1) la formulación de la reivindicación 7; y

(2) una fuente de peroxígeno; y20

(b) combinar dichos componentes de reacción en condiciones de reacción acuosas adecuadasde modo que se 
produce un ácido peroxicarboxílico.

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

(a) poner en contacto dicha superficie dura u objeto inanimado con el ácido peroxicarboxílico producido en la 25
reivindicación 11; o

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

13. Un procedimiento para decolorar, desodorizar, higienizar, desinfectar, blanquear o una de sus combinaciones, un 
artículo de ropa o producto textil, que comprende el procedimiento de la reivindicación 11, que además comprende 30
la etapa de 

(a) poner en contacto dicho artículo de ropa o producto textil con el ácido peroxicarboxílico producido en la 
reivindicación 11 o

(b) diluir dicho producto de ácido peroxicarboxílico y poner en contacto dicho artículo de ropa o producto textil con el 
ácido peroxicarboxílico diluido.35
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