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COMPOSICIONES QUE GENERAN PERACIDOS

ANTECEDENTES

Existe una necesidad de cintas blanqueadoras aptas para su uso doméstico que
tengan niveles totales inferiores de peroxido y que aun asi tengan una mejor
actividad blanqueadora.

RESUMEN

La invencion proporciona cintas blanqueadoras que incluyen un ingrediente
blanqueador granular en combinacion con una enzima que tiene actividad
perhidrolitica (“perhidrolasa”) que incluye el motivo estructural conservado de la
familia 7 de carbohidrato esterasas y un donante de acilo de forma tal que, al
utilizarlas, el peroxido liberado por el ingrediente blanqueador granular reaccione
con el donante de acilo en la presencia de la perhidrolasa y forme un peréacido en
directa proximidad con los dientes, sin una dilucidbn considerable con los
excipientes de la formulaciébn y que, por consiguiente, permitan mejorar el
blanqueamiento de los dientes con cantidades totales muy inferiores de peroxido.
Las cintas incluyen una pelicula adhesiva, ya sea de capa Unica o de mdultiples
capas (por ejemplo, de dos capas) que, cuando se hidrata con agua o saliva, se
torna lo suficientemente adhesiva como para adherirse a los dientes. El
ingrediente blanqueador granular se adhiere a un lado de la pelicula para
colocarlo en contacto con los dientes. Luego de la aplicacion, el ingrediente
blanqueador se coloca directamente sobre los dientes (es decir, entre los dientes
y la capa adhesiva). Los granulos luego liberan peréxido mediante su disolucion
rapida en agua. El ingrediente blanqueador puede opcionalmente recubrirse con
un material de disolucion rapida, tal como sulfato de sodio, almidon de maiz o
goma arabiga. Opcionalmente, las cintas proporcionan una segunda capa en la
pelicula presente para alargar el tiempo de exposicion. Esta segunda capa puede
ser insoluble en agua, lo que hace necesario que el usuario retire la cinta luego

del tratamiento, o puede erosionarse en agua, lo que provoca que la cinta se



Legajo No.: 9357-00-WO-0OC

disuelva luego de un tratamiento suficiente. La cinta ademas incluye una
perhidrolasa (una enzima capaz de catalizar la reaccion del éster de acido
carboxilico y peroxido de hidrégeno para formar un peracido), que también puede
proporcionarse en forma granular sobre la superficie de la pelicula, y un donante
de acilo, por ejemplo, seleccionado de acidos carboxilicos y compuestos de acilo,
por ejemplo, triacetina o hexaacetato de sorbitol, donde el donante de acilo
reacciona con la fuente de peroxido en la cinta en la presencia de la perhidrolasa
para formar un peracido, que mejora la accion blanqueadora de la cinta.
Algunas modalidades de la presente invencidn proporcionan una cinta
blanqueadora dental que incluye una pelicula adhesiva hidratable con un primer
lado y un segundo lado, donde el primer lado tiene un ingrediente blanqueador
granular adherido al mismo, y donde la cinta blanqueadora dental ademas incluye,
en o sobre la pelicula o en la forma de granulos adheridos al primer lado de la
pelicula;
a) una enzima que tiene actividad perhidrolitica, enzima ésta que tiene un
motivo distintivo de la familia 7 de carbohidrato esterasas (CE-7) que se alinea
con una secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, donde el motivo distintivo incluye:
)] un motivo RGQ en las posiciones correspondientes a las posiciones 118-
120 de la SEQ ID NO: 1;
i) un motivo GXSQG en las posiciones correspondientes a las posiciones
186-190de laSEQ ID NO: 1;y
iii) un motivo HE en las posiciones correspondientes a las posiciones 303-
304 de laSEQ ID NO: 1;y
(b) al menos un sustrato donante de acilo, sustrato éste que se selecciona
del grupo que consiste en:
) ésteres que tienen la estructura

[XImRs

donde X = un grupo éster de la férmula R¢C(O)O
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Re = grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o ciclico, opcionalmente
sustituido con grupos hidroxilo o grupos alcoxi C1 a C4, donde Rg opcionalmente
incluye uno o mas enlaces éter para Rg = C2 a C7;

Rs = un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o ciclico o un grupo
heteroaromatico ciclico de 5 miembros o un grupo aromatico o heteroaromatico
ciclico de seis miembros opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo; donde
cada atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de un grupo
hidroxilo 0 no mas de un grupo éster o un grupo acido carboxilico; donde Rs
opcionalmente incluye uno o mas enlaces éter;

M es un nimero entero que oscila entre 1 y el nUmero de atomos de carbono en
Rs;y

donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25 °C;

1)) glicéridos que tienen la estructura

| p— i

P

a CHz CH CH2 OFR.:

OR-
donde R; = alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y R3 y R4 individualmente
son Ho R;C(O);

i) uno o mas ésteres de la formula

O

R——C——O0—R,

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10
de cadena recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,

alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0),, 0 (CH,CH(CH3)-O),Hynes1al0;y
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iv) sacaridos acetilados seleccionados del grupo que consiste en
monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados, y polisacéarido acetilado;

donde al hidratarse la pelicula adhesiva hidratable, el ingrediente blanqueador
granular libera peréxido de hidrégeno y la enzima cataliza la formacion de una
cantidad eficaz de un peracido.

Otras modalidades de la presente invencién proporcionan un método de
blanqueamiento dental que incluye proporcionar un sistema de envasado que
incluye la cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden; retirar la cinta blanqueadora dental del sistema
de envasado; y poner en contacto la cinta blanqueadora dental directamente con
los dientes durante un periodo de tiempo suficiente para blanquear los dientes;
donde la cinta blanqueadora dental se hidrata con la humedad presente en la
cavidad oral o sobre la superficie dental o se hidrata luego del paso (b) pero antes
del paso (c).

Otras areas de aplicacion de la presente invencidon seran evidentes a partir de la
descripcion detallada incluida mas adelante en la presente. Se entendera que,
aunque indican la modalidad preferente de la invencion, se prevé que la
descripcion detallada y los ejemplos especificos tengan fines meramente
ilustrativos y que no se prevé limiten el alcance de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS BIOLOGICAS

Las siguientes secuencias cumplen con 37 C.F.R. 88 1.821-1.825 (“Requisitos
para Solicitudes de Patente que Contienen Secuencias de Nucleédtidos y/o de
Aminoacidos — Las Normas de las Secuencias”) y son consistentes con la Norma
ST.25 (2009) de la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO, por
sus siglas en inglés) y con los requisitos para listados de secuencias del Convenio
Europeo de Patentes (EPC, por sus siglas en inglés) y con las Reglas 5.2 y
49.5(a-bis) del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT, por sus

siglas en inglés), y la Seccion 208 y el Anexo C de las Instrucciones
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Administrativas. Los simbolos y el formato utilizados en los datos de secuencias
de nucleédtidos y aminoacidos cumplen con las reglas expuestas en 37 C.F.R. §
1.822.

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos de la perhidrolasa de variante
Thermotoga maritima C277S.

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién que
incluye la perhidrolasa de variante Thermotoga maritima C277S acoplada a un
dominio de unién dental (también conocido como “EZ-7" en la Publicacién de la
Solicitud de Patente Internacional No. WO2012/087970A2 otorgada a Bultterick et
al.).

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de &cidos nucleicos que codifica una
cefalosporina C deacetilasa de Bacillus subtilis ATCC® 31954™.

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos de una cefalosporina C
deacetilasa de Bacillus subtilis ATCC® 31954™,

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de una cefalosporina C
deacetilasa de la cepa 168 Bacillus subtilis subespecie subtilis.

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos de una cefalosporina C
deacetilasa de B. subtilis ATCC® 6633™,

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos de una cefalosporina C
deacetilasa de B. licheniformis ATCC® 14580™,

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de una acetil xilano esterasa de
B. pumilus PS213.

La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos de una acetil xilano esterasa de
Clostridium thermocellum ATCC® 27405™,

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoacidos de una acetil xilano esterasa
de Thermotoga neapolitana.

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoacidos de una acetil xilano esterasa

de Thermotoga maritima MSBS8.
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La SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos de una acetil xilano esterasa
de Thermoanaerobacterium sp. JW/SL YS485.

La SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoacidos de una cefalosporina C
deacetilasa de Bacillus halodurans C-125.

La SEQ ID NO: 14 es la secuencia de aminoacidos de una cefalosporina C
deacetilasa de Bacillus clausii KSM-K16.

La SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoacidos de una variante de la acetil
xilano esterasa de Thermotoga neapolitana de la Publicacion de la Solicitud de
Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529 (incorporada en la presente a titulo de
referencia en su totalidad), donde el residuo Xaa en la posicion 277 es Ala, Val,
Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de aminoacidos de una variante de la acetil
xilano esterasa de Thermotoga maritima MSB8 de la Publicacién de la Solicitud
de Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa en la posicion
277 es Ala, Val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 17 es la secuencia de aminoacidos deducida de una variante de
la acetil xilano esterasa de Thermotoga lettingae de la Publicacion de la Solicitud
de Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa en la posicion
277 es Ala, Val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 18 es la secuencia de aminoacidos de una variante de la acetil
xilano esterasa de Thermotoga petrophila de la Publicacion de la Solicitud de
Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa en la posicion
277 es Ala, Val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoacidos de una variante de la acetil
xilano esterasa de Thermotoga especie RQ2 derivada de “RQ2(a)” de la
Publicacion de la Solicitud de Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el

residuo Xaa en la posicién 277 es Ala, Val, Ser, o Thr.
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La SEQ ID NO: 20 es la secuencia de aminoacidos de una variante de la acetil
xilano esterasa de Thermotoga especie RQ2 derivada de “RQ2(b)” de la
Publicacion de la Solicitud de Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el
residuo Xaa en la posicién 278 es Ala, Val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoacidos de una acetil xilano esterasa
de Thermotoga lettingae.

La SEQ ID NO: 22 es la secuencia de aminoacidos de una acetil xilano esterasa
de Thermotoga petrophila.

La SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoacidos de una primera acetil xilano
esterasa de Thermotoga especie RQ2 descrita como “RQ2(a)”.

La SEQ ID NO: 24 es la secuencia de aminoacidos de una segunda acetil xilano
esterasa de Thermotoga especie RQ2 descrita como “RQ2(b)".

La SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos de una cefalosporina C
deacetilasa de Thermoanearobacterium saccharolyticum.

La SEQ ID NO: 26 es la secuencia de aminoacidos de la acetil xilano esterasa de
Lactococcus lactis (numero de acceso GENBANK® ABX75634.1).

La SEQ ID NO: 27 es la secuencia de aminoacidos de la acetil xilano esterasa de
Mesorhizobium loti (nimero de acceso GENBANK® BAB53179.1).

La SEQ ID NO: 28 es la secuencia de aminoacidos de la acetil xilano esterasa de
Geobacillus stearothermophilus (nimero de acceso GENBANK® AAF70202.1).
Las SEQ ID NO 29-163 son las secuencias de aminoacidos de los péptidos que
tienen afinidad hacia una superficie de la cavidad oral.

Las SEQ ID NO: 164-177 son las secuencias de aminoacidos de los
enlazadores/espaciadores de péptidos.

Las SEQ ID NO: 178-197 son las secuencias de aminoacidos de diversos
constructos de fusion de perhidrolasas diana que incluyen una enzima

perhidrolitica acoplada a través de un enlazador peptidico a un dominio de union
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que tiene afinidad hacia una superficie oral (véase la Publicacién de la Solicitud
de Patente Internacional No. W02012/087970A2 otorgada a Butterick et al.).
DESCRIPCION DETALLADA

La siguiente descripcion de la o las modalidades preferentes es de naturaleza
meramente ilustrativa y no se prevé que de manera alguna limite la invencion, su
aplicacion, o usos.

Conforme se utilizan en la presente, se preve que los articulos “un”, “una”, y “el/la”
gue preceden a un elemento o componente de la invencidn no sean taxativos en
lo que respecta al nimero de instancias (es decir, apariciones) del elemento o
componente. Por consiguiente, “un”, “una”, y “el/la” se deben leer como que
incluyen uno o al menos uno, y la forma de la palabra en singular del elemento o
componente también incluye el plural a no ser que evidentemente se prevea que
el nUmero sea singular.

Conforme se utiliza en la presente, el téermino “que incluye” significa la presencia
de las caracteristicas, nUmeros enteros, pasos, o componentes indicados a los
que se hace referencia en las reivindicaciones, pero no excluye la presencia o
adiciébn de una o mas caracteristicas, nimeros enteros, pasos, componentes o
grupos diferentes de los mismos. EIl término “que incluye” pretende incluir las
modalidades que abarcan los términos “que consiste esencialmente de” y “que
consiste de”. Asimismo, el término “que consiste esencialmente de” pretende
incluir las modalidades que abarca el término “que consiste de”.

Conforme se utiliza en la presente, el término “alrededor de” que modifica la
cantidad de un ingrediente o reactivo utilizado se refiere a la variacion en la
cantidad numérica que puede ocurrir, por ejemplo, a través de los procedimientos
tipicos de medicibn y manipulacion de liquidos utilizados para preparar
concentrados o usar soluciones en la realidad; a través de un error accidental en
estos procedimientos; a través de diferencias en la elaboracion, fuente, o pureza

de los ingredientes utilizados para preparar las composiciones o llevar a cabo los
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meétodos; y similares. El término “alrededor de” también abarca las cantidades que
difieren debido a condiciones de equilibrio diferentes de una composicion
producto de una mezcla inicial en particular. Independientemente de si se
modifican o0 no con el término “alrededor de”, las reivindicaciones incluyen los
equivalentes de las cantidades.
Cuando estan presentes, todos los intervalos son inclusivos y combinables. Por
ejemplo, cuando se cita un intervalo de “1 a 5”, se entendera que el intervalo
citado incluye los intervalos de “1 a 47, “1 a 3", “1-2", “1-2 y 4-5”, “1-3y 5" y
similares.
Conforme se utilizan en la presente, los términos “sustrato”, “sustrato adecuado”,
“donante de acilo”, y “sustrato de éster de acido carboxilico” de forma
intercambiable se refieren especificamente a:
(@) uno o mas ésteres que tienen la estructura

[XImRs
donde
X es un grupo éster de la formula R¢C(O)O;
Re s un grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o ciclico, opcionalmente
sustituido con un grupo hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4, donde Rg
opcionalmente incluye uno o mas enlaces éter cuando Rg es C2 a C7;
Rs es un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o ciclico o un grupo
heteroaromatico ciclico de cinco miembros o0 un grupo aromatico o
heteroaromatico ciclico de seis miembros opcionalmente sustituido con un grupo
hidroxilo; donde cada atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de
un grupo hidroxilo o no mas de un grupo éster, y donde Rs opcionalmente incluye
uno o mas enlaces éter;
m es un namero entero que oscila entre 1 y el niumero de atomos de carbono en

Rs,



Legajo No.: 9357-00-WO-0OC

donde los uno o mas ésteres tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a
25°C; o0

(b) uno o mas glicéridos que tienen la estructura

R;——C——O——CH,——CH——CH,——OR,

ORj3
donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y R3 y R4 individualmente
son Ho R;C(0); o

(c) uno o mas ésteres de la formula

Ry cC—oO R,
donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10
de cadena recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0O);,, o (CH,CH(CH3)-O)h,Hynes 1a 10;0
(d) uno o mas monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados, o
polisacéaridos acetilados; o
(e) cualquier combinacién de (a) a (d).
Conforme se utiliza en la presente, el término “peracido” es sinonimo de
peroxiacido, acido peroxicarboxilico, acido peroxi, acido percarboxilico y acido
peroxoico.
Conforme se utiliza en la presente, el término “acido peracético” se abrevia como
“PAA” y es sinbnimo de acido peroxiacético, acido etanoperoxoico y todos los
demas sindnimos del Numero de Registro CAS 79-21-0.
Conforme se utiliza en la presente, el término “monoacetina” es sinébnimo de

monoacetato de glicerol, monoacetato de glicerina, y monoacetato de glicerilo.

10
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Conforme se utiliza en la presente, el término “diacetina” es sinonimo de diacetato
de glicerol, diacetato de glicerina, diacetato de glicerilo, y todos los demas
sindnimos del Numero de Registro CAS 25395-31-7.

Conforme se utiliza en la presente, el término “triacetina” es sindnimo de triacetato
de glicerina, triacetato de glicerol, triacetato de glicerilo, 1,2,3-triacetoxipropano,
triacetato de 1,2,3-propanotriol y todos los demas sin6nimos del Numero de
Registro CAS 102-76-1.

Conforme se utilizan en la presente, los términos “azucar acetilado” y “sacérido
acetilado” se refieren a mono-, di- y polisacaridos que incluyen al menos un grupo
acetilo. Algunos ejemplos de modo no taxativo incluyen pentaacetato de glucosa,
tetraacetato de xilosa, xilano acetilado, fragmentos de xilano acetilado, 1,2,3,5-
tetraacetato de B-D-ribofuranosa; tri-O-acetil-D-galactal; y tri-O-acetil-glucal.
Conforme se utilizan en la presente, los términos “hidrocarbilo”, “grupo
hidrocarbilo”, y “fraccion hidrocarbilo” significan una configuracion de cadena
recta, de cadena ramificada o ciclica de atomos de carbono conectados por
enlaces simples, dobles, o triples carbono a carbono y/o por enlaces éter, y
sustituidos en conformidad con atomos de hidrégeno. Estos grupos hidrocarbilo
pueden ser alifaticos y/o aromaticos. Algunos 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 modalidad preferente, el grupo hidrocarbilo es una configuracion
de cadena recta, de cadena ramificada o ciclica de atomos de carbono
conectados por enlaces simples carbono a carbono y/o por enlaces éter, y
sustituidos en conformidad con atomos de hidrégeno.

Conforme se utilizan en la presente, 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; 1,5-pentanodiol;

1,6-pentanodiol; 1,2-hexanodiol; 2,5-hexanodiol; 1,6-hexanodiol; y sus

11
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combinaciones, se refieren a los compuestos que incluyen al menos un grupo
éster de la formula RC(0)0O, donde R es un grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal. En
una modalidad, el sustrato de éster de acido carboxilico se selecciona del grupo
gue consiste en diacetato de propilenglicol (PGDA), diacetato de etilenglicol
(EDGA), y sus combinaciones.

Conforme se utiliza en la presente, el término “diacetato de propilenglicol” es
sinonimo de 1,2-diacetoxipropano, diacetato de propileno, diacetato de 1,2-
propanodiol, y todos los demas sinébnimos del Numero de Registro CAS 623-84-7.
Conforme se utiliza en la presente, el término “diacetato de etilenglicol” es
sindbnimo de 1,2-diacetoxietano, diacetato de etileno, diacetato de glicol, y todos
los demas sindnimos del Nimero de Registro CAS 111-55-7.

Conforme se utilizan en la presente, los términos “mezcla de reaccion enzimatica

adecuada”, “componentes adecuados para la generacion in situ de un peracido”,
“componentes de reaccion adecuados”, “mezcla de reaccion acuosa adecuada”,
“mezcla de reacciéon”, y “componentes que generan peracidos” se refieren a los
materiales y el agua (de la saliva y/o aplicada por el usuario a la pelicula adhesiva
hidratable antes de utilizarla) en que se ponen en contacto los reactivos y el
catalizador de la enzima perhidrolitica. Los componentes que generan peracidos
incluyen al menos una enzima que tiene actividad perhidrolitica, preferentemente
donde la enzima perhidrolitica es al menos una perhidrolasa CE-7 (opcionalmente
en la forma de una proteina de fusion dirigida a una superficie corporal), al menos
un sustrato de éster de acido carboxilico adecuado, una fuente de peroxigeno, y
agua (de la saliva y/o aplicada por el usuario a la pelicula adhesiva hidratable
antes de utilizarla).

Conforme se utiliza en la presente, el término “perhidrolisis” se define como la
reaccion de un determinado sustrato con peroxido para formar un peracido.

Tipicamente, se lleva a cabo la reaccion de un peréxido inorganico con el sustrato

elegido en la presencia de un catalizador para producir el acido peroxicarboxilico.
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Conforme se utiliza en la presente, el término “perhidrolisis quimica” incluye las
reacciones de perhidrdlisis en las que se combina un sustrato (un precursor del
acido peroxicarboxilico) con una fuente de peroxido de hidrégeno, donde el acido
peroxicarboxilico se forma en la ausencia de un catalizador enzimatico. Conforme
se utiliza en la presente, el término “perhidrélisis enzimatica” incluye las
reacciones de perhidrolisis en las que se combina un sustrato de éster de acido
carboxilico (un precursor del peracido; el “donante de acilo”) con una fuente de
peréxido de hidrogeno y agua, donde el catalizador enzimatico cataliza la
formacion del peréacido.

Conforme se utiliza en la presente, el término “actividad perhidrolasa” se refiere a
la actividad del catalizador por unidad de masa (por ejemplo, miligramo) de
proteina, peso celular seco, o peso del catalizador inmovilizado.

Conforme se utiliza en la presente, “una unidad de actividad enzimatica” o “una
unidad de actividad” o “U” se define como la cantidad de actividad perhidrolasa
necesaria para producir 1 pumol del producto acido peroxicarboxilico por minuto a
una temperatura especifica.

Conforme se utilizan en la presente, los términos “catalizador enzimatico” y
“catalizador de perhidrolasa” se refieren a un catalizador que incluye una enzima
gue tiene actividad de perhidrdlisis y que puede asumir la forma de una célula
microbiana completa, de una o mas células microbianas permeables, de uno o
mas componentes celulares de un extracto de células microbianas, de una
enzima parcialmente purificada, o de una enzima purificada. EIl catalizador
enzimatico también puede modificarse quimicamente (tal como por pegilaciéon o
mediante su reaccion con reactivos de reticulacion). El catalizador de
perhidrolasa también puede inmovilizarse sobre un soporte soluble o insoluble
utilizando métodos ampliamente conocidos por aquellos con experiencia en la

técnica; véase, por ejemplo, Immobilization of Enzymes and Cells; Gordon F.

Bickerstaff, Editor; Humana Press, Totowa, NJ, USA; 1997. En una modalidad, el
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catalizador de perhidrolasa puede inmovilizarse de forma no covalente en o sobre
una cinta de cuidado oral (por ejemplo, una cinta blanqueadora) o un molde
dental. En otra modalidad, la inmovilizacion no covalente a la cinta o molde dental
puede realizarse a través del uso de un dominio de unién peptidico con una fuerte
afinidad hacia un material en o sobre la cinta o molde (por ejemplo, una proteina
de fusion que incluye una enzima perhidrolitica acoplada a través de un
espaciador peptidico opcional a un dominio de union peptidico). En otra
modalidad, el molde dental es un molde deformable. En incluso otra modalidad,
el catalizador de perhidrolasa se inmoviliza en o sobre el molde deformable luego
de formar la impresién dental.

Conforme se utiliza en la presente, “acetil xilano esterasas” se refiere a una
enzima (E.C. 3.1.1.72; AXEs) que cataliza la desacetilacion de los xilanos
acetilados y otros sacaridos acetilados.

Conforme se utilizan en la presente, los términos “cefalosporina C deacetilasa” y
“cefalosporina C acetil hidrolasa” se refieren a una enzima (E.C. 3.1.1.41) que
cataliza la desacetilacion de cefalosporinas tales como cefalosporina C y acido 7-
aminocefalosporanico (Mitsushima et al., (1995) Appl. Env. Microbiol. 61(6):2224-
2229). En la presente se proporcionan las secuencias de aminoacidos de
diversas cefalosporina C deacetilasas que tienen una actividad perhidrolitica
considerable.

Conforme se utiliza en la presente, el término “Bacillus subtilis ATCC® 31954™” se
refiere a una célula bacteriana depositada en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés) que tiene el nUmero de acceso de depdsito
internacional ATCC® 31954™. Conforme se describe en la presente, se
proporciona una enzima que tiene una actividad perhidrolasa considerable de B.
subtilis ATCC® 31954™ como SEQ ID NO: 4 (véase la Publicacion de la Solicitud

de Patente de los Estados Unidos No. 2010-0041752).
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Conforme se utiliza en la presente, el término “Thermotoga maritima MSB8” se
refiere a una célula bacteriana que se informa tiene actividad acetil xilano
esterasa (GENBANK® NP_227893.1; véase la Publicacion de la Solicitud de
Patente de los EE.UU. No. 2008-0176299). Se proporciona la secuencia de
aminoacidos de la enzima que tiene actividad perhidrolasa de Thermotoga
maritima MSB8 como la SEQ ID NO: 11. Se proporcionan variantes de la
perhidrolasa de Thermotoga maritima MSB8 como las SEQ ID NO: 1y 16.
Conforme se utilizan en la presente, una “molécula de &cido nucleico aislada”, un
“polinucleodtido aislado”, y un “fragmento de acido nucleico aislado” se utilizan de
forma intercambiable y se refieren a un polimero de ARN o ADN que es mono- 0
bicatenario y que opcionalmente contiene bases nucleotidicas sintéticas, no
naturales o alteradas. Una molécula de acido nucleico aislada en la forma de un
polimero de ADN puede consistir de uno o mas segmentos de ADNc, ADN
genomico o ADN sintético.

El término “aminoacido” se refiere a la unidad estructural quimica basica de una
proteina o un polipéptido. En la presente se utilizan las siguientes abreviaturas

para identificar aminoacidos especificos:

Aminoécido Abreviatura de Abreviatura de
Tres Letras Una Letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
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Aminoéacido Abreviatura de Abreviatura de
Tres Letras Una Letra

Isoleucina lle I

Leucina Leu L

Lisina Lys K

Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S

Treonina Thr T

Triptéfano Trp W

Tirosina Tyr Y

Valina Val \%

Cualquier aminoacido o como se Xaa X

define en la presente

Conforme se utiliza en la presente, el término “alrededor de” que modifica la
cantidad de un ingrediente o reactivo utilizado se refiere a la variacidon en la
cantidad numérica que puede ocurrir, por ejemplo, a través de los procedimientos
tipicos de medicibn y manipulacion de liquidos utilizados para elaborar
concentrados. Conforme se utilizan en la presente, los términos “motivo distintivo”
y “motivo de diagnostico” se refieren a estructuras conservadas compartidas por
una familia de enzimas que tienen una actividad definida. Se puede utilizar el
motivo distintivo para definir y/o identificar la familia de enzimas estructuralmente
relacionadas que tienen una actividad enzimatica similar hacia una familia definida
de sustratos. El motivo distintivo puede ser una Unica secuencia de aminoacidos
contiguos 0 una agrupacion de motivos conservados no contiguos que juntos
forman el motivo distintivo. Tipicamente, el o los motivos conservados se

representan con una secuencia de aminoacidos. En una modalidad, las enzimas
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perhidroliticas utilizadas en las presentes composiciones y métodos incluyen un
motivo distintivo de la carbohidrato esterasa CE-7.

Conforme se utiliza en la presente, el término “software de analisis de secuencias”
se refiere a cualquier algoritmo informatico o programa de software que sea de
utiidad en el analisis de secuencias de nucleétidos o de aminoacidos. El
“software de andlisis de secuencias” puede estar disponible a nivel comercial o
puede desarrollarse independientemente. El software tipico de analisis
secuencias de modo no taxativo incluye la suite GCG de programas (Wisconsin
Package Version 9.0, Accelrys Software Corp., San Diego, CA), 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, versiéon 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), Fecha de Reunion 1992, 111-20. Editor(es): Suhai, Sandor. Editor:
Plenum, New York, NY), Vector NTI (Informax, Bethesda, MD) y Sequencher v.
4.05. Dentro del contexto de la presente solicitud, se entendera que cuando se
utiliza el software de analisis de secuencias en el analisis, los resultados del
analisis se basan en los “valores por defecto” del programa en cuestion, a no ser
que se especifiqgue algo diferente. Conforme se utilizan en la presente, “valores
por defecto” significan cualquier conjunto de valores o parametros fijados por el
fabricante del software que originalmente se cargan con el software cuando se
inicializa por primera vez.

El término “superficie corporal” se refiere a cualquier superficie del cuerpo
humano que pueda fungir como diana de un agente beneficioso, tal como un
agente beneficio peracido. Los presentes métodos y composiciones se dirigen a

aplicaciones y productos para el cuidado oral. Como tal, la superficie corporal
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incluye un material/superficie de la cavidad oral. En una modalidad, el material de
la cavidad oral incluye el esmalte dental.

Conforme se utilizan en la presente, los términos “blanqueamiento dental” y
“blanqueamiento de los dientes” se utilizan de forma intercambiable para referirse
a mejorar el brillo (por ejemplo, blanquear) de uno o mas dientes. En la presente
de describen cintas blanqueadoras que incluyen ingredientes adecuados para
generar enzimaticamente una cantidad eficaz de un peracido para blanquear los
dientes cuando se hidrata.

Conforme se utilizan en la presente, “manchas intrinsecas” en los dientes se
refieren al color resultante de los cromogenos dentro del esmalte y que yacen
bajo la dentina. El color intrinseco de los dientes humanos tiende a tornarse mas
amatrillo con la edad, debido al adelgazamiento del esmalte y al oscurecimiento de
la dentina amarilla subyacente. La eliminacion de una mancha intrinseca
usualmente requiere el uso de peroxidos u otros agentes quimicos oxidantes, que
penetran el esmalte y decoloran los cromégenos internos.

A diferencia de las manchas intrinsecas, se forman “manchas extrinsecas” sobre
la superficie de los dientes cuando se adhieren materiales cromogénicos
exdgenos al esmalte, usualmente dentro de la pelicula natural que recubre los
dientes. La mayoria de las personas acumulan cierto grado de manchas
extrinsecas desagradables sobre sus dientes con el tiempo. Este proceso de
coloracién lo promueven factores tales como: (1) la ingesta de alimentos y
bebidas que contienen taninos tales como café, té, o vino tinto; (2) el uso de
productos de tabaco; y/o (3) la exposicion a ciertas sustancias cationicas (por
ejemplo, estafo, hierro, y clorhexidina). Estas sustancias tienden a adherirse a la
estructura de hidroxiapatita del esmalte, lo que conlleva a decoloracion de los
dientes y una reduccién concomitante en la blancura de los dientes. Durante un
periodo de afos, las manchas extrinsecas pueden penetrar la capa de esmalte y

tener como resultado manchas intrinsecas.
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Conforme se utiliza en la presente, el término “desmanchar” o “desmanchado” se
refiere al proceso de eliminacién de una mancha de una superficie de la cavidad
oral. La o las manchas pueden ser manchas intrinsecas, manchas extrinsecas, o
una combinacion de ambas.

Conforme se utiliza en la presente, “cantidad eficaz de la enzima perhidrolasa” se
refiere a la cantidad de la enzima perhidrolasa necesaria para lograr la actividad
enzimatica necesaria en la aplicacion especifica. Estas cantidades eficaces son
determinadas con facilidad por una persona con conocimientos basicos en la
técnica y se basan en numerosos factores, tales como la variante particular de la
enzima utilizada.

Conforme se utiliza en la presente, el término “fuente de peroxigeno” se refiere a
los compuestos capaces de proporcionar peroxido de hidrégeno a una
concentracion de alrededor de 1 mM o mas cuando se encuentran en una
solucion acuosa, lo que de modo no taxativo incluye peroxido de hidrégeno,
aductos de peroxido de hidrégeno (por ejemplo, un aducto de urea-peréxido de
hidrogeno (peroxido de carbamida)), perboratos, y percarbonatos. Conforme se
describe en la presente, la fuente de peroxigeno en las presentes cintas
blanqueadoras asume la forma de particulas granulares, donde el usuario hidrata
las particulas granulares de peréxido para liberar una cantidad eficaz de perdxido
de hidrégeno. Conforme se describe en la presente, la concentracion de peréxido
de hidrégeno proporcionada por el compuesto de peroxigeno en la formulacion de
reaccion acuosa inicialmente es al menos 0,1 mM o mas luego de combinar los
componentes de reaccion. En una modalidad, la concentracion de peréxido de
hidrogeno en la formulacion de reaccion acuosa es al menos 0,5 mM. En una
modalidad, la concentracion de peréxido de hidrogeno en la formulacion de
reaccion acuosa es al menos 1 mM. En otra modalidad, la concentracion de
peréxido de hidrogeno en la formulacién de reaccion acuosa es al menos 10 mM.

En otra modalidad, la concentracion de peréxido de hidrogeno en la formulacion
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de reaccion acuosa es al menos 100 mM. En otra modalidad, la concentracion de
peroxido de hidrégeno en la formulacion de reaccion acuosa es al menos 200
mM. En otra modalidad, la concentracion de peroxido de hidrogeno en la
formulacion de reaccion acuosa es 500 mM o mas. En incluso otra modalidad, la
concentracion de peroxido de hidrégeno en la formulacion de reaccidon acuosa es
1000 mM o mas. La relacibn molar de perdoxido de hidrogeno a sustrato
enzimatico, por ejemplo, triglicérido, (H,O5: sustrato) en la formulacién puede ser
de alrededor de 0,002 a 20, preferentemente de alrededor de 0,1 a 10, y mas
preferentemente de alrededor de 0,5 a 5.

Conforme se utiliza en la presente, el término “oligosacérido” se refiere a los
compuestos que contienen entre 2 y al menos 24 unidades monosacarido unidas
por enlaces glicosidicos. El término “monosacarido” se refiere a un compuesto de
la formula empirica (CH,0O),, donde n23, el esqueleto de carbono no es
ramificado, cada atomo de carbono salvo uno contiene un grupo hidroxilo, y el
atomo de carbono restante es un aldehido o una cetona en el atomo de carbono
1. El término “monosacarido” también se refiere a las formas hemiacetal o
hemicetal intracelulares ciclicas.

Conforme se utiliza en la presente, el término “adhesivo hidratable” se refiere a un
material adhesivo capaz de hidratarse. El adhesivo hidratable se mantiene
esencialmente seco y no adhesivo hasta hidratarse. Luego de su hidratacion, el
adhesivo hidratable se torna lo suficientemente adhesivo como para adherir la
cinta/pelicula blanqueadora dental a la superficie de un diente. La pelicula
adhesiva hidratable también incluye un ingrediente blanqueador granular y, por
consiguiente, luego de su hidratacion, se libera una cantidad eficaz de peroxido
de hidrogeno que se utiliza en la formacién enzimética de un agente blanqueador
peracido. La cinta/pelicula blanqueadora tipicamente es delgada (tipicamente
menos de 2 mm), se conforma y dimensiona para ajustarse al interior de la

cavidad oral, y es lo suficientemente flexible como para que la pelicula pueda
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aplicarse y colocarse en contacto con una pluralidad de dientes y, por
consiguiente, el adhesivo hidratado ayuda a mantener la pelicula/cinta sobre la
superficie dental y disponer de una cantidad de tiempo suficiente para que el
agente blanqueador peracido blanquee los dientes.

Conforme se utiliza en la presente, el término “cantidad eficaz” se refiere a la
cantidad de material necesaria para lograr el efecto deseado.

Conforme se utiliza en la presente, el término “esencialmente no adhesivo hasta
hidratarse” se refiere a la falta de fuerza adhesiva suficiente para adherir la
pelicula blanqueadora dental a la superficie de una pluralidad de dientes antes de
su hidratacion. Como tal, la pelicula adhesiva hidratable es facil de manejar y
manipular antes de su aplicacién/hidratacion por el usuario.

“Identidad de secuencia” significa la identidad de los aminoacidos utilizando un
programa de alineacion de secuencias, por ejemplo, ClustalW o BLAST, por
ejemplo, generalmente como se describe en Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers
EW, Lipman DJ, “Basic local alignment search tool”, J Mol Biol (1990) 215 (3):
403-410, y Goujon M, McWilliam H, Li W, Valentin F, Squizzato S, Paern J, Lopez
R, Nucleic Acids Research (2010) 38 Suppl: W695-9.

Los donantes de acilo utilizados en la presente invencion, por ejemplo, para
formar peracidos luego de su reaccidn con perdxido, se seleccionan de uno o mas
de (i) acidos carboxilicos C,.1g, por ejemplo, acidos carboxilicos C,.¢ (por ejemplo,
acido acético), lo que incluye los acidos carboxilicos de alquilos inferiores lineales
o ramificados, opcionalmente sustituidos con hidroxi y/o alcoxi Ci.4; (ii) sus
ésteres hidrolizables y aceptables (por ejemplo, mono-, di-, y tri-glicéridos y
sacaridos acilados) y (iii) sus combinaciones. Por ejemplo, los donantes de acilo
incluyen 1,2,3-triacetoxipropano (a veces denominado en la presente triacetina o
triacetato de glicerina) y sacaridos acilados, por ejemplo, sacéaridos acetilados. En
una modalidad particular, los ésteres con este uso pueden, por ejemplo, ser

ésteres que tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25 °C.
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Los donantes de acilo y/o enzimas pueden opcionalmente encapsularse. Existe
una variedad de opciones de encapsulacién ampliamente conocidas en la técnica,
tanto naturales como sintéticas. Los almidones modificados y la goma arabiga son
particularmente ideales por cuanto son de grado alimenticio, son relativamente
poco costosos, son rapidos de disolver, y pueden adsorber niveles bastante altos
de aceites liquidos. Se debe considerar cualquier impacto sobre la viscosidad
final.

En algunas modalidades, los granulos incluyen un agente antisensibilidad capaz
de desensibilizar los nervios o de ocluir los tabulos dentinarios. En algunas
modalidades, el agente antisensibilidad se selecciona de una fuente de iones de
potasio, un silicato, una fuente de iones de estafio, un aminoacido bésico, una
arcilla, y una combinacion de ellos. En algunas modalidades, la fuente de iones
de potasio es una sal de potasio oralmente aceptable y esta presente en una
cantidad eficaz para reducir la sensibilidad dentinal. En algunas modalidades, la
fuente de iones de potasio se selecciona de cloruro de potasio, nitrato de potasio
y una combinacion de ellos. En algunas modalidades, el aminoacido basico es
arginina. En algunas modalidades, el aminoacido béasico se selecciona de fosfato
de arginina, bicarbonato de arginina, y clorhidrato de arginina. En algunas
modalidades, el silicato es silicato de calcio.

Perhidrolasas CE-7

Las presentes composiciones y el presente método incluyen enzimas que tienen
actividad perhidrolitica que estructuralmente se clasifican como miembros de la
familia 7 de carbohidrato esterasas (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 editores, (1999) The Royal Society of
Chemistry, Cambridge, pp. 3-12.). Se demostrd que la familia CE-7 de enzimas

es particularmente eficaz para producir acidos peroxicarboxilicos a partir de una
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variedad de sustratos de ésteres de acidos carboxilicos cuando se combinan con
una fuente de peroxigeno (Patentes de los EE.UU. 7.794.378; 7.951.566;
7.723.083; y 7.964.378 y Publicacion de las Solicitudes de Patente de los EE.UU.
No. 2008-0176299, 2010-0087529, 2011-0081693, y 2011-0236335 otorgadas a
DiCosimo et al.; cada una incorporada en la presente a titulo de referencia).

Los miembros de la familia CE-7 incluyen las cefalosporina C deacetilasas (CAHS,
por sus siglas en inglés; E.C. 3.1.1.41) y las acetil xilano esterasas (AXES, por sus
siglas eninglés; E.C. 3.1.1.72). Los miembros de la familia de las esterasas CE-7
comparten un motivo distintivo conservado (Vincent et al., J. Mol. Biol., 330:593-
606 (2003)). Las perhidrolasas que incluyen el motivo distintivo de CE-7
(“perhidrolasas CE-7") y/o una estructura esencialmente similar se pueden utilizar
en las composiciones y métodos descritos en la presente. Los medios para
identificar moléculas biologicas esencialmente similares son ampliamente
conocidos en la técnica (por ejemplo, protocolos de alineacion de secuencias,
hibridizaciones de acidos nucleicos y/o la presencia de un motivo distintivo
conservado). En un aspecto, la perhidrolasa incluye una enzima que incluye el
motivo distintivo de CE-7 y al menos 20%, preferentemente al menos 30%, mas
preferentemente al menos 33%, mas preferentemente al menos 40%, mas
preferentemente al menos 42%, mas preferentemente al menos 50%, mas
preferentemente al menos 60%, mas preferentemente al menos 70%, mas
preferentemente al menos 80%, mas preferentemente al menos 90%, y mas
preferentemente al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0
99% de identidad de amino&cidos con una de las secuencias proporcionadas en
la presente.

Conforme se utiliza en la presente, la frase “enzima que estructuralmente se
clasifica como una enzima CE-7”, “perhidrolasa CE-7" o “que estructuralmente se
clasifica como una enzima de la familia 7 de carbohidrato esterasas” se utiliza

para referirse a las enzimas que tienen actividad perhidrolitica y que se clasifican
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estructuralmente como una carbohidrato esterasa CE-7. Esta familia de enzimas
puede definirse mediante la presencia de un motivo distintivo (Vincent et al.,
supra). ElI motivo distintivo de las esterasas CE-7 incluye tres motivos
conservados (numeracion de la posicién del residuo con respecto a la secuencia
de referencia SEQ ID NO: 1; una variante C277S de la perhidrolasa de
Thermotoga maritima).

Arg118-Gly119-GIn120;

Gly186-Xaal87-Ser188-GIn189-Gly190; e

His303-Glu304.

Tipicamente, el Xaa en la posicion del residuo de aminoacidos 187 es glicina,
alanina, prolina, triptéfano, o treonina. Dos de los tres residuos de aminoéacidos
pertenecientes a la triada catalitica estan en negrillas. En una modalidad, el Xaa
en la posicion del residuo de aminoacidos 187 se selecciona del grupo que
consiste en glicina, alanina, prolina, triptéfano, y treonina.

Un andlisis adicional de los motivos conservados dentro de la familia CE-7 de
carbohidrato esterasas indica la presencia de un motivo conservado adicional
(LXD en las posiciones de aminoacidos 272-274 de la SEQ ID NO: 1) que se
puede utilizar para definir mejor una perhidrolasa perteneciente a la familia CE-7
de carbohidrato esterasas. En otra modalidad, el motivo distintivo antes definido
puede incluir un (cuarto) motivo conservado adicional definido como:
Leu272-Xaa273-Asp274.

El Xaa en la posicion del residuo de aminoacidos 273 tipicamente es isoleucina,
valina, o metionina. El cuarto motivo incluye el residuo de acido aspartico
(negrilla) que pertenece a la triada catalitica (Ser188-Asp274-His303).

Las perhidrolasas CE-7 pueden asumir la forma de proteinas de fusién que tienen
al menos un componente peptidico que tiene afinidad hacia al menos una
superficie corporal. En una modalidad, todas las alineaciones utilizadas para

determinar si una perhidrolasa diana (proteina de fusion) incluye el motivo
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distintivo de CE-7 se basan en la secuencia de aminoacidos de la enzima
perhidrolitica sin el componente peptidico que tiene la afinidad hacia una
superficie corporal.

Se puede utilizar un nimero de algoritmos de alineacion global ampliamente
conocidos (es decir, software de analisis de secuencias) para alinear dos 0 mas
secuencias de aminoacidos que representan las enzimas que tienen actividad
perhidrolasa para determinar si la enzima consiste del presente motivo distintivo.
Se comparan la o las secuencias alineadas con la secuencia de referencia (SEQ
ID NO: 1) para determinar la existencia del motivo distintivo. En una modalidad,
se utiliza una alineacion CLUSTAL (tal como CLUSTALW) utilizando una
secuencia de aminoéacidos de referencia (como se utiliza en la presente, la
secuencia de perhidrolasas (SEQ ID NO: 1)) para identificar las perhidrolasas que
pertenecen a la familia de las esterasas CE-7. La numeracion relativa de los
residuos de aminoacidos conservados se basa en la numeracion de residuos de
la secuencia de aminoacidos de referencia para dar razon de las pequefias
inserciones o eliminaciones (por ejemplo, tipicamente cinco aminoacidos de
menos) dentro de la secuencia alineada.

Algunos ejemplos de otros algoritmos adecuados que se pueden utilizar para
identificar las secuencias que incluyen el presente motivo distintivo (cuando se
comparan con la secuencia de referencia) incluyen, de modo no taxativo,
Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48, 443-453 (1970); una herramienta de
alineacion global) y Smith-Waterman (J. Mol. Biol. 147:195-197 (1981); una
herramienta de alineacion local). En una modalidad, se aplica una alineacién de
Smith-Waterman utilizando los parametros por defecto. Un ejemplo de
parametros por defecto adecuados incluye el uso de una matriz de evaluacion
BLOSUMG62 con penalizacion de la apertura de GAP = 10 y una penalizacion de la

extensién de GAP = 0,5.
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En una modalidad, las perhidrolasas adecuadas incluyen las enzimas que
incluyen el motivo distintivo de CE-7 y al menos 20%, preferentemente al menos
30%, 33%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 6 99% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1.
Algunos ejemplos de las carbohidrato esterasas CE-7 adecuadas que tienen
actividad perhidrolitica incluyen, de modo no taxativo, las enzimas que tienen una
secuencia de aminoacidos tal como las SEQ ID NO: 1, y 4-28. En una modalidad,
la enzima incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en 1, 10, 11, 15, y 16.

Conforme se utiliza en la presente, el término “variante de CE-7", “variante de
perhidrolasa” o “variante” se refiere a las perhidrolasas CE-7 que tienen una
modificacion genética que tiene como resultado al menos una adicion,
eliminacion, y/o sustitucion de aminoacidos cuando se comparan con la enzima
correspondiente (tipicamente la enzima de tipo silvestre) de la que se deriva la
variante; siempre que se conserven el motivo distintivo de CE-7 y la actividad
perhidrolitica asociada. También se pueden utilizar perhidrolasas de la variante
CE-7 en las presentes composiciones y métodos. Se incluyen ejemplos de las
variantes CE-7 como las SEQ ID NO: 1, 15, 16, 17, 18, 19, y 20. En una
modalidad, las variantes pueden incluir las SEQ ID NO: 1y 16.

Una persona con experiencia en la técnica reconocera que también se pueden
utilizar secuencias de perhidrolasas CE-7 esencialmente similares (conservando
los motivos distintivos) en las presentes composiciones y meétodos. En una
modalidad, se definen secuencias esencialmente similares por su capacidad de
hibridizacion, bajo condiciones sumamente rigurosas, con las moléculas de acido
nucleico asociadas con las secuencias ilustradas en la presente. En otra
modalidad, se pueden utilizar algoritmos de alineacion de secuencias para definir
enzimas esencialmente similares en funcién de la identidad porcentual con las

secuencias de ADN o aminoacidos proporcionadas en la presente.
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Conforme se utiliza en la presente, una molécula de acido nucleico se “hibrida” en
otra molécula de &cido nucleico, tal como un ADNc, un ADN gendémico, o un ARN,
cuando una cadena uUnica de la primera molécula puede hibridar con la otra
molécula bajo condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iénica de la
solucion. Las condiciones de hibridacion y lavado son ampliamente conocidas y

se ilustran en Sambrook, J. y Russell, D., T. Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Tercera Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor (2001). Las condiciones de temperatura y fuerza i6nica determinan la
“severidad” de la hibridacion. Se pueden ajustar las condiciones de severidad
para identificar moléculas moderadamente similares, tales como las secuencias
homélogas de organismos lejanamente relacionados, a moléculas de alta
similitud, tales como los genes que duplican enzimas funcionales de organismos
estrechamente relacionados. Los lavados Post-hibridacién tipicamente
determinan las condiciones de severidad. Un conjunto de condiciones preferentes
utiliza una serie de lavados partiendo de SSC 6X, SDS al 0,5% a temperatura
ambiente durante 15 minutos, luego se repite con SSC 2X, SDS al 0,5% a 45°C
durante 30 minutos, y luego se repite dos veces con SSC 0,2X, SDS al 0,5% a
50°C durante 30 minutos. Un conjunto mas preferente de condiciones utiliza
temperaturas superiores en las que los lavados son idénticos a los que
anteceden, excepto que se incrementa la temperatura de los ultimos dos lavados
de 30 minutos en SSC 0,2X, SDS al 0,5% a 60°C. Otro conjunto preferente de
condiciones de hibridacion de alta severidad es SSC 0,1X, SDS al 0,1%, 65°C y
lavado con SSC 2X, SDS al 0,1% seguido de un lavado final de SSC 0,1X, SDS al
0,1%, 65°C.

La hibridacién requiere que los dos &cidos nucleicos contengan secuencias
complementarias aunque, dependiendo de la severidad de la hibridacion, son
posibles incompatibilidades entre bases. La severidad apropiada de la hibridacién

de acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y del grado de

27



Legajo No.: 9357-00-WO-0OC

complementacion, variables ampliamente conocidas en la técnica. Mientras
mayor sea el grado de similitud u homologia entre dos secuencias de nucleétidos,
mayor serd el valor de Tm de los hibridos de acidos nucleicos que tienen esas
secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a un Tm superior) de las
hibridaciones de acidos nucleicos disminuye en el siguiente orden: ARN: ARN,
ADN: ARN, ADN: ADN. En los hibridos de mas de 100 nucleétidos de longitud, se
han derivado ecuaciones para el calculo de Tm (Sambrook y Russell, supra). En
las hibridaciones con acidos nucleicos mas cortos, es decir, oligonucledtidos, la
posicion de las incompatibilidades asume mas importancia, y la longitud del
oligonucledtido determina su especificidad (Sambrook y Russell, supra). En un
aspecto, la longitud de un &cido nucleico hibridable es al menos alrededor de 10
nucleotidos.  Preferentemente, una longitud minima de un &acido nucleico
hibridable es de al menos alrededor de 15 nucledtidos en longitud, mas
preferentemente al menos alrededor de 20 nucleétidos en longitud, incluso mas
preferentemente al menos 30 nucledtidos en longitud, incluso mas
preferentemente al menos 300 nucledtidos en longitud, y mas preferentemente al
menos 800 nucledtidos en longitud. Ademds, una persona con experiencia en la
técnica apreciara que, de ser necesario, se pueden ajustar la temperatura y la
concentracion de sales de la soluciéon de lavado de acuerdo con factores tal como
la longitud de la sonda.

Conforme se utiliza en la presente, el término “identidad porcentual” es una
relacion entre dos o mas secuencias de polipéptidos o dos 0 mas secuencias de
polinucledtidos, que se determina mediante la comparacion de las secuencias.
En la técnica, “identidad” también significa el grado de relevancia de secuencias
entre las secuencias de polipéptidos o polinucleétidos, segin sea el caso,
determinado por la correspondencia entre las cadenas de estas secuencias. Se
pueden calcular la “identidad” y la “similitud” con facilidad mediante métodos

conocidos, lo que de modo no taxativo incluye los descritos en: Computational
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Molecular Biology (Lesk, A. M., editores) Oxford University Press, NY (1988);

Biocomputing: Informatics y Genome Projects (Smith, D. W., editor) Academic

Press, NY (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Parte | (Griffin, A. M., y

Griffin, H. G., editores) Humana Press, NJ (1994); Sequence Analysis in Molecular

Biology (von Heinje, G., editor) Academic Press (1987); y Sequence Analysis

Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., editores) Stockton Press, NY (1991). Los
meétodos para determinar la identidad y similitud se codifican en programas
informaticos a la disposicidon del publico. Se pueden llevar a cabo alineaciones de
secuencias y calculos de la identidad porcentual utilizando el programa Megalign
de la suite de célculo bioinformatica LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, W),
el programa AlignX de Vector NTI v. 7.0 (Informax, Inc., Bethesda, MD), o la Suite
de Software Abierto EMBOSS (EMBL-EBI; Rice et al.,, Trends in Genetics 16,
(6):276-277 (2000)). Se puede llevar a cabo la alineaciébn multiple de las
secuencias utilizando el método CLUSTAL (tal como CLUSTALW; por ejemplo,
version 1.83) de alineacion (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)), a la disposicion en el Laboratorio Europeo de Biologia
Molecular a través del Instituto Europeo de Bioinformatica) con los parametros por
defecto. Los parametros adecuados en las alineaciones de proteinas CLUSTALW
incluyen una penalizacion de Existencia de GAP=15, una extension de GAP = 0,2,
una matriz = Gonnet (por ejemplo, Gonnet250), un ENDGAP de la proteina = -1,
un GAPDIST de la proteina =4, y un KTUPLE=1. En una modalidad, se utiliza
una alineacién rapida o lenta con los ajustes por defecto y se prefiere utilizar una
alineacion lenta. Alternativamente, los parametros que utilizan el método
CLUSTALW (por ejemplo, version 1.83) se pueden modificar para también usar
KTUPLE =1, PENALIZACION DE GAP =10, extensién de GAP =1, matriz =
BLOSUM (por ejemplo, BLOSUM64), VENTANA=5, y PRINCIPALES
DIAGONALES GUARDADAS=5.
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En un aspecto, las moléculas de acido nucleico aisladas adecuadas codifican un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos alrededor
de 20%, preferentemente al menos 30%, 33%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntica a las
secuencias de aminoacidos documentadas en la presente. En otro aspecto, las
moléculas de &cido nucleico aisladas adecuadas codifican un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos alrededor de 20%,
preferentemente al menos 30%, 33%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99% idéntica a las secuencias de
aminoacidos documentadas en la presente. Las moléculas de acido nucleico
adecuadas no solo tienen las homologias que anteceden, sino que también
tipicamente codifican un polipéptido que tiene alrededor de 210 a 340
aminoacidos de longitud, alrededor de 300 a alrededor de 340 aminoacidos,
preferentemente alrededor de 310 a alrededor de 330 aminoacidos, y mas
preferentemente alrededor de 318 a alrededor de 325 amino&cidos en longitud,
donde cada polipéptido se caracteriza por tener actividad perhidrolitica.

Perhidrolasas Diana

Conforme se utilizan en la presente, los términos “perhidrolasa diana” y “enzima
diana que tiene actividad perhidrolitica” se refieren a una proteina de fusién que
incluye al menos una enzima perhidrolitica (de tipo silvestre o una variante de la
misma) fusionada/acoplada a al menos un componente peptidico que tiene
afinidad hacia una superficie diana, preferentemente una superficie corporal
diana. La enzima perhidrolitica dentro de la perhidrolasa diana puede ser
cualquier carbohidrato esterasa CE-7 que tenga actividad perhidrolitica. La
perhidrolasa CE-7 puede identificarse por la presencia del motivo distintivo de CE-
7 que se alinea con una secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, donde el motivo

distintivo incluye:

30



Legajo No.: 9357-00-WO-0OC

) un motivo RGQ en las posiciones correspondientes a las posiciones 118-
120 de la SEQ ID NO: 1;

1)) un motivo GXSQG en las posiciones correspondientes a las posiciones
186-190de laSEQ ID NO: 1;y

iii) un motivo HE en las posiciones correspondientes a las posiciones 303-
304 de la SEQ ID NO: 1.

En una modalidad, las enzimas perhidroliticas pueden ser aquellas que tienen una
secuencia de aminodcidos que es al menos alrededor de 20%, preferentemente al
menos 30%, 33%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntica a cualquiera de las secuencias de
aminoacidos documentadas en la presente (es decir, las SEQ ID NO 1, y 4-28).

En otra modalidad, la proteina de fusion incluye una enzima perhidrolitica que
tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 1, y 4-28.

Conforme se utilizan en la presente, los términos “componente peptidico”,
“componente peptidico que tiene afinidad hacia una superficie de la cavidad oral”,
“dominio de union a la cavidad oral”, y “OCBD” se refieren al componente de la
proteina de fusién que no forma parte de la enzima perhidrolitica que incluye al
menos un polimero de dos o mas aminoacidos unido por un enlace peptidico;
donde el componente posee afinidad hacia la superficie diana de la cavidad oral.
En un aspecto preferente, el OCBD posee afinidad hacia al esmalte dental.

En una modalidad, el componente peptidico que tiene afinidad hacia una
superficie corporal puede ser un anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo Fab,
un anticuerpo de un fragmento variable de cadena unica (scFv), un anticuerpo de
Camelidae (Muyldermans, S., Rev. Mol. Biotechnol. (2001) 74:277-302), una
proteina de despliegue de andamios no anticuerpo (Hosse et al., Prot. Sci. (2006)
15(1): 14-27 y Binz, H. et al. (2005) Nature Biotechnology 23, 1257-1268 para una

revision de diversos enfoques asistidos con andamios) o un polipéptido
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monocatenario que carece de un pliegue de inmunoglobulina. En otro aspecto, el
componente peptidico que tiene afinidad hacia el tejido/superficie de la cavidad
oral (tal como el esmalte dental) es un péptido monocatenario que carece de un
pliegue de inmunoglobulina.

El componente peptidico que tiene afinidad hacia una superficie de la cavidad oral
puede separarse de la enzima perhidrolitica con un enlazador peptidico opcional.
Ciertos enlazadores/espaciadores de péptidos tienen una longitud de 1 a 100 o de
1 a 50 aminoécidos. En algunas modalidades, los espaciadores peptidicos tienen
una longitud de alrededor de 1 a alrededor de 25, de 3 a alrededor de 40, 0o de 3 a
alrededor de 30 aminoéacidos. En otras modalidades, son espaciadores que
tienen una longitud de alrededor de 5 a alrededor de 20 aminoacidos. Se pueden
utilizar multiples enlazadores peptidicos. En una modalidad, al menos un
enlazador peptidico esta presente y puede repetirse hasta 10 veces.

En una modalidad, el péptido de fusién incluye al menos un péptido que se une a
una superficie de la cavidad oral seleccionado del grupo que consiste en las SEQ
ID NO: 178-197.

En otra modalidad, la superficie diana es un material que forma parte del
empaque, tal como la cinta blanqueadora o la capa dorsal polimérica (cuando se
utiliza una capa dorsal polimérica a la que se aplica el adhesivo hidratable) y/o el
meétodo de aplicacion a la cavidad oral. El componente peptidico se selecciona
por su afinidad hacia un material o materiales en uso tales como polimeros,
plasticos y peliculas. EIl disefio de la proteina de fusion perhidrolasa diana hace
posible la liberacion controlada y eliminacion de la perhidrolasa del usuario
manteniéndola sobre un dispositivo removible tal como, de modo no taxativo, un
molde o cinta dental.

El componente peptidico que tiene afinidad hacia una superficie de la cavidad oral
puede separarse de la perhidrolasa CE-7 con un enlazador peptidico opcional.

Ciertos enlazadores/espaciadores de péptidos tienen una longitud de 1 a 100 o de
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1 a 50 aminoéacidos. En algunas modalidades, los espaciadores peptidicos tienen
una longitud de alrededor de 1 a alrededor de 25, de 3 a alrededor de 40, o de 3 a
alrededor de 30 aminoéacidos. En otras modalidades, son espaciadores que
tienen una longitud de alrededor de 5 a alrededor de 20 aminoacidos. Se pueden
utilizar maltiples enlazadores peptidicos. Se proporcionan algunos ejemplos de
enlazadores peptidicos como las SEQ ID NO: 164 — 177.

Como tales, los ejemplos de perhidrolasas CE-7 diana pueden incluir, de modo no
taxativo, cualquiera de las perhidrolasas CE-7 que tienen una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO 1, y 4-28
acoplada a un componente peptidico que posee afinidad hacia una superficie de
la cavidad oral. En una modalidad preferente, los ejemplos de perhidrolasas
diana pueden, de modo no taxativo, incluir cualquiera de las perhidrolasas CE-7
gue tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEQIDNO 1,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, y 28 acoplada a uno o mas péptidos de union a la superficie
corporal con afinidad hacia una superficie de la cavidad oral (opcionalmente a
través de un espaciador peptidico). En una modalidad preferente, la perhidrolasa
diana incluye una perhidrolasa CE-7 que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1y 16.

En una modalidad, la perhidrolasa es una perhidrolasa CE-7 en la forma de una
proteina de fusion que tiene la siguiente estructura general:

PAH-[L]y-OCBD u OCBD-[L]y-PAH

donde PAH es la enzima que tiene actividad perhidrolitica, por ejemplo, que tiene
un motivo distintivo de CE-7, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1, y OCBD es un
componente peptidico que tiene afinidad hacia una superficie de la cavidad oral; y
L es un enlazador opcional; e y es un numero entero que oscila entre 0 y 10. En
una modalidad, el enlazador (L) esta presente y es un enlazador peptidico que

tiene una longitud que oscila entre 1 y 100 aminoacidos.
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Por ejemplo, la SEQ ID NO: 2 es una proteina de fusion que tiene una secuencia
de perhidrolasas de la SEQ ID NO: 1 acoplada a un dominio dirigido al extremo C
con una afinidad hacia los tejidos orales.

Las perhidrolasas utilizadas en los productos y métodos de la invencion pueden
asumir la forma de una sal libre protegida (por ejemplo, acetilada).

En otra modalidad, la superficie diana es un material que forma parte del
empaque y 0 que se libera en la cavidad oral. ElI componente peptidico se
selecciona por su afinidad hacia uno o mas de los materiales utilizados tales como
polimeros, plasticos y peliculas. El disefio de la proteina de fusion perhidrolasa
diana CE-7 hace posible la liberacidon controlada y eliminacion de la perhidrolasa
del usuario manteniéndola sobre un dispositivo removible tal como un molde o
cinta dental.

Afinidad de Unién

El componente peptidico que tiene afinidad hacia la superficie de la cavidad oral
incluye una afinidad de unién a una superficie de la cavidad oral de 10 molar (M)
o menos. En ciertas modalidades, el componente peptidico es uno 0 mas
péptidos de unidn y/o dominios de unién a la superficie de la cavidad oral que
tienen una afinidad de unién de 10 molar (M) o menos hacia el esmalte dental.
En algunas modalidades, los péptidos o dominios de union tienen un valor de
afinidad de unién de 10° M o menos en la presencia de una sal al menos
alrededor de 50 — 500 mM. El término “afinidad de union” se refiere a la fuerza de
la interaccion de un péptido de unidn con su sustrato respectivo. Se puede definir
o medir la afinidad de union en términos de la constante de disociacion del
péptido de unién (“Kp”), o de “MBs5p”.

“Kp” corresponde a la concentracién del péptido a la que se ocupa a medias el
sitio de union en la diana, es decir, cuando la concentracion de la diana con el
péptido unido (material diana unido) es igual a la concentracién de la diana sin el

péptido unido. Mientras menor sea la constante de disociacidbn, mas estrecha
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sera la union del péptido. Por ejemplo, un péptido con una constante de
disociacion nanomolar (nM) se une mas estrechamente que un péptido con una
constante de disociacion micromolar (uM). Ciertas modalidades de la invencion
tienen un valor de Kp de 10® 0 menos.

“MBso” se refiere a la concentracion del péptido de union que genera una sefial
que es 50% de la sefial maxima obtenida en un ensayo de unién a base de
ELISA. Veéase, por ejemplo, el Ejemplo 3 de la Publicacion de la Solicitud de
Patente de los EE.UU. 2005/022683; aqui incorporado a titulo de referencia. El
MBso proporciona una indicacion de la fuerza de la interaccion o afinidad de union
de los componentes del complejo. Mientras menor sea el valor de MBsg, mayor
sera, es decir, “mejor” sera la interaccion del péptido con su sustrato
correspondiente. Por ejemplo, un péptido con un MBs, nanomolar (nM) se une
mas mas estrechamente que un péptido con un MBsy micromolar (uM). Ciertas
modalidades de la invencion tienen un valor de MBso de 10° M 0 menos.

En algunas modalidades, el componente peptidico que tiene afinidad hacia una
superficie de la cavidad oral puede tener una afinidad de union, medida mediante
los valores de Kp 0 MBsg, inferior o igual a alrededor de 10 M, inferior o igual a
alrededor de 10° M, inferior o igual a alrededor de 107 M, inferior o igual a
alrededor de 10® M, inferior o igual a alrededor de 10° M, o inferior o igual a
alrededor de 10™° M.

En algunas modalidades, los péptidos que se unen a la superficie de la cavidad
oral y/o los dominios que se unen a la superficie de la cavidad oral pueden tener
una afinidad de unién, medida mediante los valores de Kp 0 MBso, inferior o igual
a alrededor de 10 M, inferior o igual a alrededor de 10° M, inferior o igual a
alrededor de 107 M, inferior o igual a alrededor de 10® M, inferior o igual a
alrededor de 10 M, o inferior o igual a alrededor de 10™° M.

Conforme se utiliza en la presente, el término “afinidad fuerte” se refiere a una

afinidad de unién que tiene un valor de Kp 0 MBsg inferior o igual a alrededor de
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10° M, preferentemente inferior o igual a alrededor de 10° M, mas
preferentemente inferior o igual a alrededor de 107 M, méas preferentemente
inferior o igual a alrededor de 10® M, inferior o igual a alrededor de 10° M, o mas
preferentemente inferior o igual a alrededor de 10™° M.

Polvos Enzimaticos

En algunas modalidades, las composiciones para el cuidado personal pueden
utilizar un catalizador enzimatico en la forma de un polvo enzimatico estable. Los
métodos para la preparacion y estabilizaciéon de formulaciones que incluyen un
polvo enziméatico se describen en las Publicaciones de las Solicitudes de Patente
de los EE.UU. No. 2010-0086534 y 2010-0086535.

En una modalidad, la enzima puede estar presente en el polvo enzimatico en una
cantidad en un intervalo de alrededor de 0,5 por ciento en peso (% en peso) a
alrededor de 75 % en peso, por ejemplo, de 1 % en peso a alrededor de 60 % en
peso, en funcidon del peso seco del polvo enzimético. Un intervalo porcentual en
peso preferente de la enzima en el polvo enzimatico/mezcla secada por aspersion
se ubica entre alrededor de 10 % en peso y 50 % en peso, y un intervalo
porcentual en peso mas preferente de la enzima en el polvo enzimético/mezcla
secada por aspersion se ubica entre alrededor de 20 % en peso y 33 % en peso.
En una modalidad, el polvo enzimético puede ademas incluir un excipiente. En un
aspecto, el excipiente se incluye en una cantidad en un intervalo de entre
alrededor de 95 % en peso a alrededor de 25 % en peso en funcién del peso seco
del polvo enzimatico. Un intervalo % en peso preferente del excipiente en el polvo
enzimatico se ubica entre alrededor de 90 % en peso y 50 % en peso, y un
intervalo % en peso mas preferente del excipiente en el polvo enzimatico se ubica
entre alrededor de 80 % en peso y 67 % en peso.

En una modalidad, el excipiente utilizado para preparar un polvo enzimatico
puede ser un excipiente oligosacarido. En una modalidad, el excipiente

oligosacarido tiene un peso molecular promedio numérico de al menos alrededor
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de 1250 y un peso molecular promedio ponderado de al menos alrededor de
9000. En algunas modalidades, el excipiente oligosacarido tiene un peso
molecular promedio numérico de al menos alrededor de 1700 y un peso molecular
promedio ponderado de al menos alrededor de 15000. Algunos oligosacaridos
especificos pueden incluir, de modo no taxativo, maltodextrina, xilano, manano,
fucoidano, galactomanano, quitosana, rafinosa, estaquiosa, pectina, insulina,
levano, graminano, amilopectina, sacarosa, lactulosa, lactosa, maltosa, trehalosa,
celobiosa, nigerotriosa, maltotriosa, melezitosa, maltotriosa, rafinosa, cestosa, y
sus combinaciones. En una modalidad preferente, el excipiente oligosacarido es
maltodextrina. Los excipientes a base de oligosacéaridos también pueden incluir,
de modo no taxativo, éteres de celulosa no i6nicos solubles en agua, tales como
hidroximetilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa, y sus combinaciones. En incluso
otra modalidad, el excipiente puede seleccionarse de modo no taxativo a partir de
uno o mas de los siguientes compuestos: trehalosa, lactosa, sacarosa, manitol,
sorbitol, glucosa, celobiosa, a-ciclodextrina, y carboximetilcelulosa.

Sustratos de Esteres / Donantes de Acilo Adecuados

Los sustratos de ésteres de &cidos carboxilicos adecuados pueden incluir los
ésteres que tienen la formula:
€)) uno o mas ésteres que tienen la estructura

[XImRs
donde
X es un grupo éster de la formula R¢C(O)O;
Re s un grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o ciclico, opcionalmente
sustituido con un grupo hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4, donde Rg
opcionalmente incluye uno o mas enlaces éter cuando Rg es C2 a C7;
Rs es un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o ciclico o un grupo
heteroaromatico ciclico de 5 miembros o un grupo aromatico o heteroaromatico

ciclico de seis miembros opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo; donde
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cada atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de un grupo
hidroxilo o no mas de un grupo éster o grupo acido carboxilico, y donde Rs
opcionalmente incluye uno o mas enlaces éter;

m es un namero entero que oscila entre 1 y el numero de atomos de carbono en
Rs,

donde los uno 0 mas ésteres tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a
25°C;o

(b) uno o mas glicéridos que tienen la estructura

O]

R;——C——0O——CH,——CH——CH,——OR,

ORj3
donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y R3 y R4 individualmente
son Ho R;C(0); o
(c) uno o mas ésteres de la férmula

O

R——C——O0—R,

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10
de cadena recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0),, o (CH,CH(CH3)-O),Hynes1al0;o0
(d) uno o mas monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados, o
polisacaridos acetilados; o

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

Los sustratos adecuados también pueden incluir incluir uno o mas sacaridos
acilados seleccionados del grupo que consiste en mono-, di-, y polisacéaridos
acetilados. En otra modalidad, los sacéaridos acilados se seleccionan del grupo
que consiste en xilano acetilado; fragmentos de xilano acetilado; xilosa acetilada
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(tal como tetraacetato de xilosa); glucosa acetilada (tal como a-D-pentaacetato de
glucosa; B-D-pentaacetato de glucosa; 2,3,4,6-tetraacetato de 1-tio-B-D-glucosa);
pentaacetato de B-D-galactosa; hexaacetato de sorbitol; octaacetato de sacarosa;
1,2,3,5-tetraacetato de B-D-ribofuranosa; 1,2,3,4-tetraacetato de 3-D-ribofuranosa;
tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-acetil-D-glucal; tetraacetato de [(-D-xilofuranosa,
pentaacetato de B-D-glucopiranosa; 1,2,3,4-tetraacetato de B-D-glucopiranosa;
2,3,4,6-tetraacetato  de  B-D-glucopiranosa;  2-acetamido-2-desoxi-1,3,4,6-
tetraacetil-B-D-glucopiranosa; 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-triacetil-1-cloruro-a-D-
glucopiranosa; pentaacetato de B-D-manopiranosa, y celulosa acetilada. En una
modalidad preferente, el sacarido acetilado se selecciona del grupo que consiste
en 1,2,3,5-tetraacetato de B-D-ribofuranosa; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-acetil-D-
glucal; octaacetato de sacarosa; y celulosa acetilada.

En otra modalidad, los sustratos adicionales adecuados pueden también incluir 5-
acetoximetil-2-furaldehido;  3,4-diacetoxi-1-buteno; acido 4-acetoxibenzoico;
acetato de vainillina; acetato de éter metilico de propilenglicol; lactato de metilo;
lactato de etilo; glicolato de metilo; glicolato de etilo; metoxiacetato de metilo;
metoxiacetato de etilo; 3-hidroxibutirato de metilo; 3-hidroxibutirato de etilo; y 2-
acetil citrato de trietilo.

En otra modalidad, se seleccionan los sustratos adecuados del grupo que
consiste en: monoacetina; diacetina; triacetina; monopropionina; dipropionina;
tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina; pentaacetato de glucosa;
tetraacetato de xilosa; xilano acetilado; fragmentos de xilano acetilado; 1,2,3,5-
tetraacetato de B-D-ribofuranosa; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-acetil-D-glucal; los
monoeésteres 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; 1,5-pentanodiol; 1,6-pentanodiol; 1,2-hexanodiol; 2,5-hexanodiol; 1,6-
hexanodiol; y sus combinaciones. En otra modalidad, el sustrato es un poliol C1 a

C6 que incluye uno o mas grupos éster. En una modalidad preferente, uno o0 mas
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de los grupos hidroxilo del poliol C1 a C6 se sustituyen con uno o0 mas grupos
acetoxi (tales como diacetato de 1,3-propanodiol; diacetato de 1,2-propanodiol;
diacetato de 1,4-butanodiol; diacetato de 1,5-pentanodiol, etc.). En otra
modalidad, el sustrato es diacetato de propilenglicol (PGDA), diacetato de
etilenglicol (EGDA), o una combinacién de ellos.

En otra modalidad, se seleccionan los sustratos adecuados del grupo que
consiste en monoacetina, diacetina, triacetina, monopropionina, dipropionina,
tripropionina, monobutirina, dibutirina, y tributirina. En incluso otro aspecto, el se
selecciona el sustrato del grupo que consiste en diacetina y triacetina. En una
modalidad mas preferente, el sustrato adecuado incluye triacetina.

El éster de &cido carboxilico esta presente a una concentracion suficiente para
producir la concentracion deseada de acido peroxicarboxilico luego de la
perhidrdélisis catalizada enziméaticamente. EIl éster de acido carboxilico no tiene
que ser totalmente soluble en la formulacion de reaccion, pero tiene una
solubilidad suficiente para permitir la conversion del éster con el catalizador de
perhidrolasa en el correspondiente acido peroxicarboxilico. El éster de acido
carboxilico esta presente en la formulacién de reaccion a una concentracién de
0,05 % en peso a 40 % en peso de la formulacion de reaccion, preferentemente a
una concentracion de 0,1 % en peso a 20 % en peso de la formulacién de
reaccion, y mas preferentemente a una concentracion de 0,5 % en peso a 10 %
en peso de la formulacion de reaccion.

La fuente de peroxigeno se proporciona en la forma de granulos depositados en o
sobre la pelicula adhesiva hidratable y puede incluir aductos de peréxido de
hidrogeno (por ejemplo, un aducto de urea-peréxido de hidrégeno (peroxido de
carbamida)) sales de perborato, sales de percarbonato y sales de peréxido. La
concentracion del compuesto de peroxigeno en la formulacién de reaccion puede

oscilar entre 0,0033 % en peso y alrededor de 50 % en peso, preferentemente
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entre 0,033 % en peso y alrededor de 40 % en peso, mas preferentemente entre
0,1 % en peso y alrededor de 30 % en peso.

Se ha documentado que muchos catalizadores de perhidrolasas (células
completas, células completas permeables, y extractos de células completas
parcialmente purificadas) poseen actividad catalasa (EC 1.11.1.6). Las catalasas
catalizan la conversion de peroxido de hidrégeno en oxigeno y agua. En un
aspecto, el catalizador de perhidrdlisis carece de actividad catalasa. En otro
aspecto, se puede agregar un inhibidor de catalasas a la formulacion de reaccion.
De ser necesario, una personal con experiencia en la técnica puede ajustar la
concentracion del inhibidor de catalasas. La concentracion del inhibidor de
catalasas tipicamente oscila entre 0,1 mM y alrededor de 1 M; preferentemente
entre alrededor de 1 mM y alrededor de 50 mM; mas preferentemente entre
alrededor de 1 mM y alrededor de 20 mM.

En otra modalidad, el catalizador enzimatico carece de una actividad catalasa
considerable o puede disefarse para disminuir o erradicar la actividad catalasa.
La actividad catalasa en una célula huésped puede regularse de forma
descendente o erradicarse mediante la alteracion de la expresion del o de los
genes responsables de la actividad catalasa utilizando técnicas ampliamente
conocidas, lo que de modo no taxativo incluye la mutagénesis con transposones,
la expresion antisentido de ARN, la mutagénesis dirigida, y la mutagénesis
aleatoria.

La concentracion de &acido peroxicarboxilico generada (por ejemplo, acido
peracético) por la perhidrélisis de al menos un éster de &cido carboxilico es de al
menos alrededor de 0,1 ppm, preferentemente al menos 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm,
10 ppm, 20 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 500 ppm, 700 ppm, 1000 ppm,
2000 ppm, 5000 ppm O 10.000 ppm de peracido a los 10 minutos,

preferentemente a los 5 minutos, de iniciar la reaccion de perhidrolisis.
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Evidentemente, una persona con experiencia en la técnica puede ajustar los
componentes de reaccion para lograr la concentracion de peracido deseada.

En un aspecto, el tiempo de reaccidon necesario para producir la concentracion de
peracido deseada no es superior a alrededor de dos horas, preferentemente no es
superior a alrededor de 30 minutos, mas preferentemente no es superior a
alrededor de 10 minutos, y mas preferentemente es de alrededor de 5 minutos o
menos. En otros aspectos, se pone en contacto una superficie de la cavidad oral
con el acido peroxicarboxilico formado de acuerdo con los procesos descritos en
la presente a los 5 minutos de hidratar y combinar los componentes de reaccion.
En una modalidad, se pone en contacto el esmalte dental con el acido
peroxicarboxilico producido con los procesos y composiciones descritos en la
presente luego de alrededor de 5 minutos a alrededor de 24 horas o luego de
alrededor de 5 minutos a 2 horas de combinar (mediante hidratacion por el
usuario) los componentes de reaccion presentes en o0 sobre la cinta/pelicula
blanqueadora.

Método de Ensayo por HPLC para Determinar la Concentracion de Acido

Peroxicarboxilico y Perdxido de Hidrégeno

Se puede utilizar una variedad de métodos analiticos para analizar los reactivos y
productos, lo que de modo modo taxativo incluye titulacion, cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), cromatografia de
gases (GC, por sus siglas en inglés), espectrometria de masas (MS, por sus
siglas en inglés), electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés), el
procedimiento analitico descrito por U. Pinkernell et al., (Anal. Chem.,
69(17):3623-3627 (1997)), y el ensayo con 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonato (ABTS) (U. Pinkernell et. al. Analyst, 122: 567-571 (1997) y Dinu et. al.
Adv. Funct. Mater., 20: 392-398 (2010)) que se describe en los presentes
ejemplos.

Modalidades llustrativas:
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Modalidad 1. Una cinta blanqueadora dental (Cinta 1) que incluye una pelicula
adhesiva hidratable con un primer lado y un segundo lado, donde el primer lado
tiene un ingrediente blanqueador granular adherido al mismo,

donde la cinta incluye, en o sobre la pelicula o en los granulos adheridos al primer
lado de la pelicula,

(1) una proteina que tiene actividad perhidrolitica y que contiene el motivo
distintivo de un miembro de la familia 7 de carbohidrato esterasas;

(i) un donante de acilo, por ejemplo, seleccionado de &cido carboxilico
ésteres y compuestos de acilo,

Modalidad 2. La cinta 1 donde la proteina que tiene actividad perhidrolasa incluye
una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

a) MAFFDLPLEELKKYRPERYEEKDFDEFWEETLAESEKFPLDPVFERMES

HLKTVEAYDVTFSGYRGQRIKGWLLVPKLEEEKLPCVVQYIGYNGGRGFPHDWL
FWPSMGYICFVMDTRGQGSGWLKGDTPDYPEGPVDPQYPGFMTRGILDPRTYY
YRRVFTDAVRAVEAAASFPQVDQERIVIAGGSQGGGIALAVSALSKKAKALLCDV

PFLCHFRRAVQLVDTHPYAEITNFLKTHRDKEEIVFRTLSYFDGVNFAARAKIPAL

FSVGLMDNISPPSTVFAAYNYYAGPKEIRIYPYNNHEGGGSFQAVEQVKFLKKLF

EKG (SEQ ID NO: 1) ,

b) una secuencia de aminoacidos que tiene i) un motivo RGQ en las
posiciones correspondientes a las posiciones 118-120 de la SEQ ID NO: 1; ii) un
motivo GXSQG en las posiciones correspondientes a las posiciones 186-190 de la
SEQ ID NO: 1; vy iii) un motivo HE en las posiciones correspondientes a las
posiciones 303-304 de la SEQ ID NO: 1;y

C) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1.

Modalidad 3. La modalidad 1 6 2 donde la proteina que tiene actividad
perhidrolitica incluye una secuencia de aminoacidos que tiene afinidad hacia, por

ejemplo, se une a o forma complejos con las superficies orales o alternativamente
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posee afinidad, por ejemplo, se une a o forma complejos con, uno 0o mMAas
componentes de la cinta blanqueadora.

Modalidad 4. Cualquiera de las cintas que anteceden que incluye una proteina
gue tiene actividad perhidrolasa que se une a o forma complejos con las
superficies orales (por ejemplo, la pelicula o el esmalte dental) y que incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada de

a) MAFFDLPLEELKKYRPERYEEKDFDEFWEETLAESEKFPLDPVFERMES
HLKTVEAYDVTFSGYRGQRIKGWLLVPKLEEEKLPCVVQYIGYNGGRGFPHDWL
FWPSMGYICFVMDTRGQGSGWLKGDTPDYPEGPVDPQYPGFMTRGILDPRTYY
YRRVFTDAVRAVEAAASFPQVDQERIVIAGGSQGGGIALAVSALSKKAKALLCDV
PFLCHFRRAVQLVDTHPYAEITNFLKTHRDKEEIVFRTLSYFDGVNFAARAKIPAL
FSVGLMDNISPPSTVFAAYNYYAGPKEIRIYPYNNHEGGGSFQAVEQVKFLKKLF
EKGGPGSGGAGSPGSAGGPGSTKPPRTPTANTSRPHHNFGSGGGGSPHHHH
HH (SEQ ID NO: 2), y

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2.

Modalidad 5. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la proteina que tiene
actividad perhidrolitica esta presente en forma granular sobre la primera superficie
de la pelicula.

Modalidad 6. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el segundo lado de la
pelicula adhesiva hidratable se adhiere a una capa que inhibe la disolucion de la
pelicula adhesiva hidratable.

Modalidad 7. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el ingrediente
blanqueador granular se recubre con un material de disolucion rapida, tal como
almidon de maiz, sulfato de sodio, goma arabiga, y sus combinaciones.

Modalidad 8. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el ingrediente
blanqueador granular se selecciona de granulos que incluyen oxidantes organicos

y/o inorganicos, por ejemplo, seleccionados de peroxido de hidrogeno, peroxido
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de urea, percarbonatos, perboratos, peroximonofosfatos, peroxidisulfatos,
peroxiacidos, y acido peracético.

Modalidad 9. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el ingrediente
blanqueador granular se selecciona de peréxidos sélidos y donantes de peréxidos
soélidos, por ejemplo, seleccionados de sales o complejos de peroxidos (por
ejemplo, tales como sales de peroxifosfato, peroxicarbonato, perborato,
peroxisilicato, o persulfato; por ejemplo, peroxifosfato de calcio, perborato de
sodio, carbonato de sodio peroxidado, peroxifosfato de sodio, y persulfato de
potasio); hipocloritos; peréxido de urea; complejos poliméricos de peroxido de
hidrogeno tales como complejos poliméricos de perdxido de hidrégeno-
polivinilpirrolidona; peréxidos metalicos, por ejemplo, peréxido de zinc y peroxido
de calcio; peracidos, y sus combinaciones.

Modalidad 10. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el ingrediente
blanqueador granular incluye peroxido de urea, un complejo polimérico de
peroxido de hidroégeno-polivinilpirrolidona, percarbonato de sodio, o una
combinacion de dos o mas de ellos.

Modalidad 11. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el tamafio de
particula (Dsg) de los granulos sobre la primera superficie de la pelicula, por
ejemplo, el ingrediente blanqueador granular, o la perhidrolasa o el donante de
acilo en forma granular, es de 0,1-300 micrones, por ejemplo, de 10-275
micrones, por ejemplo, de 100-250 micrones.

Modalidad 12. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el ingrediente
blanqueador granular incluye mas de 0,01%, por ejemplo, de 0,01-0,1%, por
ejemplo, de 0,02-0,08%, del peso total de la pelicula adhesiva hidratable y un
ingrediente blanqueador granular adherido a la misma.

Modalidad 13. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la cantidad del

agente blanqueador granular sobre el primer lado de la pelicula adhesiva
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hidratable es de 0,001 — 10 mg/ cm?, por ejemplo, de 0,001 — 1 mg/ cm?, por
ejemplo, de 0,005 — 0,015 mg/ cm?.

Modalidad 14. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el donante de acilo
se selecciona de (i) uno o mas ésteres de acidos carboxilicos Cy.1, por ejemplo,
ésteres de acidos carboxilicos C,s (por ejemplo, ésteres de acetilo), lo que
incluye los ésteres de acidos carboxilicos de alquilos inferiores lineales o
ramificados, opcionalmente sustituidos con hidroxi y/o alcoxi Cy.4; (i) uno o mas
glicéridos acilados (por ejemplo, mono-, di-, y tri-glicéridos), (iii) sacaridos
acilados, y (iv) sus combinaciones.

Modalidad 15. Cualquiera de las cintas que anteceden donde se selecciona el
donante de acilo de 1,2,3-triacetoxipropano (a veces denominado en la presente
triacetina o triacetato de glicerina) y sacaridos acilados, por ejemplo, sacaridos
acilados.

Modalidad 16. Cualquiera de las cintas que anteceden que incluye un donante de
acilo que incluye un compuesto éster que tiene una solubilidad en agua de al
menos 5 ppm a 25 °C.

Modalidad 17. Cualquiera de las cintas que anteceden que incluye un peracido o
que genera un peracido al utilizarse.

Modalidad 18. Cualquiera de las cintas que anteceden donde los ingredientes
estan presentes en cantidades suficientes para proporcionar, luego de mezclarse,
un agente blanqueador en una cantidad y concentracion eficaces para blanquear
los dientes.

Modalidad 19. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la pelicula adhesiva
hidratable incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados de éteres
de celulosa hidrofilicos(por ejemplo, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropil metilcelulosa,), acetatos de polivinilo, carbémeros (por ejemplo,
CARBOPOL® 971P), gomas de polisacaridos (por ejemplo, goma de xantano),

almidones alimenticios modificados, gelatina (por ejemplo, gelatina de origen
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animal o de pescado), copolimeros de carboxivinilo reticulados,
polivinilpirrolidonas reticuladas, 6xido de polietileno (por ejemplo, POLYOX™),
acidos poliacrilicos y poliacrilatos, alcoholes polivinilicos, alginato, caseina,
pululano, y sus combinaciones.

Modalidad 20. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la pelicula adhesiva
hidratable incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados de éteres
de celulosa hidrofilicos (por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa o hidroxipropil
celulosa), 6xido de polietileno, acetatos de polivinilo, y carbomeros (por ejemplo,
CARBOPOL® 971P): y sus combinaciones.

Modalidad 21. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la pelicula adhesiva
hidratable incluye hidroxipropilmetilcelulosa, acetatos de polivinilo, y un
carbomero, por ejemplo, en una relacion en peso seco de 10- 20 HPMC: 2- 10
PVAc: 1 carbomero.

Modalidad 22. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la pelicula adhesiva
hidratable ademas incluye un plastificante, por ejemplo, propilenglicol,
polietilenglicol o triacetina.

Modalidad 23. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el primer lado de la
pelicula adhesiva hidratable se cubre con una capa protectora antes de utilizarla.
Modalidad 24. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la pelicula adhesiva
hidratable tiene una viscosidad de al menos 100.000 cps luego de su activacion,
por ejemplo, una viscosidad de 100.000 a 200.000 cps.

Modalidad 25. Cualquiera de las cintas que anteceden donde la pelicula adhesiva
hidratable se encuentra esencialmente seca antes de su aplicacion.

Modalidad 26. Cualquiera de las cintas que anteceden donde el espesor de la
pelicula adhesiva hidratable es de 0,1-5 mm, por ejemplo, de 0,5-5 mm.

Modalidad 27. Cualquiera de las cintas que anteceden donde las dimensiones
totales aproximadas son 2-10 cm de longitud x 0,5-2 cm de ancho x 0,1-10 mm de

espesor, por ejemplo, 1-10 mm de espesor, por ejemplo, una cinta donde el area
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superficial de un lado es 5 — 20 cm?, por ejemplo, alrededor de 5 — 15 cm?, por
ejemplo, alrededor de 10 cm?.

Modalidad 28. Cualquiera de las cintas que anteceden que incluye granulos
recubiertos de un complejo polimérico de peréxido de hidrégeno-
polivinilpirrolidona, peroxido de urea y/o percarbonato de sodio y granulos de
perhidrolasa sobre la primera superficie de la pelicula, con triacetina dispersa en
la pelicula.

Modalidad 29. Cualquiera de las cintas que anteceden, que ademas incluye
granulos de un agente antisensibilidad, por ejemplo, nitrato de potasio o arginina.
Modalidad 30. Un método (Método 2) de blanqueamiento dental que incluye
aplicar el primer lado de una cinta de acuerdo con la descripcion que antecede,
por ejemplo, la Cinta 1 y siguientes, directamente a los dientes, y dejarla durante
un tiempo suficiente, por ejemplo, al menos 5 minutos, por ejemplo, 10-60
minutos, por ejemplo, 10-30 minutos, para blanquear los dientes.

Modalidad 31. Un método (Método 3) para elaborar una cinta para el
blanqueamiento de los dientes, por ejemplo, una cinta de acuerdo con la
descripcion que antecede, de acuerdo con la Cinta 1 y siguientes, que incluye
proveer una pelicula adhesiva hidratable semi-seca, por ejemplo, de acuerdo con
la descripcion que antecede, por ejemplo, pelicula ésta que se vacia con agua y
no se seca por completo, o pelicula ésta que se humedece, agregar a una
superficie de la pelicula granulos de un ingrediente blanqueador granular, por
ejemplo, de acuerdo con la descripcion que antecede, y secar la pelicula con los
granulos agregados a una superficie.

Por ejemplo, las cintas pueden elaborarse primero elaborando la pelicula
adhesiva hidratable, utilizando medios convencionales y luego agregando el
ingrediente blanqueador granulado a una superficie. Las cintas con la pelicula
adhesiva hidratable pueden vaciarse con agua de una variedad de maneras

conocidas en la técnica, tal como por extrusion, o por vaciado con una suspension
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acuosa (por ejemplo, a un nivel de sdlidos de 10-30%) sobre una correa caliente,
cuya agua se evapora. Alternativamente, la pelicula se seca, pero luego se
humedece de nuevo. Los granulos pueden agregarse a la superficie de esta
pelicula mientras la pelicula se mantiene semi-seca, es decir, lo suficientemente
hameda para ser adherente, de forma tal que los granulos se adhieran a la
superficie de la pelicula. Una vez que la pelicula se encuentra totalmente seca y
se enfria a temperatura ambiente, los granulos continlan adhiriéndose a la
superficie de la pelicula. Por consiguiente, antes de usarlas, la pelicula adhesiva
hidratable y la cinta como un todo se encuentran esencialmente secas. Por
cuanto el peréxido se encuentra sobre la superficie de la pelicula anicamente, se
necesita una cantidad relativamente pequefia de granulos para lograr una
concentracion eficaz en la superficie.

Modalidades Preferentes:

Cuando se exponen a la saliva u otras fuentes de agua (tales como agua de
grifo), los granulos se disuelven y liberan los componentes de reaccion para
producir enzimaticamente el peracido deseado. La hidratacion de la capa
adhesiva hidratable incrementa la adherencia de la pelicula y permite que la
pelicula/cinta blanqueadora se adhiera a la superficie diana (es decir, el esmalte
dental).

La pelicula adhesiva hidratable incluye uno o mas polimeros solubles en agua y
oralmente aceptables seleccionados de éteres de celulosa hidrofilicos (por
ejemplo, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa),
acetatos de polivinilo, carbémeros (por ejemplo, CARBOPOL® 971P), gomas de
polisacaridos (por ejemplo, goma de xantano), almidones alimenticios
modificados, gelatina (por ejemplo, gelatina de origen animal o de pescado),
copolimeros de carboxivinilo reticulados, polivinilpirrolidonas reticuladas, 6xido de
polietileno (por ejemplo, POLYOX™), &cidos poliacrilicos y poliacrilatos, alcoholes

polivinilicos, alginato, caseina, pululano, y sus combinaciones. Las formulaciones
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de geles adhesivos que se utilizan con agentes de blanqueamiento dental son
conocidos en la técnica, por ejemplo, como se describe en las Patentes de los
EE.UU. 7.862.801; 5.746.598; 6.730.316; y 7.128.899; cada una incorporada a
titulo de referencia en su totalidad. La pelicula adhesiva permite que el agente
blanqueador peracido permanezca en contacto con los dientes durante periodos
prolongados de tiempo y protege los tejidos blandos y, por consiguiente, debe
aportar una alta viscosidad, por ejemplo, una viscosidad luego de su aplicacion de
al menos 100.000 centipoise (cps) (alrededor de 100 Pascal-segundo (Pa-s)),
preferentemente de 100.000 a 200.000 cps (de 100 a 200 Pa-s).

Cuando se utiliza una segunda capa de pelicula para proteger la pelicula
adhesiva hidratable de una degradacién o disolucién rapida, el material portador o
de respaldo puede elaborarse de textiles, tela, compuesto de madera, una resina,
un elastémero, papel, derivados de celulosa insolubles o menos solubles tales
como etilcelulosa y acetato de celulosa, cloruro de polivinilo, una cera,
PARAFILM™, polietileno, alcohol polivinilico, TEFLON™, cloruro de polivinilo,
acetato de polivinilo y sus derivados.

El ingrediente blanqueador granular puede ser un perdxido solido o un donante de
peréxido solido seleccionado de sales o complejos de peréxidos (tales como sales
de peroxifosfato, peroxicarbonato, perborato, peroxisilicato, o persulfato; por
ejemplo, peroxifosfato de calcio, perborato de sodio, carbonato de sodio
peroxidado, peroxifosfato de sodio, y persulfato de potasio), hipocloritos; peréxido
de urea; complejos poliméricos de peréxido de hidrogeno tales como complejos
poliméricos de peréxido de hidrogeno-polivinilpirrolidona, y peréxidos metalicos,
por ejemplo, peréxido de zinc y peroxido de calcio; un peracido solido; y sus
combinaciones. En modalidades particulares, el ingrediente blanqueador granular
es peroxido de urea o un complejo polimérico de peroxido de hidrogeno

polivinilpirrolidona. El ingrediente blanqueador granular puede opcionalmente
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recubrirse para conferirle mayor estabilidad bajo almacenamiento (por ejemplo,
recubrirse con sulfato de sodio, almidén de maiz o goma arébiga).

Listado de las Modalidades Preferentes:

Modalidad Preferente 1. Una cinta blanqueadora dental que incluye una
pelicula adhesiva hidratable con un primer lado y un segundo lado, donde el
primer lado tiene un ingrediente blanqueador granular adherido al mismo, y donde
la cinta blanqueadora dental ademas incluye, en o sobre la pelicula o en la forma
de granulos adheridos al primer lado de la pelicula;
a) una enzima que tiene actividad perhidrolitica, donde la enzima tiene un
motivo distintivo de la familia 7 de carbohidrato esterasas (CE-7) que se alinea
con una secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, y donde el motivo distintivo
incluye:
) un motivo RGQ en las posiciones correspondientes a las posiciones 118-
120 de la SEQ ID NO: 1,
i) un motivo GXSQG en las posiciones correspondientes a las posiciones
186-190 de la SEQ ID NO: 1;y
i) un motivo HE en las posiciones correspondientes a las posiciones 303-
304 delaSEQ ID NO: 1;y
(b) al menos un sustrato donante de acilo, donde el sustrato se selecciona
del grupo que consiste en:
) ésteres que tienen la estructura

[XImRs
donde X = un grupo éster de la formula R¢C(O)O
Re = grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o ciclico, opcionalmente
sustituido con grupos hidroxilo o grupos alcoxi C1 a C4, donde Rg opcionalmente
incluye uno o mas enlaces éter cuando Rg = C2 a C7;
Rs = un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o ciclico o un grupo

heteroaromatico ciclico de 5 miembros o un grupo aromatico o heteroaromatico
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ciclico de seis miembros opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo; donde
cada atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de un grupo
hidroxilo o no mas de un grupo éster o grupo acido carboxilico; donde Rs
opcionalmente incluye uno o mas enlaces éter;

M es un numero entero que oscila entre 1 y el numero de atomos de carbono en
Rs;y

donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25 °C;

1)) glicéridos que tienen la estructura

| p— i

P

a CHz CH CHz OFR.:

OFR.-
donde R;= alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente sustituido
con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y Rz y R4 individualmente son H o
R1C(0);

iii) uno o mas ésteres de la formula

Ry C—oO R,

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10
de cadena recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0),, 0 (CH,CH(CH3)-O),Hynes1al0;y
V) sacaridos acetilados seleccionados del grupo que consiste en
monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados, y polisacéarido acetilado;

donde al hidratarse la pelicula adhesiva hidratable, el ingrediente blanqueador
granular libera peroxido de hidrogeno y la enzima cataliza la formacion de una

cantidad eficaz de un peracido.
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Modalidad Preferente 2. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la
modalidad preferente 1 donde la enzima que tiene actividad perhidrolitica incluye
una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

a) laSEQID NO: 1;y

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de la
secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1.

Modalidad Preferente 3. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la
Modalidad Preferente 1 donde la enzima que tiene actividad perhidrolitica ademas
incluye un dominio de union fusionado al extremo N o C de la enzima, dominio de
unién éste que tiene afinidad hacia un tejido oral o hacia la cinta blanqueadora
dental.

Modalidad Preferente 4. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la
Modalidad Preferente 3 donde el dominio de unidon que tiene afinidad hacia un
tejido oral incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ D NO: 178-197.

Modalidad Preferente 5. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera
de las modalidades preferentes que anteceden donde la enzima que tiene
actividad perhidrolitica posee afinidad hacia un tejido oral e incluye una secuencia
de aminoacidos seleccionada de

a) la SEQID NO: 2,y

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de la
secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 2.

Modalidad Preferente 6. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera
de las modalidades preferentes que anteceden que ademas incluye una capa de
respaldo adherida al segundo lado de la pelicula adhesiva hidratable, donde la
capa de respaldo es capaz de inhibir la disoluciéon de la pelicula adhesiva

hidratable.
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Modalidad Preferente 7. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera
de las modalidades preferentes que anteceden donde el ingrediente blanqueador
granular se recubre con un recubrimiento soluble en agua capaz de disolverse al
hidratarse.

Modalidad Preferente 8. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera
de las modalidades preferentes que anteceden donde el ingrediente blanqueador
granular se selecciona de peroxidos sdlidos y donantes de peroxidos solidos.
Modalidad Preferente 9. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera
de las modalidades preferentes que anteceden donde el ingrediente blanqueador
granular se selecciona de sales de peroxido, complejos de pero6xido,
peroxifosfato, peroxicarbonato, perborato, peroxisilicato, sales de persulfato,
peroxifosfato de calcio, perborato de sodio, carbonato de sodio peroxidado,
peroxifosfato de sodio, persulfato de potasio, hipocloritos, peréxido de urea,
complejos poliméricos de peroxido de hidréogeno, complejos poliméricos de
peréxido de hidrégeno-polivinilpirrolidona, peréxidos metélicos, peréxido de zinc,
peréxido de calcio, y sus combinaciones.

Modalidad Preferente 10. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera
de las modalidades preferentes que anteceden donde el ingrediente blanqueador
granular incluye peréxido de urea. En algunas modalidades, el ingrediente
blanqueador granular incluye un complejo polimérico de peréxido de hidrogeno-
polivinilpirrolidona. En algunas modalidades, el complejo polimérico de perdxido
de hidrégeno-polivinilpirrolidona es un complejo polimérico de peroxido de
hidrégeno-polivinilpirrolidona reticulada.

Modalidad Preferente 11. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde el didmetro
medio del tamafo de particula (D50) del ingrediente blanqueador granular oscila
entre 10 micrones y 300 micrones, por ejemplo, entre 10 micrones y 200

micrones.
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Modalidad Preferente 12. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde la cinta
blanqueadora dental incluye de alrededor de 0,01 % en peso a alrededor de 0,1 %
en peso de un peracido. En algunas modalidades, el ingrediente blanqueador
granular incluye de alrededor de 0,1 % en peso a alrededor de 30 % en peso de
una fuente de peroxigeno.

Modalidad Preferente 13. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde la cantidad del
agente blanqueador granular sobre el primer lado de la pelicula adhesiva
hidratable oscila entre 0,001 mg/cm? y 10 mg/cm?, por ejemplo, entre 0,001 mg/
cm?y 1 mg/ cm?.

Modalidad Preferente 14. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde el sustrato
donante de acilo es 1,2,3-triacetoxipropano.

Modalidad Preferente 15. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula
adhesiva hidratable incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados
de un éter de celulosa hidrofilico, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropil metilcelulosa, un acetato de polivinilo, un carbémero, una goma de
polisacaridos, goma de xantano, un almidon alimenticio modificado, gelatina,
gelatina de origen animal o de pescado, un copolimero de carboxivinilo reticulado,
una polivinilpirrolidona reticulada, 6xido de polietileno, un &cido poliacrilico, un
poliacrilato, un alcohol polivinilico, alginato, caseina, pululano, y una combinacién
de dos o0 mas de ellos.

Modalidad Preferente 16. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula

adhesiva hidratable incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados
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de un éter de celulosa hidrofilico, un acetato de polivinilo, un carbomero, y una
combinacion de dos o mas de ellos.

Modalidad Preferente 17. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera
de las modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula adhesiva
hidratable incluye hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), acetato de polivinilo (PVAc),
y un carbémero en una relacion en peso seco de HMPC: PVAc: carbdomero de 10-
20:2-10:1.

Modalidad Preferente 18. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula
adhesiva hidratable ademas incluye un plastificante.

Modalidad Preferente 19. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden que ademas incluye
propilenglicol.

Modalidad Preferente 20. Un método de blanqueamiento dental que incluye

a) proveer un sistema de envasado que incluye la cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden,;

b) extraer la cinta blanqueadora dental del sistema de envasado; y

C) poner la cinta blanqueadora dental en contacto directo con los dientes
durante un periodo de tiempo suficiente para blanquear los dientes; donde la cinta
blanqueadora dental se hidrata con la humedad presente en la cavidad oral o
sobre la superficie dental o se hidrata luego del paso (b) pero antes del paso (c).
Modalidad Preferente 21. El método de la Modalidad Preferente 20 donde la cinta
blanqueadora ademas incluye una capa de respaldo adherida al segundo lado de
la pelicula adhesiva hidratable, donde la capa de respaldo es capaz de inhibir la
disolucién de la pelicula adhesiva hidratable.

Modalidad Preferente 22. ElI método de acuerdo con cualquiera de las

modalidades preferentes que anteceden donde el diametro medio del tamafio de
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particula (D50) del ingrediente blanqueador granular oscila entre 10 micrones y
200 micrones.

Modalidad Preferente 23. ElI método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde el ingrediente blanqueador
granular incluye mas de 0,01 % en peso del peso total de la pelicula adhesiva
hidratable y un ingrediente blanqueador granular adherido a la misma. En
algunas modalidades, el ingrediente blanqueador granular incluye mas de 0,05 %
en peso del peso total de la pelicula adhesiva hidratable y un ingrediente
blanqueador granular adherido a la misma. En algunas modalidades, el
ingrediente blanqueador granular incluye de alrededor de 0,01 % en peso a
alrededor de 0,1 % en peso del peso total de la pelicula adhesiva hidratable y un
ingrediente blanqueador granular adherido a la misma.

Modalidad Preferente 24. El método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde la cantidad del agente
blanqueador granular sobre el primer lado de la pelicula adhesiva hidratable oscila
entre 0,001 mg/ cm?y 1 mg/ cm?.

Modalidad Preferente 25. El método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde el sustrato donante de acilo es
1,2,3-triacetoxipropano.

Modalidad Preferente 26. ElI método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable
incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados de un éter de
celulosa hidrofilico, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil
metilcelulosa, un acetato de polivinilo, un carb6mero, una goma de polisacaridos,
goma de xantano, un almidén alimenticio modificado, gelatina, gelatina de origen
animal o de pescado, un copolimero de carboxivinilo reticulado, una

polivinilpirrolidona reticulada, oOxido de polietileno, un &cido poliacrilico, un
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poliacrilato, un alcohol polivinilico, alginato, caseina, pululano, y una combinacion
de dos 0 mas de ellos.

Modalidad Preferente 27. ElI método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable
incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados de un éter de
celulosa hidrofilico, un acetato de polivinilo, un carbémero, y una combinacion de
dos 0 mas de ellos.

Modalidad Preferente 28. ElI método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable
incluye hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), acetato de polivinilo (PVAc), y un
carbomero en una relacion en peso seco de HMPC: PVAc: carbémero de 10-20:2-
10:1.

Modalidad Preferente 29. El método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable
ademas incluye un plastificante.

Modalidad Preferente 30. ElI método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable
ademas incluye propilenglicol.

Modalidad Preferente 31. El método de acuerdo con cualquiera de las
modalidades preferentes que anteceden donde el ingrediente blanqueador
granular se recubre con un recubrimiento soluble en agua capaz de disolverse al
hidratarse.

Modalidad Preferente 32. Un método para elaborar una cinta blanqueadora
dental que incluye:

a) proveer una pelicula adhesiva hidratable semi-seca,

b) aplicar a una superficie de la pelicula granulos de un ingrediente
blanqueador granular, donde los granulos se adhieren a la superficie, y

C) secar la pelicula.
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En algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50) del
ingrediente blanqueador granular se ubica entre 10 micrones y 300 micrones. En
algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50) del
ingrediente blanqueador granular se ubica entre 25 micrones y 200 micrones. En
algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50) del
ingrediente blanqueador granular se ubica entre 35 micrones y 150 micrones. En
algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50) del
ingrediente blanqueador granular se ubica entre 50 micrones y 125 micrones. En
algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50) del
ingrediente blanqueador granular se ubica entre 60 micrones y 100 micrones. En
algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50) del
ingrediente blanqueador granular es de alrededor de 64 micrones. En algunas
modalidades, el didmetro medio del tamafio de particula (D50) del ingrediente
blanqueador granular es de alrededor de 94 micrones.

En algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50) de la
enzima que tiene actividad perhidrolitica se ubica entre 100 micrones y 300
micrones. En algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de particula
(D50) de la enzima que tiene actividad perhidrolitica se ubica entre 150 micrones
y 275 micrones. En algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de
particula (D50) de la enzima que tiene actividad perhidrolitica se ubica entre 175
micrones y 250 micrones.

Todos los ingredientes utilizados en las cintas descritas en la presente deben ser
oralmente aceptables. “Oralmente aceptable”, conforme se utiliza el término en la
presente, significa un ingrediente que esta presente en una cinta como la descrita
en una cantidad y forma que no hacen que el uso de la cinta sea inseguro en la
cavidad oral.

En todo momento, se utilizan intervalos como herramienta para describir todos y

cada uno de los valores que se ubican dentro del intervalo. Se puede seleccionar
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cualquier valor dentro del intervalo como el extremo del intervalo. Ademas, todas
las referencias citadas en la presente se incorporan a titulo de referencia en su
totalidad. En caso de un conflicto en una definicion en la presente descripcion y
aquella de una referencia citada, prevalece la presente descripcion.

A no ser que se especifigue algo diferente, se entendera que todos los
porcentajes y cantidades expresados en la presente y en cualquier otro lugar en la
memoria descriptiva se refieren a porcentajes en peso. Las cantidades dadas se
basan en el peso activo del material.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar los aspectos preferentes de
la invencion. Aguellos con experiencia en la técnica apreciardn que las técnicas
descritas en los ejemplos siguen técnicas que funcionan bien en la puesta en
practica de la invencién y, por consiguiente, se puede considerar que constituyen
modos preferentes en su puesta en practica. Sin embargo, aquellos con
experiencia en la técnica, a la luz de la presente descripcidén, apreciaran que se
pueden efectuar numerosos cambios en las modalidades especificas que se
describen y aun asi obtener un resultado similar sin alejarse del espiritu y alcance
de los métodos y ejemplos descritos en la presente.

Todos los reactivos y materiales se obtuvieron de DIFCO Laboratories (Detroit,
MI), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD), TCI America (Portland, O), Roche
Diagnostics Corporation (Indianapolis, EN), Thermo Scientific (Pierce Protein
Research Products) (Rockford, IL) o Sigma/Aldrich Chemical Company (St. Louis,
MO), a no ser que se especifique algo diferente.

Las siguientes abreviaturas en la memoria descriptiva corresponden a las
unidades de medicién, técnicas, propiedades, o compuestos: “seg” o “s” significa
segundo (s), “min” significa minuto(s), “h” o “hr” significa hora(s), “uL” significa
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 millon,
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“p” significa peso, “% en peso” significa porcentaje en peso, “g” significa gramo(s),
“mg” significa miligramo(s), “pg” significa microgramo(s), y “ng” significa
nanogramo(s).

Ejemplo 1

Se prepar6 una cinta de acuerdo con la descripcion que antecede, formando la
pelicula adhesiva hidratable y luego, mientras la pelicula permanecia adhesiva,
agregando el agente blanqueador granulado y la enzima granulada a la superficie
de un lado, utilizando los ingredientes en la Tabla 1. La cinta se erosiona
lentamente en la boca luego de su aplicacion y, por consiguiente, no tiene que

extraerse.

Tabla 1

Ingredientes en la Cinta Concentracion
en la Cinta Seca

(% en peso)

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 59
Acetato de polivinilo (PVACc) 30
Carbopol, 971 5
Triacetina 5
Dioxido de titanio 1
Total 100

Ingredientes en el Granulo Concentracion

Blanqueador

(% en peso)

Perdxido de urea

100

Ingredientes en el Granulo de la

Enzima

Concentracioén

(% en peso)

Almidén de maiz

99
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Enzima perhidrolasa 1

La cinta en el ejemplo 1 se vacia con agua por extrusion, o por vaciado con una
suspension acuosa (por ejemplo, a un nivel de sdlidos de 10-30%) sobre una
correa caliente, en la cual se evapora el agua. Los granulos se agregan a la
superficie de esta pelicula cuando la pelicula se encuentra semi-seca 0 seca, pero
aun adherente. Una vez que se enfria a temperatura ambiente, los granulos se
adhieren a la superficie de la pelicula. En una cinta con un area de 10 cm? y un
peso de 10 mg/cm?, esta férmula libera 5 mg de triacetina. Asumiendo que se
distribuyen 1, 4 mg de granulos blanqueadores sobre la cinta, junto con 0,3 mg de
granulos de la enzima, esta dosis es suficiente para producir suficiente acido
peracético directamente en la superficie dental como para funcionar
considerablemente mejor que una cinta blanqueadora con Unicamente peroéxido.
(Las cintas con Unicamente peroxido tipicamente tienen una dosis total de
aproximadamente 3-10 mg de peroxido).

Cuando se exponen a la saliva u otras fuentes de agua (tal como agua de grifo),
los granulos se disuelven de inmediato y se activan. La capa adhesiva también
se activa y adhiere a los dientes de una manera eficaz. Se disefid el Ejemplo 1
para erosionarse lentamente en la boca con el tiempo, de forma tal que el usuario
no tenga que extraerla.

Ejemplo 2

Se prepar6 una cinta de acuerdo con la descripcion que antecede, formando la
pelicula adhesiva hidratable y luego, mientras la cinta aun se encuentra
adherente, agregando los agentes granulados a un lado y la capa protectora de
respaldo al otro lado, utilizando los ingredientes en la Tabla 2. Dado que la capa
de respaldo no se disuelve, el usuario debe extraerla luego de transcurrido un
periodo suficiente para permitir que tenga lugar el blangueamiento, tipicamente
alrededor de 10-30 minutos. Las dos capas pueden también producirse

simultdneamente por extrusién o vaciado a base de solventes y luego se puede
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agregar el agente blanqueador granulado a la superficie de la pelicula adhesiva

hidratable.

Tabla 2

Ingredientes en la Capa #1

Concentracién en la Cinta

Seca

(% en peso)

Etilcelulosa 94
Propilenglicol S
Dioxido de titanio 1
Total 100

Ingredientes en la Capa #2

Concentracién en la Cinta

Seca

(% en peso)

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 69
Acetato de polivinilo (PVACc) 15
Carbopol, 971 5
Triacetina 5
Dioxido de titanio 1
Sabor 5
Total 100

Ingredientes en el Granulo

Blanqueador

Concentracion (% en peso)

Goma arabiga

10

Peroxido de urea

90
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Ingredientes en el Granulo de la Concentracion (% en peso)
Enzima
Almidon de maiz 99
Enzima perhidrolasa 1
Ejemplo 3

Se evaluaron diversos tamafios de particulas de un complejo de peréxido de
hidrogeno-polivinilpirrolidona y una enzima que tiene actividad perhidrolitica
(“enzima”) en términos de su capacidad de generar acido peracético
uniformemente a lo largo de la superficie de una cinta adhesiva hidratable que
contiene triacetina.

Para evaluar la generacion de acido peracético de este producto, se cortaron
discos de 3/8” de la pelicula. Cada disco se hidraté con 20 pL de buffer de fosfato
de sodio 50 mM, pH 7,2 y se incubd a 37 °C durante 15 minutos. Se agregaron
380 pL de acido fosforico 0,1 M a la pelicula para detener la reaccién enzimatica y
diluir la muestra para deteccion. Se analizo el acido peracético presente en la
solucién por andlisis de HPLC de acido peracético utilizando el método
previamente descrito en la Patente de los EE.UU. 7.829.315 otorgada a DiCosimo
et al. En cada evaluacion, se cortd un minimo de tres muestras de la cinta a lo
largo de una longitud de 24 pulgadas de la pelicula.

Las muestras de la cinta con la enzima y el recubrimiento de perdxido de
hidrogeno-polivinilpirrolidona se elaboraron primero incorporando la enzima en
una pelicula polimérica de pululano. La pelicula seca que contenia la enzima se
molio y tamiz6 a un tamafo de particula de malla 60 a 80 (de 177 pm a 250 um).
La forma particulada de la enzima luego se combiné con perdxido de hidrégeno-
polivinilpirrolidona (PEROXYDONE " XL-10, Ashland Inc., Wilmington, DE). Esta
mezcla se deposité sobre una estructura de una pelicula de dos capas con una
capa adhesiva hidratable que principalmente contenia 6xido de polietileno y

triacetina y una capa de respaldo de alcohol polivinilico para obtener una capa de
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apoyo insoluble. Los resultados de la evaluacion de la generacion de acido
peracético de dos operaciones consecutivas se enumeran en la Tabla 3. Las
muestras se evaluaron al comienzo y al final de la operacion de produccion y
demostraron tener una consistencia pobre de acido peracético.

Tabla 3: Produccion de éacido peracético de las cintas adhesivas hidratables
producidas con un recubrimiento de la enzima perhidrolasa en pululano y

PEROXYDONE™ XL-10.

Muestra Inicio de la Operacion Fin de la Operacion
PAA Promedio | Desviacion | PAA Promedio | Desviacion
(ppm) Estandar (ppm) Estandar
(3 réplicas) (3 réplicas)
1 304 27 110 5
2 132 16 55 3

Luego se procesé el PEROXYDONE "~ XL-10 para formar particulas mas grandes
con granulacién de alto corte con etanol. Luego de la granulacion, la muestra se
tamizé a un tamafio de particula de malla 60 a 200 (de 75 um a 250 pm). La
distribucién del tamafio de particula del PEROXYDONE™ XL-10, utilizado para
producir las muestras descritas en la Tabla 3, y el PEROXYDONE"™ XL-10 luego
de la granulacién de alto corte y el tamizado se describen en la Tabla 4. Las
muestras se midieron en un Beckman Coulter LS13320 provisto de un
alimentador en seco Tornado. Los polvos se analizaron directamente sin

dispersarse en un liquido.

65




Legajo No.: 9357-00-WO-0OC

Tabla 4: Distribucién del tamafio de particula del PEROXYDONE™ XL-10 utilizado

en la deposicién antes y después de la granulacion.

Muestra de Estadisticas de la Distribucion del Tamafo de Particula (um)
PEROXYDONE™ Media Mediana D10 D90
XL-10

Conforme se 75,9 64,0 28,5 143,5
recibio

Luego de la 100,5 93,8 49,9 165,1
granulacion

Se llevo a cabo otra operacidén de produccion de cintas primero preparando una
muestra de la enzima cargada en la matriz de pululano a dos veces la
concentracion de las muestras de la Tabla 3. La pelicula de pululano se moli6 y
tamizé a una malla 60 a 80 (de 177 um a 250 um) y luego se combiné con el
PEROXYDONE™ XL-10 granulado. La mezcla luego se aplic6 sobre una
estructura de una pelicula de dos capas similar de acuerdo con la descripcion que
antecede. La evaluacion de esta muestra en términos de la generacién de acido
peracético se incluye en la Tabla 4, y demostro tener una produccion superior y
mas consistente de acido peracético a lo largo de la operacion de produccion.

Tabla 5: Produccion de éacido peracético de las cintas adhesivas hidratables
producidas con un recubrimiento de la enzima perhidrolasa en pululano y

PEROXYDONE " XL-10 granulado con un alto grado de corte.

Muestra Inicio de la Operacion Fin de la Operacion

PAA Promedio Desviacion PAA Promedio Desviacion

(ppm) Estandar (ppm) Estandar
(3 réplicas) (3 réplicas)
3 828 51 1039 162
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REIVINDICACIONES:

1.

Se reivindica una cinta blanqueadora dental que incluye una pelicula
adhesiva hidratable con un primer lado y un segundo lado, donde el
primer lado tiene un ingrediente blanqueador granular adherido al mismo,
y donde la cinta blanqueadora dental ademas incluye, en o sobre la
pelicula o en la forma de granulos adheridos al primer lado de la pelicula;
a) una enzima que tiene actividad perhidrolitica, donde la enzima
tiene un motivo distintivo de la familia 7 de carbohidrato esterasas (CE-7)
gue se alinea con una secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, y donde el
motivo distintivo incluye:
)] un motivo RGQ en las posiciones correspondientes a las
posiciones 118-120 de la SEQ ID NO: 1;
i) un motivo GXSQG en las posiciones correspondientes a las
posiciones 186-190 de la SEQ ID NO: 1;y
i) un motivo HE en las posiciones correspondientes a las posiciones
303-304 de la SEQ ID NO: 1;y
(b) al menos un sustrato donante de acilo, donde el sustrato se
selecciona del grupo que consiste en:
i) ésteres que tienen la estructura

[X]mRS
donde X = un grupo éster de la féormula R¢C(O)O
Re = grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o ciclico, opcionalmente
sustituido con grupos hidroxilo o grupos alcoxi C1 a C4, donde Rg
opcionalmente incluye uno o mas enlaces éter cuando Rg = C2 a C7;
Rs = un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o ciclico o un grupo
heteroaromatico ciclico de 5 miembros o un grupo aromatico o
heteroaromatico ciclico de seis miembros opcionalmente sustituido con

grupos hidroxilo; donde cada atomo de carbono en Rs individualmente
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incluye no mas de un grupo hidroxilo o no mas de un grupo éster o un
grupo &cido carboxilico; donde Rs opcionalmente incluye uno o mas
enlaces éter;

M es un numero entero que oscila entre 1 y el nimero de atomos de
carbono en Rs; y

donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a
25 °C;

i) glicéridos que tienen la estructura

-

EX
o

CHz CH CHz OR.

I:IF:E'
donde R;= alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada opcionalmente
sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4 y Rz y Ry

individualmente son H o R;C(0);

iii) uno o mas ésteres de la féormula

Ry C—oO R,

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada
opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi C1 a C4y R»
es un alquilo C1 a C10 de cadena recta o ramificada, alquenilo, alquinilo,
arilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,O),, o
(CH,CH(CH3)-O)hHynes1a10;y

iv) sacaridos acetilados seleccionados del grupo que consiste en
monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados, y polisacéarido

acetilado;
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donde al hidratarse la pelicula adhesiva hidratable, el ingrediente
blanqueador granular libera peroxido de hidrégeno y la enzima cataliza la
formacion de una cantidad eficaz de un peréacido.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la reivindicacion 1 donde la
enzima que tiene actividad perhidrolitica incluye una secuencia de
aminoécidos seleccionada de:

a) laSEQIDNO: 1;y

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de
identidad de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la reivindicacion 1 donde la
enzima que tiene actividad perhidrolitica ademés incluye un dominio de
unién fusionado al extremo N o C de la enzima, y donde el dominio de
unién tiene afinidad hacia un tejido oral o hacia la cinta blanqueadora
dental.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la reivindicacion 3 donde el
dominio de unién que tiene afinidad hacia un tejido oral incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ D NO: 29-163.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la reivindicacion 4 donde la
enzima que tiene actividad perhidrolitica posee afinidad hacia un tejido
oral e incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada de

a) la SEQID NO: 2,y

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de
identidad de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 2.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, que ademas incluye una capa de

respaldo adherida al segundo lado de la pelicula adhesiva hidratable,
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donde la capa de respaldo es capaz de inhibir la disolucién de la pelicula
adhesiva hidratable.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el ingrediente blanqueador
granular se recubre con un recubrimiento soluble en agua capaz de
disolverse al hidratarse.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el ingrediente blanqueador
granular se selecciona de peroxidos solidos y donantes de peroxidos
solidos.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el ingrediente blanqueador
granular se selecciona de sales de peréxido, complejos de peréxido,
peroxifosfato, peroxicarbonato, perborato, peroxisilicato, sales de
persulfato, peroxifosfato de calcio, perborato de sodio, carbonato de sodio
peroxidado, peroxifosfato de sodio, persulfato de potasio, hipocloritos,
peréxido de urea, complejos poliméricos de perdoxido de hidrégeno,
complejos poliméricos de peroxido de hidrogeno-polivinilpirrolidona,
peréxidos metalicos, peroxido de zinc, perdéxido de calcio, y sus
combinaciones.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el ingrediente blanqueador
granular se selecciona de perdxido de urea, percarbonato de sodio, un
complejo polimérico de peroxido de hidrégeno-polivinilpirrolidona, y una
combinacion de dos o mas de ellos.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones que anteceden, donde el didmetro medio del tamafio de
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particula (D50) del ingrediente blanqueador granular se ubica entre 10
micrones y 300 micrones.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el didmetro medio del tamafio de
particula (D50) del ingrediente blanqueador granular se ubica entre 100
micrones y 250 micrones.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el didmetro medio del tamafio de
particula (D50) de la enzima que tiene actividad perhidrolitica se ubica
entre 100 micrones y 250 micrones.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde la cinta genera al menos alrededor
de 0,1 % en peso de un peracido.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde la cantidad del agente
blanqueador granular sobre el primer lado de la pelicula adhesiva
hidratable oscila entre 0,001 mg/ cm?y 1 mg/ cm?.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el sustrato donante de acilo es
1,2,3-triacetoxipropano.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde la pelicula adhesiva hidratable
incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados de un éter
de celulosa hidrofilico, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropil metilcelulosa, un acetato de polivinilo, un carbémero, una
goma de polisacaridos, goma de xantano, un almidén alimenticio
modificado, gelatina, gelatina de origen animal o de pescado, un

copolimero de carboxivinilo reticulado, una polivinilpirrolidona reticulada,
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oxido de polietileno, un acido poliacrilico, un poliacrilato, un alcohol
polivinilico, alginato, caseina, pululano, y una combinacion de dos o mas
de ellos.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde la pelicula adhesiva hidratable
incluye uno o mas polimeros solubles en agua seleccionados de un éter
de celulosa hidrofilico, un alcohol polivinilico, un carbomero, y una
combinacion de dos o mas de ellos.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde la pelicula adhesiva hidratable
ademas incluye un plastificante.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde la pelicula adhesiva hidratable
ademas incluye propilenglicol.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde el ingrediente blanqueador
granular se recubre con un recubrimiento soluble en agua capaz de
disolverse al hidratarse.

La cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden, donde se genera una cantidad eficaz de
un peracido a una concentracion esencialmente uniforme a lo largo de la
superficie de la cinta blanqueadora dental.

Un método de blanqueamiento dental que incluye

a) proveer un sistema de envasado que incluye la cinta
blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
gue anteceden;

b) extraer la cinta blanqueadora dental del sistema de envasado; y
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C) poner la cinta blanqueadora dental en contacto directo con los
dientes durante un periodo de tiempo suficiente para blanquear los
dientes; donde la cinta blanqueadora dental se hidrata con la humedad
presente en la cavidad oral o sobre la superficie dental o se hidrata luego

del paso (b) pero antes del paso (c).
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RESUMEN

En la presente se describen cintas blanqueadoras dentales que incluyen una
pelicula adhesiva hidratable que tiene un ingrediente blanqueador granular
adherido a la misma, donde al hidratarse, el ingrediente blanqueador granular
libera perdxido de hidrogeno que lo utiliza un catalizador enzimatico que tiene
actividad perhidrolitica para producir enzimaticamente una cantidad eficaz de un
agente blanqueador peracido a partir de un sustrato donante de acilo. También
se proporcionan métodos para la elaboracién y uso de las cintas blanqueadoras

dentales.
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Glu

ggt
Gly
185

gtt
Val

gcg
Ala

ggc
Gly

gat
Asp

atc
lle
265

tac

Tyr

gga
Gly

aag
Lys

gtt
Val
170

tta
Leu

gcc
Ala

ctt
Leu

agc
Ser

att
lle
250

ggc
Gly

aat
Asn

cat
His

cag
GIn

gac
Asp

acc
Thr

gat
Asp

gaa
Glu

ccg
Pro
235

atg
Met

ctg
Leu

cat

His

gag
Glu

cat
His
315

gaa
Glu

att
lle

tat
Tyr

cag
GIn
220

gaa
Glu

aat
Asn

att
lle

ttg
Leu

tat
Tyr
300

ctt
Leu

aca
Thr

gcc
Ala

cct
Pro
205

ccg

Pro

aca
Thr

ctc
Leu

gac
Asp

gaa
Glu
285

atc
lle

Lys

agg
Arg

gca
Ala
190

tat
Tyr

tac
Tyr

gaa
Glu

gct
Ala

aag
Lys
270

aca
Thr

cct
Pro

ggc
Gly

atc
e
175

gca
Ala

tta
Leu

ctt
Leu

gtg
Val

gac
Asp
255

gtc
Val

gag
Glu

gct
Ala

tga

ggt
Gly

acg
Ala

agc
Ser

gaa
Glu

cag
GIn
240

cga
Arg

acg
Thr

aaa
Lys

Tt
Phe

taa

Asp Leu Pro Leu Asp GIn Leu GIn Thr Tyr Lys Pro

5

10

15

Pro Lys Asp Phe Ser Glu Phe Trp Lys Leu Ser Leu

25

30

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960



Glu

Tyr

Gly

65

Pro

Gly

Phe

Ser

Lys

145

Leu

Val

Leu

Asn

Ie

225

Ala

Glu

Pro

50

Asn

His

Glu

Gly

Leu

130

Asp

Glu

Thr

Ser

Phe

210

Asn

Met

Leu
35

Ala

Ala Asp

Ala Arg

Pro

Ile

Met

115

His

Thr

Val

Gly

Asp

195

Glu

Ser

Lys

Ala

His

100

Leu

Gly

Tyr

lle

Gly

180

e

Arg

Phe

Thr

Lys

Gly

e

e

85

Glu

Val

His

Tyr

Ser

165

Ser

Pro

Ala

Phe

Leu
245

Val

Val

Thr

70

Val

Met

Arg

Ala

Tyr

150

Ser

GIn

Lys

e

Arg

230

Ser

GIn

Lys

55

Gly

Lys

Val

Gly

Leu

135

Arg

Phe

Gly

Ala

Asp

215

Arg

Tyr

Ala

40

Val

Trp

Tyr

Asn

GIn

120

Gly

Gly

Asp

Gly

Ala

200

Val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Tyr

His

Trp

105

GIn

Trp

Val

Glu

Gly

185

Val

Ala

Gly

Asp

Pro

Arg

Ala

Gly

Ala

Ser

Met

Tyr

Val

170

Leu

Ala

Leu

Ser

lle
250

Asp

Leu

Val

75

Tyr

Leu

Ser

Thr

Leu

155

Asp

Thr

Asp

Glu

Pro

235

Met

Leu

Thr

60

Pro

Asn

His

Glu

Lys

140

Asp

Glu

lle

Tyr

GIn

220

Glu

Asn

GIn

45

Asp

Ala

Gly

Asp

125

Gly

Ala

Thr

Ala

Pro

205

Pro

Thr

Leu

Pro

Lys

Lys

Ser

Tyr

110

Thr

lle

Val

Arg

Ala

190

Tyr

Tyr

Glu

Ala

Val

Ser

GIn

Tyr

95

Ala

Ser

Leu

Arg

Ie

175

Ala

Leu

Leu

Val

Asp
255

Asp

Phe

Gly

80

Asp

Ala

Asp

Ala

160

Gly

Ala

Ser

Glu

GIn

240

Arg



8

Val Lys Val Pro Val Leu Met Ser lle Gly Leu lle Asp Lys Val Thr
260 265 270

Pro Pro Ser Thr Val Phe Ala Ala Tyr Asn His Leu Glu Thr Glu Lys
275 280 285

Glu Leu Lys Val Tyr Arg Tyr Phe Gly His Glu Tyr Ile Pro Ala Phe
290 295 300

GIn Thr Glu Lys Leu Ala Phe Phe Lys GIn His Leu Lys Gly
305 310 315

<210> 5

<211> 318

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 5
Met GIn Leu Phe Asp Leu Pro Leu Asp GIn Leu GIn Thr Tyr Lys Pro
1 5 10 15

Glu Lys Thr Ala Pro Lys Asp Phe Ser Glu Phe Trp Lys Leu Ser Leu
20 25 30

Glu Glu Leu Ala Lys Val GIn Ala Glu Pro Asp Leu GIn Pro Val Asp
35 40 45

Tyr Pro Ala Asp Gly Val Lys Val Tyr Arg Leu Thr Tyr Lys Ser Phe
50 55 60

Gly Asn Ala Arg lle Thr Gly Trp Tyr Ala Val Pro Asp Lys Glu Gly

Pro His Pro Ala Ile Val Lys Tyr His Gly Tyr Asn Ala Ser Tyr Asp
85 90 95

Gly Glu lle His Glu Met Val Asn Trp Ala Leu His Gly Tyr Ala Thr
100 105 110

Phe Gly Met Leu Val Arg Gly GIn GIn Ser Ser Glu Asp Thr Ser lle
115 120 125

Ser Pro His Gly His Ala Leu Gly Trp Met Thr Lys Gly lle Leu Asp
130 135 140



Lys

145

Leu

Val

Leu

Asn

e

225

Ala

Val

Pro

Glu

GIn
305

Asp

Glu

Thr

Ser

Phe

210

Asn

Met

Lys

Pro

Leu

290

Thr

<210> 6
<211> 3
<212> P

<213>

<400> 6

Thr

Val

Gly

Asp

195

Glu

Ser

Lys

Val

Ser

275

Lys

Glu

18
RT

Tyr

lle

Gly

180

e

Arg

Phe

Thr

Pro

260

Thr

Val

Lys

Bacillus

Met GIn Leu Phe

1

Glu Lys Thr Thr

20

Tyr

Ser

165

Ser

Pro

Ala

Phe

Leu

245

Val

Val

Tyr

Leu

Tyr

150

Ser

GIn

Lys

Ie

Arg

230

Ser

Leu

Phe

Arg

Ala
310

Arg

Phe

Gly

Ala

Asp

215

Arg

Tyr

Met

Ala

Tyr

295

Phe

subtilis

Gly

Asp

Gly

Ala

200

Val

Asn

Phe

Ser

Ala

280

Phe

Phe

Val

Glu

Gly

185

Val

Ala

Gly

Asp

Ile

265

Tyr

Gly

Lys

Tyr

Val

170

Leu

Ala

Leu

Ser

lle

250

Gly

Asn

His

GIn

9

Leu
155

Asp

Thr

Asp

Glu

Pro

235

Met

Leu

His

Glu

His
315

Asp Ala

Glu Thr

Ile Ala

Tyr Pro
205

GIn Pro
220

Glu Thr

Asn Leu

Ile Asp

Leu Glu
285

Tyr lle
300

Leu Lys

Val

Arg

Ala

190

Tyr

Tyr

Glu

Ala

Lys

270

Thr

Pro

Gly

Arg

Ie

175

Ala

Leu

Leu

Val

Asp

255

Val

Lys

Ala

Ala

160

Gly

Ala

Ser

Glu

GIn

240

Arg

Thr

Lys

Phe

Asp Leu Pro Leu Asp GIn Leu GIn Thr Tyr Lys Pro

5

10

15

Pro Asn Asp Phe Ser Glu Phe Trp Lys Ser Ser Leu

25

30



Asp

Tyr

Gly

65

Pro

Gly

Phe

Ser

Lys

145

Leu

Val

Leu

Asn

e

225

Ala

Glu

Pro

50

Asn

His

Glu

Gly

Pro

130

Asp

Glu

Thr

Ser

Phe

210

Asn

Met

Leu

35

Ala

Ala

Pro

Ile

Met

115

His

Thr

Val

Gly

Asp

195

Glu

Ser

Lys

Ala

Asp

Arg

Ala

His

100

Leu

Gly

Tyr

lle

Gly

180

e

Arg

Phe

Thr

Lys

Gly

e

e

85

Glu

Val

His

Tyr

Ser

165

Ser

Pro

Ala

Phe

Leu
245

Val

Val

Thr

70

Val

Met

Arg

Ala

Tyr

150

Ser

GIn

Lys

e

Arg

230

Ser

Lys

Lys

55

Gly

Lys

Val

Gly

Leu

135

Arg

Phe

Gly

Ala

Asp

215

Arg

Tyr

Ala Ala
40

Val Tyr

Trp Tyr

Tyr His

Asn Trp

105

GIn GIn
120

Gly Trp

Gly Vval

Asp Glu

Gly Gly

185

Ala Vval

200

val Ala

Asn Gly

Phe Asp

10

Pro

Arg

Ala

Gly

Ala

Ser

Met

Tyr

Val

170

Leu

Ala

Leu

Ser

lle
250

Asp

Leu

Val

75

Tyr

Leu

Ser

Thr

Leu

155

Asp

Thr

Asp

Glu

Pro

235

Met

Leu

Thr

60

Pro

Asn

His

Glu

Lys

140

Asp

Glu

lle

Tyr

GIn

220

Glu

Asn

GIn

45

Asp

Ala

Gly

Asp

125

Gly

Ala

Thr

Ala

Pro

205

Pro

Thr

Leu

Leu

Lys

Lys

Ser

Tyr

110

Thr

lle

Val

Arg

Ala

190

Tyr

Tyr

Glu

Ala

Val

Ser

Glu

Tyr

95

Ala

Ser

Leu

Arg

Ie

175

Ala

Leu

Leu

Glu

Asp
255

Asp

Phe

Gly

80

Asp

Ala

Asp

Ala

160

Gly

Ala

Ser

Glu

Lys

240

Arg



Val Lys Val Pro
260

Pro Pro Ser Thr
275

Glu Leu Lys Val
290

GIn Thr Glu Lys
305

<210> 7

<211> 318
<212> PRT
<213> Bacillus

<400> 7

Met GIn GIn Pro
1

Pro Glu Arg Thr

20

Glu Glu Leu

35

Leu

Glu Tyr Pro Ala

50

Ile
65

Gly Gly Ala

Gly Pro His Pro

Asp Gly Asp lle

100

Ala Phe Gly Met

115

Ile Ser His His

130

Val Leu Met Ser

Val Phe Ala Ala
280

Tyr Arg Tyr Phe
295

Leu Ala Phe Phe
310

licheniformis

Tyr Asp Met Pro

Ala Pro Ala Asp

Ala Asn Glu Lys

40

Val
55

Asp Gly Lys

e
70

Arg Lys Gly

Ala
85

Ile val Lys

Asp lIle Val

Leu Val Arg Gly

120

Val
135

Gly His Pro

lle

265

Tyr

Gly

Lys

Leu

Phe

25

Ala

Val

Trp

Tyr

Asn

105

GIn

Gly

11

Gly Leu lle

Asn His Leu

His Glu Tyr

300

GIn His
315

Leu

Glu
10

GIn Leu

Lys Glu Phe

Gly Pro GIn

Leu
60

Tyr Trp

Ala
75

Tyr Val

His
20

Gly Tyr

Trp Ala Leu

Asn Ser Ser

Thr
140

Trp Met

Asp

Glu

285

Ile

Lys

Tyr

Leu

45

Thr

Pro

Asn

His

Glu

125

Lys

Lys Val
270

Thr Glu

Pro Ala

Gly

GIn Tyr

15

Lys
30

Gly

Glu Pro

Tyr Arg

Asp Arg

Ala Ser
95

Gly
110

Tyr

Asp Thr

Gly lIle

Thr

Lys

Phe

Lys

Ser

His

Ser

GIn

80

Tyr

Ala

Glu

Leu



Asp

145

Ala

Gly

Ala

Ser

Glu

225

Ala

Leu

Thr

Lys

Phe
305

Pro

Val

Val

Leu

Asn

210

Ie

Ala

Val

Pro

Glu

290

GIn

<210> 8
<211> 3
<212> P

<213>

<400> 8

Lys

Glu

Ie

Ser

195

Phe

Asn

Met

Lys

Pro

275

e

Thr

20
RT

Thr

Val

Gly

180

Asp

GIn

Ser

His

Ala

260

Ser

Lys

Glu

Bacillus

Met GIn Leu Phe

1

Tyr

Val

165

Ala

e

Arg

Phe

Thr

245

Thr

Thr

Val

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Pro

Ala

Phe

230

Leu

Val

Val

Tyr

Leu
310

pumi lus

Tyr

Gly

GIn

Lys

lle

215

Arg

Ser

Leu

Phe

Arg

295

Ala

12

Arg Gly Vval Tyr

Phe

Gly

Ala

200

Asp

Arg

Tyr

Met

Ala

280

Tyr

Phe

Ala

Gly

185

Ala

Thr

Asn

Phe

Ser

265

Ala

Phe

Leu

Glu

170

Gly

Val

Ala

Thr

Asp

250

lle

Tyr

Gly

Arg

155

Val

Leu

Ser

Ie

Ser

235

Val

Gly

Asn

His

Lys
315

Leu

Asp

Ala

Glu

Asp

220

Pro

Met

Leu

His

Glu

300

His

Asp

Glu

Val

Tyr

205

GIn

Asp

Asn

Val

Leu

285

Tyr

Leu

Ala

Lys

Ala

190

Pro

Pro

lle

Leu

Asp

270

Glu

lle

Lys

Val

Arg

175

Val

Tyr

Tyr

Glu

Ala

255

Thr

Thr

Pro

Arg

160

lle

Ser

Leu

Leu

GIn

240

GIn

Asp

Pro

Asp Leu Ser Leu Glu Glu Leu Lys Lys Tyr Lys Pro

5

10

15

Lys Lys Thr Ala Arg Pro Asp Phe Ser Asp Phe Trp Lys Lys Ser Leu

20

25

30



Glu

Tyr

Gly

65

Pro

Gly

Phe

Thr

Lys

145

Leu

Val

Leu

Asn

e

225

Ala

Glu

Pro

50

His

His

Gly

Gly

Pro

130

Asp

Glu

e

Ser

Phe

210

Asn

Phe

Leu

35

Val

Ser

Pro

Ile

Met

115

Gly

Thr

Val

Gly

Asp

195

Glu

Ser

Glu

Arg

Lys

Lys

Ala

His

100

Leu

Gly

Tyr

lle

Gly

180

e

Arg

Tyr

Thr

GIn

Gly

e

Leu

85

Asp

Val

His

Tyr

GIn

165

Ser

Pro

Ala

Phe

Leu
245

Val

Val

Glu

70

Val

Ie

Arg

Ala

Tyr

150

Ser

GIn

Lys

Val

Arg

230

Ser

Glu

Lys

55

Gly

Arg

Val

Gly

Leu

135

Arg

Phe

Gly

Val

Asp

215

Arg

Tyr

Ala

40

Val

Phe

Phe

Asn

GIn

120

Gly

Gly

Pro

Gly

Val

200

Val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Tyr

His

Trp

105

Gly

Trp

Val

Glu

Ala

185

Val

Ala

Ser

Asp

13

Pro

Arg

Ala

Gly

Ala

Gly

Met

Tyr

Val

170

Leu

Ala

Leu

Asp

Leu
250

Thr

Leu

Val

75

Tyr

Leu

Ser

Thr

Leu

155

Asp

Ala

Asp

Glu

Pro

235

Ie

Leu

Thr

60

Pro

Asn

His

Glu

Lys

140

Asp

Glu

lle

Tyr

GIn

220

Lys

Asn

Glu

45

Asp

Ala

Gly

Asp

125

Gly

Ala

His

Ala

Pro

205

Pro

Val

Leu

Ser

GIn

GIn

Ser

Tyr

110

Thr

lle

Val

Arg

Ala

190

Tyr

Tyr

Glu

Ala

Tyr

Ser

Thr

Tyr

95

Ala

Ser

Leu

Arg

e

175

Ala

Leu

Leu

Glu

Gly
255

Asp

Phe

Gly

80

Asp

Thr

Val

Ser

Ala

160

Gly

Ala

Ser

Glu

Lys

240

Trp



Val Lys GIn Pro Thr Leu Met Ala

260
Pro Pro Ser Thr Val Phe Ala Ala
275 280
Asp Leu Lys Val Tyr Arg Tyr Phe
290 295
GIn Thr Glu Lys Leu Ser Phe Leu
305 310
<210> 9
<211> 320
<212> PRT

<213> Clostridium thermocellum
<400> 9

Met Ala GIn Leu Tyr Asp Met Pro
1 5

Pro Ala Leu Thr Lys GIn Lys Asp
20

Leu Lys Glu Leu Ala Glu Ile Pro
35 40

Asp Phe Pro Ala Arg Arg Val Lys
50 55

Phe Lys Gly Ala Asn lle Glu Gly
65 70

Gly Leu Tyr Pro Gly Leu Val GIn
85

Asp Gly Cys Val Pro Asp Val Val
100

Ala Phe Leu Met Leu Val Arg Gly
115 120

Ile Val Pro Gly Ser Gly His Ala
130 135

lle

265

Tyr

Gly

GIn

Leu

Phe

25

Leu

Val

Trp

Phe

Asn

105

GIn

Leu

14

Gly Leu

Asn His

His Glu

Lys His
315

Glu Glu
10

Asp Glu

Lys Tyr

Phe Arg

Leu Ala

75

His Gly

90

Trp Ala

GIn Gly

Gly Trp

lle

Leu

Phe

300

Leu

Leu

Phe

GIn

Val

60

Val

Tyr

Leu

Arg

Met
140

Asp

Glu

285

Ile

Leu

Lys

Trp

Leu

45

Glu

Pro

Asn

Asn

Ser

125

Ser

Lys

270

Thr

Pro

Leu

Lys

Glu

30

lle

Tyr

Glu

Trp

Gly

110

Val

Lys

e

Asp

Ala

Ser

Tyr

15

Pro

Leu

Gly

Ala

95

Tyr

Asp

Gly

Thr

Lys

Phe

Thr
320

Lys

Ser

Tyr

Gly

Glu

80

Met

Ala

Asn

Ile



Leu

145

Arg

e

Ala

Leu

Leu

225

Arg

Pro

Ie

Pro

Gly
305

Ser

Ala

Gly

Ala

Ala

210

Glu

GIn

Arg

Thr

Lys

290

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Pro

Val

Val

Leu

195

His

Ile

Val

e

Pro

275

Glu

Val

10

325

PRT

10

Glu

Glu

Thr

180

Ser

Phe

Asn

Lys

Lys

260

Pro

Ile

Glu

Glu

Ie

165

Gly

Gly

Glu

Glu

Lys

245

Cys

Ser

Ser

e

Tyr

150

Leu

Gly

e

Arg

Tyr

230

Thr

Arg

Thr

Val

Lys
310

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ala

215

Leu

Leu

Thr

Val

Phe

295

Leu

Tyr

Ser

GIn

Lys

200

Ile

Arg

Ser

Trp

Phe

280

Arg

Arg

Thermotoga neapolitana

Arg

Leu

Gly

185

Val

Asp

Arg

Tyr

Ile

265

Ala

Tyr

e

15

Gly val
155

Pro Cys
170

Gly Gly

Ala Ala

Val Ala

Asn Ser

235

Phe Asp

250

Cys Thr

Val Tyr

Phe Gly

Leu Met
315

Tyr

Val

Leu

Val

Pro

220

Gly

lle

Gly

Asn

His
300

Asp

Met

Asp

Ala

His

205

Asp

Glu

Met

Leu

His

285

Glu

Glu

Asp

Glu

Leu

190

Tyr

Gly

Glu

Asn

Val

270

Leu

His

Leu

Ala

Ser

175

Ala

Pro

Pro

Ie

Leu

255

Asp

Lys

Met

Asn

Val

160

Arg

Val

Phe

Tyr

Glu

240

Ala

Glu

Cys

Pro

Pro
320

Met Ala Phe Phe Asp Met Pro Leu Glu Glu Leu Lys Lys Tyr Arg Pro

1

5

10

15

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp Phe Asp Glu Phe Trp Arg Glu Thr Leu

20

25

30



Lys

Phe

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Asp
225

Asp

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Val

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Ser

35

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

Ser

Leu

195

Val

His

Glu

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Arg

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Gly

Thr

e

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ile

Val

165

Lys

Val

Phe

Tyr

e
245

Phe

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Val

Ser

Leu

Val

230

Val

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Gly

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys
215

Glu

Phe

Leu

40

Thr

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Pro

Val

Val

Leu

200

His

lle

Arg

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Gly

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

16

Pro

Asp

Leu

e

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Asn

Arg

Asn

Leu
250

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Arg

Arg

Phe

235

Ser

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn

140

Tyr

lle

Ser

Val

Ala

220

Leu

Tyr

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Met

125

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Lys

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val Asp

Gly Tyr

Ala Glu
80

Gly Arg

Ile Cys

Gly Asp

Gly Phe

Arg Val
160

Pro Arg
175

Gly Gly

Leu Leu

Leu Val

His Arg

240

Gly Vval
255



Asn Phe Ala Ala Arg Ala Lys
260

Met Asp Thr lle Cys Pro Pro
275

Tyr Ala Gly Pro Lys Glu lle
290 295

Gly Gly Gly Ser Phe GIn Ala
305 310

Leu Phe Glu Glu Gly
325

<210> 11

<211> 325

<212> PRT

<213> Thermotoga maritima

<400> 11
Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro
1 5

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp
20

Ala Glu Ser Glu Lys Phe Pro
35

Ser His Leu Lys Thr Val Glu
50 55

Arg Gly GIn Arg lle Lys Gly

Glu Lys Leu Pro Cys Val Vval
85

Gly Phe Pro His Asp Trp Leu
100

Phe Val Met Asp Thr Arg Gly
115

Val

Ser

280

Arg

[ [E]

Leu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

GIn

Phe

GIn
120

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

17

Ala Leu

Val Phe

Tyr Pro

GIn Vval
315

Glu Leu
10

Glu Phe

Pro Vval

Asp Val

Leu Val

75

Ile Gly
90

Pro Ser

Ser Gly

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu
125

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Gly

Asn

His

Lys

Arg

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

e

Gly

Leu

His

Glu

Arg
320

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp



Thr

Met

145

Phe

Val

Ie

Asp

225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

Asp

Arg

Asp

GIn

Leu

195

Val

His

Glu

Ala

Asn

275

Gly

Gly

Glu

12
320
PRT
Thermoanaerobacterium sp.

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Ala

260

e

Pro

Ser

Lys

Pro

Ie

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

e

245

Arg

Cys

Lys

Phe

Gly
325

Glu

Leu

150

Arg

e

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Pro

Glu

GIn
310

Gly

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

e

295

Ala

Pro

Pro

Val

[ [E]

Leu

200

His

Ile

Arg

Ile

Ser

280

Arg

Val

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

18

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

GIn

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Phe

Val

160

GIn

Gly

Leu

Val

Arg

240

Val

Leu

Tyr

Glu

Lys
320



<400> 12

Met Gly Leu Phe

1

Thr

Asp

Phe

Arg

65

Lys

Asp

Ala

Val

Asp

145

Leu

Gly

Ala

Ser

Asn

Glu

GIn

50

Gly

His

Trp

Met

Thr

130

Ala

Ala

Val

Leu

Asp
210

Pro Cys
20

Met Arg
35

Val Ser

Ala Arg

Pro Ala

Asn Asp
100

Asp Val
115

Gly Asn

Asp Asn

Gly lle

Met Gly
180

Glu Pro
195

Tyr Lys

Asp

Pro

Ser

Phe

e

Leu

85

Lys

Arg

Thr

Met

Val

165

Pro

Arg

Arg

Met

Glu

Val

Ala

His

70

e

Leu

Gly

Leu

Leu

150

Met

Ser

Val

Val

Pro

Asp

Asp

Glu

55

Ala

Arg

Asn

GIn

Asn

135

Phe

Asn

GIn

Arg

Trp
215

Leu

Phe

Pro
40

Cys

Lys

Phe

Tyr

Gly

120

Gly

Arg

Met

Gly

Lys

200

Asp

GIn

Asp

25

Lys

Tyr

Tyr

His

Val

105

Gly

His

His

Pro

Gly

185

Val

Leu

19

Lys

10

Glu

lle

Asp

lle

Gly

90

Ala

GIn

lle

lle

Glu

170

Gly

Val

Asp

Leu

Tyr

Glu

Leu

Lys

75

Tyr

Ala

Ser

e

Phe

155

Val

Leu

Ser

Leu

Arg

Trp

Leu

Tyr

60

Pro

Ser

Gly

GIn

Arg

140

Leu

Asp

Ser

Glu

Ala
220

Glu

Asn

Lys

45

Phe

Lys

Ser

Phe

Asp

125

Gly

Asp

Glu

Leu

Tyr

205

Lys

Tyr

Arg

30

Glu

Thr

Thr

Asn

Thr

110

Val

Leu

Thr

Asp

Ala

190

Pro

Asn

Thr Gly
15

Ala Leu

Ser Ser

Gly Vval

Glu Gly

80

Ser Gly
95

Val Val

Gly Gly

Asp Asp

Ala GIn

160

Arg Val

175

Cys Ala

Phe Leu

Ala Tyr



GIn Glu lle Thr
225

Glu Asn Glu Vval

Ala Lys Arg lle
260

GIn Val Cys Pro
275

Ser Lys Lys Asp
290

Arg Gly Phe Gly
305

<210> 13

<211> 319
<212> PRT
<213> Bacillus

<400> 13
Met Pro Leu lle
1

Arg Asn Pro Lys
20

GIn Glu Met Arg
35

Phe GIn Thr Thr
50

Arg Gly Ala Arg
65

Gly Thr His Pro

Gly Glu Trp Thr
100

Asp

Phe

245

Lys

Pro

Ie

Asp

Tyr Phe
230

Thr Lys

Gly Asp

Ser Thr

Lys Vval

295

Leu Ala
310

halodurans

Asp

Pro

Lys

Tyr

Ala
85

Gly

Met Pro

Asp Asp

Val Asn

Ala Glu

55

His Ala
70

val lle

Leu Leu

Arg

Leu

Val

Val

280

Tyr

Met

Leu

Phe

Pro
40

Cys

Lys

Leu

Gly

Leu

265

Phe

Pro

GIn

Thr

Thr

25

Asn

Phe

Tyr

Phe

Tyr
105

20

Phe

Tyr

250

Met

Ala

Asp

Phe

Glu
10

Glu

Val

Val

His
90

Ala

Asp
235

Ie

Cys

Ala

Tyr

Met
315

Leu

Tyr

Glu

Leu

Arg

75

Gly

Ala

Pro

Asp

Val

Tyr

Gly

300

Leu

Lys

Trp

Leu

Tyr

60

Pro

Tyr

Leu

Arg

Val

Gly

Asn

285

His

Glu

Glu

Asp

Ile

45

Phe

Arg

Thr

Gly

His

Lys

Leu

270

Asn

Glu

Leu

Tyr

Arg

Pro

Thr

His

Met

Tyr
110

Glu Arg
240

Asn Leu
255

Met Asp

Ile GIn

Pro Met

Tyr Ser
320

Met Gly
15

Ala Leu

Ser Asp

Gly Vval

Thr Ser
80

Asn Ala
95

Ser Val



Leu

Gly

Asp

145

GIn

Val

Ala

Leu

Tyr

225

Arg

Leu

Asp

Thr

Leu
305

Ala

Val

130

Asn

Leu

Ala

Ala

Ser

210

Asp

Glu

Ala

Thr

Thr

290

Pro

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

Met Asp
115

Lys Gly

Ala Asp

Ala Asn

Val Thr

180

Leu Glu
195

Asp Tyr

Glu Leu

Ala Glu

Pro Leu

260

Val Cys

275

Thr Lys

Gly His

14

317

PRT
Bacillus

Val

Asn

GIn

e

165

Gly

Pro

GIn

GIn

Ie

245

Val

Pro

Ser

Arg

claus

Arg

Thr

Leu

150

Val

Trp

Lys

Arg

Thr

230

Phe

Lys

Pro

e

Asp
310

Gly

His

135

Leu

Met

Ser

lle

Val

215

Tyr

Thr

Gly

Ser

Glu

295

Arg

GIn
120

Ser

Phe

Asn

GIn

Lys

200

Trp

Phe

Lys

Glu

Thr

280

Leu

Ile

21

Gly Gly Leu

Gly

Arg

Leu

Gly

185

Lys

Glu

Arg

Leu

Val

265

GIn

Tyr

Phe

His

His

Pro

170

Gly

Val

Met

Arg

Gly

250

Leu

Phe

Pro

GIn

Ie

Val

155

Glu

Ala

Ala

Asp

Phe

235

Tyr

Leu

Ala

Asp

Phe
315

Ser

lle

140

Phe

Val

Leu

Pro

Leu

220

Asp

lle

Ala

Met

Phe

300

Leu

Glu

125

Arg

Leu

Asp

Ala

Val

205

Ala

Pro

Asp

Val

Tyr

285

Ala

Ser

Asp

Gly

Asp

Glu

lle

190

Tyr

Glu

GIn

lle

Gly

270

Asn

His

Asp

Thr

Leu

Thr

Glu

175

Ala

Pro

Lys

His

GIn

255

Leu

Lys

Glu

Leu

Gly

Asp

Ala

160

Arg

Cys

Phe

Ala

Arg

240

His

Met

Leu

Asp



<400> 14

Met Pro Leu

1

Ie

Thr

Phe

Gly

65

Lys

Glu

Tyr

Val

Gly

145

Leu

Met

Ala

Ser

Asn

Glu

GIn

50

Asn

Thr

Trp

Met

Arg

130

Pro

Val

Ala

Leu

Asp
210

Pro

Ile
35

Cys

Ala

Pro

Ser

Asp

115

Gly

Asp

Arg

Thr

Val

195

Tyr

Val

Lys

20

Glu

Ser

Lys

Ala

Ser

100

Val

Asn

Ala

Ala

Gly

180

Pro

Lys

Asp

Pro

Ala

Phe

Ile

Val

85

Leu

Arg

Thr

Leu

Ala

165

Trp

Glu

Arg

Met

Ala

Ile

Ala

His

70

Phe

Leu

Gly

Tyr

Phe

150

Lys

Ser

e

Val

Pro

Asp

Asp

Asn

55

Ala

Met

Asn

GIn

Arg

135

Tyr

Thr

GIn

Lys

Trp
215

Leu

Phe

Pro
40

Cys

Lys

Phe

Tyr

Gly

120

Gly

Arg

Leu

Gly

Arg

200

GIn

Arg

Asp

25

Glu

Tyr

Tyr

His

Val

105

Gly

His

Ser

Pro

Gly

185

Leu

Met

22

Glu

10

GIn

Val

His

Val

Gly

90

Ala

Thr

lle

Val

His

170

Ala

Ala

Asp

Leu

Tyr

Thr

Phe

GIn

75

Tyr

Ala

Ser

e

Phe

155

Ie

Leu

Pro

Leu

Leu

Trp

Leu

Tyr

60

Pro

Gly

Gly

Glu

Arg

140

Leu

Asp

Thr

Val

Ala
220

Ala

Asn

Val

45

Tyr

Lys

Gly

Phe

Asp

125

Gly

Asp

Lys

Leu

Tyr

205

Val

Tyr

Arg

30

Glu

Arg

Ala

Arg

Ser

110

Pro

Leu

Thr

Thr

Ala

190

Pro

Arg

Glu

15

Ala

Ser

Ser

Gly

Ser

95

Val

Gly

Asp

Val

Arg

175

Phe

Ser

Gly

Lys

Ser

Ala

Glu

80

Ala

Phe

Gly

Ala

GIn

160

Leu

Ala

Leu

Tyr



Lys Glu Leu Ala Asp Tyr Phe Arg Ser

225

230

His Gly Glu Ile Phe Glu Arg Leu Gly

245

Ala Asp Arg Ile GIn Gly Asp Val Leu

260 265

Thr Glu Cys Pro Pro Ser Thr GIn Phe

275 280

Ala Lys Lys Ser Tyr Glu Leu Tyr Pro
290 295

Pro Gly Met Asn Asp His Ile Phe Arg

305

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

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

<400>

310

15
325
PRT
Thermotoga neapolitana

CARACTERISTICAS DIVERSAS
Qr7)..217)
Xaa es Ala, val, Ser, o Thr.

15

Met Ala Phe Phe Asp Met Pro Leu Glu

1

5

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp Phe Asp

20 25

Lys Glu Ser Glu Gly Phe Pro Leu Asp

35 40

Phe His Leu Lys Thr Val Glu Thr Tyr

50

55

Arg Gly GIn Arg Ile Lys Gly Trp Leu

65

70

23

Tyr Asp Pro

Tyr

250

Met

Ala

Asp

Phe

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

235

Ie

Gly

Ala

Phe

Phe
315

Leu

Phe

Val

Val

Val
75

Asp

Val

Tyr

Gly

300

Thr

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

GIn

Val

Gly

Asn

285

His

Ser

Lys

Arg

Glu

45

Phe

Lys

His Lys Arg
240

GIn His Leu
255

Leu Met Asp
270

Lys Ile Lys

Glu His Leu

Tyr Arg Pro
15

Glu Thr Leu
30

Lys Val Asp

Ser Gly Tyr

Leu Ala Glu
80



Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Asp

225

Asp

Asn

Met

Tyr

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Val

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala
290

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

Ser

Leu

195

Val

His

Glu

Ala

Thr

275

Gly

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Arg

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Ala

260

lle

Pro

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ie

Val

165

Lys

Val

Phe

Tyr

e

245

Arg

Xaa

Lys

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Val

Ser

Leu

Val

230

Val

Ala

Pro

Glu

Val

Leu

Gly

Gly

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

lle
295

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Pro

Val

Val

Leu

200

His

e

Arg

vVal

Ser

280

Arg

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Gly

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

e

24

Ile Gly Tyr

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Asn

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Arg

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Met

Trp

GIn

140

Tyr

lle

Ser

Val

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr
300

Asn

Gly

Met

125

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Gly Arg
95

Ile Cys

Gly Asp

Gly Phe

Arg Val
160

Pro Arg
175

Gly Gly

Leu Leu

Leu Val

His Arg

240

Gly Vval

255

Gly Leu

Asn His

His Glu



25

Gly Gly Gly Ser Phe GIn Ala Ile Glu GIn Val Lys Phe Leu Lys Arg

305

Leu Phe Glu Glu Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

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

<400>

16
325
PRT
Thermotoga maritima

16

Met Ala Phe

1

Glu

Ala

Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro
130

Tyr

Ser

35

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Phe

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

325

Asp

Glu

Lys

Thr

Ie

Cys

85

Asp

Thr

Pro

310

Leu

Lys

Phe

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

CARACTERISTICAS DIVERSAS
Q@Qr7..217)
Xaa es Ala, val, Ser, o Thr.

Pro Leu Glu

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Gly
135

Phe

Leu

40

Ala

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

lle

90

Pro

Ser

Asp

315

Leu

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn
140

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

320

Arg Pro
15

Thr Leu

Met Glu

Gly Tyr

Glu Glu
80

Gly Arg

95

Ile Cys

Gly Asp

Gly Phe



Met Thr Arg Gly lle Leu Asp Pro

145

150

Phe Thr Asp Ala Val Arg Ala Val

Val Asp

165

GIn Glu Arg lle Vval lle
180

Ile Ala Leu Ala Val Ser Ala Leu

195 200

Val Pro Phe Leu Cys His

210 215

Asp Thr His Pro Tyr Ala Glu lle

225

230

Asp Lys Glu Glu Ile Val Phe Arg

Asn Phe

Met Asp

245

Ala Ala Arg Ala Lys lle
260

Asn lle Xaa Pro Pro Ser
275 280

Tyr Ala Gly Pro Lys Glu lle Arg
290 295

Gly Gly Gly Ser Phe GIn Ala Val

305

Leu Phe

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

<220>
<221>
<222>

310
Glu Lys Gly
325
17
326
PRT

Thermotoga lettingae

CARACTERTSTICAS DIVERSAS
Q77)..Q77)

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

26

Thr Tyr Tyr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

155

Ala Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Val

160

GIn

Gly

Leu

Val

Arg

240

Val

Leu

Tyr

Glu

Lys
320



<223> Xaa es Ala, Val,

<400> 17

Met Val Tyr Phe

1

GIn

Phe

Arg

Gly

Gly

Phe

Thr

Leu

145

Phe

Ie

e

Arg

Glu

Tyr

50

Gly

Lys

Phe

Ie

Pro

130

Thr

Met

Asp

Ala

Tyr

Thr

35

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Lys

Asp

Ser

Leu
195

Glu

20

Arg

GIn

Lys

Pro

Tyr

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

GIn

180

Ala

Asp

5

Glu

Gly

Asn

e

Cys

85

Asp

Thr

Glu

Val

Phe

165

Thr

Val

Met

Lys

Tyr

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Asp

Leu

150

Met

e

Ser

Ser, o Thr.

Pro Leu Glu

Asp

Phe

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Asn

135

Asn

Ala

lle

Ala

Phe

GIn

40

Thr

Trp

Glu

Leu

GIn

120

Pro

Pro

val

Leu

Leu
200

Asp

25

Glu

Phe

Leu

Phe

Trp

105

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

185

Ser

27

Asp

10

Asp

Pro

Asp

Ile

Val

90

Ser

Ser

Asp

Thr

Thr

170

Gly

Ser

Leu

Phe

e

Val

Leu

75

Gly

Ala

Asn

Pro

Tyr

155

e

Ala

Lys

Arg

Trp

Leu

Thr

60

Pro

Tyr

Ala

Trp

GIn

140

Tyr

Ser

Ser

Val

Lys

Lys

Lys

45

Phe

Lys

Gly

Gly

Met

125

Tyr

Tyr

GIn

GIn

Met
205

Tyr

GIn

30

Lys

Ser

Phe

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Leu

Gly

190

Ala

Leu

15

Thr

Val

Gly

Arg

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

Glu

175

Gly

Leu

Pro

lle

Asp

Tyr

Asn

80

Arg

His

Asp

Phe

Val

160

GIn

Gly

Leu



28

Cys Asp Val Pro Phe Leu Cys His Tyr Lys
210 215

Asp Ser Met Pro Tyr Ala Glu lle Thr Arg

225

230

Asp Lys Ile GIn Thr Val Phe Arg Thr Leu

Asn Phe

Met Asp

245 250

Ala Ala Arg Ala Lys Cys Pro Ala
260 265

Asp lle Xaa Pro Pro Ser Thr Val
275 280

Tyr Ala Gly Glu Lys Asp lle Arg lle Tyr
290 295

Gly Gly Gly Ser Phe His Thr Leu Glu Lys

305

Thr l1le

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

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

<400>

310
Ser Met Arg Glu
325
18
325
PRT

Thermotoga petrophilia

CARACTERISTICAS DIVERSAS
Q..M
Xaa es Ala, val, Ser, o Thr.

18

Arg

Tyr

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Leu
315

Ala
220

Cys

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Val

Ile Thr

His lle

240

Gly Vval

Gly Leu

Asn Tyr

His Glu

Lys Lys
320

Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro Leu Glu Glu Leu Lys Lys Tyr Arg Pro

1

5 10

15

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp Phe Asp Glu Phe Trp Glu Gly Thr Leu

20 25

30

Ala Glu Asn Glu Lys Phe Pro Leu Asp Pro Val Phe Glu Arg Met Glu

35 40

45



Ser

Met

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Asp
225

Asp

Asn

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Leu Lys

GIn Arg

Leu Pro

Pro His
100

Met Asp
115

Asp Tyr

Arg Gly

Asp Ala

His Glu

180

Leu Ala

195

Val Pro

His Pro

Glu Glu

Ala Vval
260

Thr

Ie

Cys

85

Asp

Thr

Pro

e

Val
165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ie

245

Arg

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Asp

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Ala Tyr

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Pro

Val

Ile

Leu

200

His

e

Arg

Ile

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro
265

29

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Phe

Lys

Asn

Gly

Met

125

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val
270

Gly Tyr

Glu Glu
80

Gly Arg
95

Ile Cys

Gly Asp

Gly Phe

Arg Val
160

Pro Arg
175

Gly Gly

Leu Leu

Leu Val

His Arg
240

Gly Vval
255

Gly Leu



30

Met Asp Asn lIle Xaa Pro Pro Ser Thr Val Phe Ala Ala Tyr Asn His
275 280 285

Tyr Ala Gly Pro Lys Glu lle Arg lle Tyr Pro Tyr Asn Asn His Glu
290 295 300

Gly Gly Gly Ser Phe GIn Ala lle Glu GIn Val Lys Phe Leu Lys Arg
305 310 315 320

Leu Phe Glu Lys Gly
325

<210> 19

<211> 325

<212> PRT

<213> Thermotoga sp. RQ2a

<220>

<221> CARACTERISTICAS DIVERSAS
<222> (277)..(277)

<223> Xaa es Ala, Val, Ser, o Thr.

<400> 19
Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro Leu Glu Glu Leu Lys Lys Tyr Arg Pro
1 5 10 15

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp Phe Asp Glu Phe Trp Lys Glu Thr Leu
20 25 30

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

Ser His Leu Lys Thr Val Glu Val Tyr Asp Val Thr Phe Ser Gly Tyr
50 55 60

Arg Gly GIn Arg lle Lys Gly Trp Leu Leu Val Pro Lys Leu Glu Glu
65 70 75 80

Glu Lys Leu Pro Cys Val Val GIn Tyr lle Gly Tyr Asn Gly Gly Arg
85 90 95

Gly Phe Pro His Asp Trp Leu Phe Trp Pro Ser Met Gly Tyr lle Cys
100 105 110



Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Cys

Asp

225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

Met Asp Thr

115

Asp

Arg

Asp

His

Leu

195

Val

His

Glu

Ala

Asn

275

Gly

Gly

Glu

<210> 20

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Val

260

e

Pro

Ser

Lys

Pro

e

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ie

245

Arg

Xaa

Lys

Phe

Gly
325

Arg

Glu

Leu

150

Arg

Ie

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Pro

Glu

GIn
310

Gly

Asp

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

e

295

Ala

GIn

120

Pro

Pro

Val

Ile

Leu

200

His

e

Arg

e

Ser

280

Arg

Ile

31

Gly Ser Gly Trp

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

GIn

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Gly Asp

Gly Phe

Arg Val
160

Pro Arg
175

Gly Gly

Leu Leu

Leu Val

His Arg

240

Gly Vval

255

Gly Leu

Asn His

His Glu

Lys Arg
320



<211> 329
<212> PRT

<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 20

Met Ala Leu

1

Asp

Glu

Tyr

Arg

Glu

Arg

Asp

Phe
145

Val

Arg Tyr

Glu Ser
35

Leu Leu
50

Gly GIn

Glu Arg

Gly Phe

Phe Val

115

Thr Pro
130

Met Thr

Phe Thr

Phe

Glu

20

Arg

Glu

Arg

Leu

Pro

100

Met

Asp

Arg

Asp

Thermotoga sp. RQ2b

Asp Met Pro

Glu

Lys

Asn

e

Pro

85

Phe

Asp

Tyr

Gly

Ala
165

Glu

Phe

Val

Lys

70

Cys

Asp

Thr

Cys

e

150

Val

Asp

Pro

Glu

55

Ala

e

Trp

Arg

Asp

135

Leu

Arg

CARACTERISTICAS DIVERSAS
(278)..(278)
Xaa es Ala, val, Ser, o Thr.

Leu

Phe

Leu

40

Val

Trp

Val

Leu

Gly

120

Glu

Asp

Ala

Glu

Asp

Asp

Tyr

Leu

Glu

Phe

105

GIn

Pro

Pro

Val

32

Lys

10

Leu

Pro

Asp

lle

Phe

90

Trp

Gly

Ile

Arg

Glu
170

Leu

Phe

Ie

Val

Leu

75

Ie

Ser

Thr

Asn

Thr

155

Thr

Arg

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Gly

Ser

Ser

Pro

140

Tyr

Ala

Ser

Lys

Glu

45

Phe

Val

Tyr

Ala

Arg

125

GIn

Tyr

Ser

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Val

Arg

Gly

110

Val

Phe

Tyr

Ser

Leu

15

Thr

Val

Gly

Lys

Gly

Tyr

Lys

Pro

Arg

Phe
175

Pro

Leu

Asp

Tyr

Lys

80

Gly

Ala

Gly

Gly

Arg

160

Pro



Gly

Gly

Val

Thr

225

Arg

Val

Leu

Glu
305

Arg

Ile

Ie

Ser

210

Asp

Asp

Asn

Met

Tyr

290

Gly

Ile

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Asp Pro
180

Ala Leu
195

Asn Val

Asn Ala

Lys Glu

Phe Ala
260

Asp Lys
275

Ala Gly

Gly Glu

Leu Lys

21
326
PRT

21

Glu

Ala

Pro

Pro

Glu

245

Ala

Thr

Pro

Ser

Gly
325

Arg

Val

Phe

Tyr

230

Ie

Arg

Xaa

Lys

Phe

310

Glu

1le Ala Val

Ala

Leu

215

Ser

Val

Ala

Pro

Glu

295

GIn

Phe

Thermotoga lettingae

Met Val Tyr Phe Asp Met Pro

1

5

GIn Arg Tyr Glu Glu Lys Asp

20

His Glu Thr Arg Gly Tyr Phe

35

Ala
200

Cys

Glu

Phe

Lys

Pro

280

e

Arg

Lys

Leu

Phe

GIn
40

185

Leu

His

] [S]

Arg

e

265

Ser

Lys

Met

Ala

Glu

Asp
25

Glu

33

Val Gly

Ser Glu

Phe Arg

Val Asn

235

Thr Leu

250

Pro Ala

Thr Vval

Val Tyr

Glu Glu
315

Asp Leu
10

Asp Phe

Pro l1le

Thr

lle

Arg

220

Tyr

Ser

Leu

Phe

Pro

300

Leu

Arg

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Ala

Leu

Tyr

Phe

Ala

285

Phe

Arg

Lys

Lys

GIn

190

Val

Lys

Phe

Ser

270

Ala

Asn

Phe

Tyr

GIn
30

Gly Gly

Ala Leu

GIn lle

Val His

240

Asp Gly
255

vVal Ala

Tyr Asn

Glu His

Met Lys
320

Leu Pro
15

Thr 1le

Lys Lys Val Asp

45



Phe

Arg

65

Gly

Gly

Phe

Thr

Leu

145

Phe

e

e

Asp
225

Asp

Asn

Tyr

50

Gly

Lys

Phe

Ie

Pro

130

Thr

Met

Asp

Ala

Asp

210

Ser

Lys

Phe

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Lys

Asp

Ser

Leu

195

Val

Met

Ile

Ala

GIn

Lys

Pro

Tyr

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

GIn

180

Ala

Pro

Pro

GIn

Ala
260

Asn

Ie

Cys

85

Asp

Thr

Glu

Val

Phe

165

Thr

Val

Phe

Tyr

Thr

245

Arg

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Asp

Leu

150

Met

Ile

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Asn

135

Asn

Ala

Ile

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Thr

Trp

Glu

Leu

GIn

120

Pro

Pro

Val

Leu

Leu

200

His

e

Arg

Cys

Phe

Leu

Phe

Trp

105

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

185

Ser

Tyr

Thr

Thr

Pro
265

34

Asp

lle

Val

90

Ser

Ser

Asp

Thr

Thr

170

Gly

Ser

Lys

Arg

Leu

250

Ala

Val

Leu

75

Gly

Ala

Asn

Pro

Tyr

155

e

Ala

Lys

Arg

Tyr

235

Ser

Leu

Thr

60

Pro

Tyr

Ala

Trp

GIn

140

Tyr

Ser

Ser

Val

Ala

220

Cys

Tyr

Phe

Phe

Lys

Gly

Gly

Met

125

Tyr

Tyr

GIn

GIn

Met

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ser

Phe

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Leu

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val
270

Gly Tyr

Arg Asn
80

Gly Arg
95

Ala His

Gly Asp

Gly Phe

Arg Val
160

Glu GIn
175

Gly Gly

Leu Leu

Ile Thr

His lle
240

Gly Vval
255

Gly Leu



35

Met Asp Asp Ile Cys Pro Pro Ser Thr Val Phe

275

280

Tyr Ala Gly Glu Lys Asp lle Arg

290

295

Gly Gly Gly Ser Phe His Thr Leu

305

310

Thr Ile Ser Met Arg Glu

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

22
325
PRT
Thermotoga petrophilia

22

Met Ala Phe

1

Glu

Ala

Ser

Met

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro
130

Tyr

Asn

35

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Phe

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

325

Asp

5

Glu

Lys

Thr

e

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Leu

Lys

Phe

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Asp
135

Leu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Ile Tyr Pro

Glu Lys Leu

Glu

Asp

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

lle

90

Pro

Ser

Asp

315

Leu

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Ala Ala Tyr Asn Tyr

Tyr
300

Lys

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn
140

285

Asn

Phe

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Met

125

Tyr

Asn

Val

Tyr

Gly

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

His Glu

Lys Lys
320

Arg Pro
15

Thr Leu

Met Glu

Gly Tyr

Glu Glu

80

Gly Arg
95

Ile Cys

Gly Asp

Gly Phe



Met

145

Phe

Val

Ile

Asp

225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg

Asp

His

Leu

195

Val

His

Glu

Ala

Asn

275

Gly

Gly

Glu

23
325
PRT

23

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Val

260

lle

Pro

Ser

Lys

Ile

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

e

245

Arg

Cys

Lys

Phe

Gly
325

Leu

150

Arg

e

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Pro

Glu

GIn
310

Asp

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

e

295

Ala

Thermotoga sp. RQ2

Pro

Val

e

Leu

200

His

lle

Arg

e

Ser

280

Arg

e

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

e

Glu

36

Thr Tyr Tyr

155

Ala Ala Ala

170

Gly Gly Ser

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Arg Val
160

Pro Arg
175

Gly Gly

Leu Leu

Leu Val

His Arg

240

Gly Vval

255

Gly Leu

Asn His

His Glu

Lys Arg
320

Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro Leu Glu Glu Leu Lys Lys Tyr Arg Pro

1

5

10

15



Glu

Ala

Ser

Arg

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Asp
225

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Tyr

Ser

35

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

His

Leu

195

Val

His

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Lys

Thr

e

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ie

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Lys

Phe

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

e

Ser

Leu

Ala
230

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Asp

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys
215

Glu

Phe

Leu

40

Val

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Pro

Val

e

Leu

200

His

e

Asp

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

37

Glu

Pro

Asp

Leu

lle

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe
235

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Lys

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

e

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp

Phe

Val

160

Arg

Gly

Leu

Val

Arg
240



Asp Lys Glu Glu lle
245

Asn Phe Ala Val Arg
260

Met Asp Asn lle Cys
275

Tyr Ala Gly Pro Lys
290

Gly Gly Gly Ser Phe
305

Leu Phe Glu Lys Gly
325

<210> 24
<211> 329
<212> PRT

Val

Ala

Pro

Glu

GIn
310

Phe

Lys

Pro

e

295

Ala

<213> Thermotoga sp- RQ2

<400> 24
Met Ala Leu Phe Asp
1 5

Asp Arg Tyr Glu Glu
20

Glu Glu Ser Arg Lys
35

Tyr Leu Leu Glu Asn
50

Arg Gly GIn Arg lle
65

Glu Glu Arg Leu Pro
85

Arg Gly Phe Pro Phe
100

Met

Glu

Phe

Val

Lys

70

Cys

Asp

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Ala

Ile

Trp

Arg

Ile

Ser

280

Arg

Ile

Leu

Phe

Leu

40

Val

Trp

Val

Leu

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

Asp

Tyr

Leu

Glu

Phe
105

38

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

Lys

10

Leu

Pro

Asp

lle

Phe

90

Trp

Ser

Leu

Phe

Pro

Val
315

Leu

Phe

e

Val

Leu

75

Ie

Ser

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Arg

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Gly

Ser

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Ser

Lys

Glu

45

Phe

Val

Tyr

Ala

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Val

Arg

Gly
110

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Leu

15

Thr

Val

Gly

Lys

Gly

Tyr

Val

Leu

His

Glu

Arg
320

Pro

Leu

Asp

Tyr

Lys

80

Gly

Ala



His

Asp

Phe

145

Val

Gly

Gly

Val

Thr

225

Arg

Val

Leu

Glu
305

Arg

Phe

Thr

130

Met

Phe

Ie

Ie

Ser

210

Asp

Asp

Asn

Met

Tyr

290

Gly

e

Val

115

Pro

Thr

Thr

Asp

Ala

195

Asn

Asn

Lys

Phe

Asp

275

Ala

Gly

Leu

<210> 25

Met

Asp

Arg

Asp

Pro

180

Leu

Val

Ala

Glu

Ala

260

Lys

Gly

Glu

Lys

Asp

Tyr

Gly

Ala

165

Glu

Ala

Pro

Pro

Glu

245

Ala

Thr

Pro

Ser

Gly
325

Thr

Cys

e

150

Val

Arg

Val

Phe

Tyr

230

Ile

Arg

Cys

Lys

Phe

310

Glu

Arg

Asp

135

Leu

Arg

lle

Ala

Leu

215

Ser

Val

Ala

Pro

Glu

295

GIn

Phe

Gly

120

Glu

Asp

Ala

Ala

Ala
200

Cys

Glu

Phe

Lys

Pro

280

e

Arg

Lys

GIn

Pro

Pro

Val

Val

185

Leu

His

e

Arg

Ile

265

Ser

Lys

Met

Ala

39

Gly

lle

Arg

Glu

170

Val

Ser

Phe

Val

Thr

250

Pro

Thr

Val

Glu

Thr

Asn

Thr

155

Thr

Gly

Glu

Arg

Asn

235

Leu

Ala

Val

Tyr

Glu
315

Ser

Pro

140

Tyr

Ala

Thr

lle

Arg

220

Tyr

Ser

Leu

Phe

Pro

300

Leu

Arg

125

GIn

Tyr

Ser

Ser

Pro

205

Ala

Leu

Tyr

Phe

Ala

285

Phe

Arg

Val

Phe

Tyr

Ser

GIn

190

Lys

Val

Lys

Phe

Ser

270

Ala

Asn

Phe

Lys

Pro

Arg

Phe

175

Gly

Ala

GIn

Val

Asp

255

Val

Tyr

Glu

Met

Gly

Gly

Arg

160

Pro

Gly

Leu

His

240

Gly

Ala

Asn

His

Lys
320



<211>
<212>

<213>

<400>

320
PRT

25

Met Gly Leu Phe

1

Thr

Asp

Phe

Arg

65

Lys

Asp

Ala

Val

Asp

145

Leu

Ala

Ala

Asn

Glu

GIn

50

Gly

His

Trp

Met

Asn

130

Ala

Ala

Val

Leu

Pro Cys
20

Met Arg
35

Val Pro

Ala Arg

Pro Ala

Asn Asp
100

Asp Ala
115

Gly Asn

Asp Asn

Gly lle

Met Gly

180

Glu Pro
195

Asp

5

Pro

Ser

Phe

Ile

Leu

85

Lys

Arg

Thr

Met

Val

165

Pro

Lys

Met

Glu

Val

Ala

His

70

e

Leu

Gly

Leu

Leu

150

Met

Ser

e

Pro

Asp

Asp

Glu

55

Ala

Arg

Asn

GIn

Asn

135

Phe

Asn

GIn

Arg

Leu

Phe

Pro
40

Cys

Lys

Phe

Tyr

Gly

120

Gly

Arg

Met

Gly

Lys
200

GIn

Asp

25

Lys

Tyr

Tyr

His

Val

105

Gly

His

His

Pro

Gly

185

Val

40

Lys

10

Glu

lle

Asp

lle

Gly

90

Ala

GIn

lle

lle

Glu

170

Gly

Val

Leu

Tyr

Lys

Leu

Arg

75

Tyr

Ala

Ser

lle

Phe

155

lle

Leu

Ser

Thermoanaerobacterium saccharolyticum

Arg

Trp

Met

Tyr

60

Pro

Ser

Gly

GIn

Arg

140

Leu

Asp

Ser

Glu

Glu

Asp

Lys

45

Phe

Lys

Ser

Phe

Asp

125

Gly

Asp

Glu

Leu

Tyr
205

Tyr

Arg

30

Lys

Thr

Thr

Asn

Thr

110

Val

Leu

Thr

Asp

Ala

190

Pro

Thr

15

Ala

Ser

Gly

Glu

Ser

95

Val

Gly

Asp

Ala

Arg

175

Cys

Phe

Gly

Leu

Ser

Val

Gly

80

Gly

Val

Gly

Asp

GIn

160

Val

Ala

Leu



Ser

GIn

225

Glu

Ala

GIn

Ser

Arg
305

Asp

210

Glu

Asn

Lys

Val

Lys

290

Gly

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

<400>

Tyr Lys Arg

Ile Thr Asp

Glu Vval Phe
245

Arg lle Lys
260

Cys Pro Pro
275

Lys Asp lle

Phe Gly Asp

26
312
PRT
Lactococcus lactis

26

Met Thr Lys lle Asn

1

5

Pro Glu Asp Phe Asp

20

Asn His GIn Phe Glu

35

Val Val Asn Phe Tyr

50

Ile His Ala GIn Leu

65

Ala lle Leu GIn Phe

85

Val

Tyr

230

Thr

Gly

Ser

Lys

Leu
310

Asn

Lys

Phe

His

e
70

Trp

215

Phe

Lys

Asp

Thr

Val

295

Ala

Trp

Phe

Glu

Leu

55

Val

Asp

Arg

Leu

Val

Val

280

Tyr

Met

GIn

Trp

Leu

40

Trp

Pro

His Gly Tyr

Leu

Leu

Gly

Leu

265

Phe

Pro

GIn

Asp

Asp

e

Phe

Lys

His

41

Asp Leu

Phe Asp
235

Tyr lle
250

Met Cys

Ala Ala

Asp Tyr

Phe Met
315

Tyr GIn
10

Glu Lys

Glu Lys

Thr Ala

Asn Leu

75

Cys Asp
90

Ala

220

Pro

Asp

Val

Tyr

Gly

300

Leu

Gly

Ile

Asn

e

60

Lys

Ser

Lys

Arg

Val

Gly

Asn

285

His

Glu

Ser

Asn

Leu

45

Asp

Glu

Asn

His

Lys

Leu

270

Asn

Glu

Leu

Ser

Leu

30

Ser

Gly

Lys

Ala

Glu

Asn

255

Met

e

Pro

Tyr

Leu

15

Val

Ser

Ala

Tyr

Tyr

Arg

240

Leu

Asp

GIn

Met

Ser
320

Lys

Ser

Lys

Lys

Pro
80

Gly Asp Trp Val

95



Asp

Met

Asn

145

Ie

Gly

Pro

Arg

Pro

225

Phe

e

Pro

Ser

Ser
305

Lys

Arg

Thr

130

Leu

Leu

Ala

Leu

Lys

210

Tyr

Phe

Lys

Pro

Leu

290

Asp

e

Gly

115

Met

Tyr

Ser

Ser

Ile

195

Ala

Trp

Asn

Ala

Ile

275

Tyr

Trp

<210> 27

Gly

100

GIn

Lys

Tyr

Glu

GIn

180

Lys

Tyr

Phe

GIn

Glu

260

Thr

Val

Leu

Ile

Gly

Gly

Val

Phe

165

Gly

Lys

Glu

GIn

Leu

245

Val

GIn

Leu

Arg

Val

Gly

Leu

Arg

150

Asp

Gly

Val

Leu

Phe

230

Glu

e

Met

Pro

Glu
310

Ala

Leu

e

135

GIn

Phe

Ala

Thr

Gly

215

Lys

Tyr

Trp

Ala

Glu

295

Asn

Glu

Ser

120

Val

Phe

Val

Leu

Ala

200

Ala

Asp

e

e

Ala

280

Tyr

GIn

42

Gly Asn Val

105

GIn

Arg

Met

Asp

Ala

185

Thr

Glu

Pro

Asp

Leu

265

Tyr

Gly

Asp

Gly

Asp

Glu

170

Val

Tyr

Glu

Leu

Ile

250

Gly

Asn

His

Asn

e

Leu

155

Thr

Ala

Pro

Ser

His

235

GIn

Gly

Lys

Glu

Val

lle

Asp

140

e

Asn

Cys

Phe

Ala

220

Leu

Asn

Lys

Ile

Tyr
300

Leu

GIn

125

Glu

Thr

lle

Ala

Leu

205

Phe

Arg

Leu

Asp

GIn

285

Leu

Ala

110

Thr

Gly

Ala

Ser

Ala

190

Ser

Glu

Glu

Ala

Thr

270

Ser

Pro

Leu

Met

Tyr

Thr

Ala

175

Leu

Asp

Glu

Asp

Pro

255

Val

Lys

Lys

Asp

Gly

Glu

Lys

160

GIn

Ser

Tyr

Leu

Trp

240

Arg

Val

Lys

lle



<211>
<212>
<213>

<400>

323
PRT

Mesorhizobium loit

27

Met Pro Phe

1

Ser

Ala

Thr

Gly

65

Gly

Gly

Phe

Thr

Arg

145

Asp

Pro

Leu

Val

Glu

Thr

50

Gly

Arg

Leu

Arg

Ala

130

Gly

Ala

Glu

Ala

Gly

Ala

35

Leu

His

Leu

Ala

Met

115

Asp

Val

Val

Arg

Val
195

Pro

Met

20

Arg

Lys

Pro

Pro

His

100

Asp

Pro

Leu

Arg

e
180

Asp

Pro

GIn

Ala

Ile

Leu

85

Glu

Thr

Val

Asp

Ala

165

Ala

Leu

Asp

Ala

Val

Lys

70

Val

GIn

Arg

Gly

Lys

150

Ie

Val

Gly Gly lle

lle

Asp

Gly

GIn

55

Gly

Val

Leu

Gly

Ser

135

Asn

Asp

Cys

Asp

GIn

Phe

Gly

40

Ser

Trp

GIn

GIn

120

Thr

Asp

Ala

Pro
200

Pro

Ala

25

Glu

Phe

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Ser

Tyr

Leu

Asp

185

Arg

43

Glu

10

GIn

Val

Asp

lle

lle

90

Ala

Ser

Ser

Tyr

Leu

170

Ser

Val

Leu

Phe

Ser

Val

Leu

75

Gly

Ala

Asp

Ie

Tyr

155

Gly

GIn

Lys

Gly

Trp

lle

Thr

60

Pro

Tyr

Ser

Trp

Pro

140

Arg

Leu

Gly

Ala

Ala

Thr

Val

45

Phe

Thr

Gly

Gly

Ser

125

Gly

Arg

Asp

Gly

Val
205

Tyr

Ser

30

GIn

Pro

His

Gly

Phe

110

Val

Phe

Leu

Phe

Gly

190

Met

Val
15

Thr

Ala

Gly

95

Ala

Gly

Met

Phe

Val

175

e

Pro

Ser

lle

GIn

Tyr

Lys

80

Arg

Tyr

Glu

Thr

Thr

160

Asp

Ser

Asp



Val Pro Phe Leu Cys Asp Phe Pro Arg
210 215

Asp Pro Tyr Leu Glu Ile Val Arg Phe
225 230

Lys Ala Ala Val Phe Glu Thr Leu Asn
245

Ala Arg Arg Ser Lys Ala Pro Ala Leu
260 265

Glu Val Cys Pro Pro Ser Thr Vval Tyr
275 280

Gly Glu Lys Thr 1lle Thr Glu Tyr Glu
290 295

GIn Gly Tyr GIn Glu Arg GIn GIn Met
305 310

Gly val Gly

<210> 28
<211> 329
<212> PRT

44

Ala Vval

Leu Ala
235

Tyr Phe

250

Phe Ser

Gly Ala

Phe Asn

Thr Trp
315

<213> Geobacillus stearothermophilus

<400> 28
Met Phe Asp Met Pro Leu Ala GIn Leu
1 5

Pro Lys Pro Ala Asp Phe Ala Asp Phe
20 25

Leu Ser Ala GIn Ser Leu His Tyr Glu
35 40

Thr Thr Val Ala Ser Cys Tyr His Leu
50 55

Ala Arg Val His Cys GIn Leu Val Lys
65 70

GIn Lys

10

Trp Ser

Leu lle

Tyr Phe

Pro Arg

GIn

220

GIn

Asp

Val

Phe

Asn

300

Leu

Tyr

Arg

Pro

Thr

60

Glu

Thr

His

Cys

Ala

Asn

285

His

Ser

Met

Ala

Ala

45

Gly

GIn

Ala

Arg

Val

Leu

270

Ala

Glu

Arg

Gly

Leu

30

Thr

Val

Lys

Val

Glu

Asn

255

Met

Tyr

Gly

Leu

Thr

15

Glu

Phe

Gly

GIn

Arg

Lys

240

Phe

Asp

Ala

Gly

Phe
320

Asn

Glu

GIn

Gly

Lys
80



Gly

Trp

Met

Lys

Asn

145

Ala

Gly

Ala

Leu

Tyr

225

Arg

Leu

Asp

Lys

Pro

Val

Asp

Gly

130

Pro

Val

Val

Leu

Ser

210

Glu

Glu

Ala

His

Ser
290

Gly

Asp

Cys

115

Pro

His

Arg

Tyr

Glu

195

Asp

Glu

Glu

Asp

Ile

275

Lys

Leu

Lys

100

Arg

Thr

lle

Gly

180

Pro

Tyr

e

Glu

Arg

260

Cys

Lys

Val

85

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

165

Ala

Ser

Lys

His

Val

245

Ile

Pro

Asp

Trp

Ala

GIn

Lys

Tyr

150

Cys

Ser

Val

Arg

Tyr

230

Phe

Cys

Pro

Met

Phe

Tyr

Gly

Gly

135

Tyr

Ser

GIn

Val

Ala

215

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Val
295

His

Ala

Gly

120

Arg

Met

Gly

Lys

200

GIn

Phe

Lys

Asp

Thr

280

Leu

45

Gly Tyr His

Ala

105

Lys

] [S]

Asn

Asp

Gly

185

Lys

Glu

Arg

Leu

Val

265

GIn

Phe

90

Ala

Ser

Ile

Val

His

170

Ala

Ala

Leu

Phe

Gly

250

Leu

Phe

Tyr

Gly

Glu

Arg

Phe

155

e

Leu

Val

Asp

Leu

235

Tyr

Trp

Ala

Glu

Thr

Phe

Asp

Gly

140

Leu

Asp

Ala

Val

Met

220

Asp

Ile

Ala

Val

Tyr
300

Asn

Thr

Asn

125

Ile

Asp

Arg

Leu

Leu

205

Lys

Pro

Asp

Val

Tyr

285

Gly

Ser

Val

110

Leu

Glu

Thr

Glu

Ala

190

Tyr

Asn

Thr

lle

Ala

270

Asn

His

Gly

Leu

GIn

Asp

Val

Arg

175

Cys

Pro

Thr

His

GIn

255

Leu

Lys

Glu

Asp

Ala

Val

Pro

GIn

160

Ala

Phe

Ala

Glu

240

Leu

Glu

lle

Tyr



46

Leu Pro Thr Met Gly Asp Arg Ala Tyr Leu Phe Phe Cys Pro lle Phe
305 310 315 320

Phe Pro Ile GIn Lys Arg Asn Val Lys
325

<210> 29

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artiTficial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 29

Ala His Pro Glu Ser Leu Gly Ile Lys Tyr Ala Leu Asp Gly Asn Ser
1 5 10 15

Asp Pro His Ala
20

<210> 30
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 30

Ala Ser Val Ser Asn Tyr Pro Pro lle His His Leu Ala Thr Ser Asn
1 5 10 15

Thr Thr Val Asn
20

<210> 31

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 31

Asp Glu Cys Met Glu Pro Leu Asn Ala Ala His Cys Trp Arg
1 5 10



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

<220>
<223>

<400>

32
14
PRT
secuencia artificial

Constructo sintético

32

Asp Glu Cys Met His Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

33
14
PRT
secuencia artificial

Constructo sintético

33

47

Asp Val Glu Phe Cys Thr Ser
10

Asp Leu Cys Ser Met GIn Met Met Asn Thr Gly Cys His Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

34
14
PRT
secuencia artificial

Constructo sintético

34

Asp Leu Cys Ser Ser Pro Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

35
20
PRT
secuencia artificial

Constructo sintético

35

10

Thr Trp Gly Ser Cys lle Arg
10

Asp Pro Asn Glu Ser Asn Tyr Glu Asn Ala Thr Thr Val Ser GIn Pro

1

5

10 15



48

Thr Arg His Leu
20

<210> 36

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 36

Glu Pro Thr His Pro Thr Met Arg Ala GIn Met His GIn Ser Leu Arg
1 5 10 15

Ser Ser Ser Pro
20

<210> 37

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 37

Gly Asn Thr Asp Thr Thr Pro Pro Asn Ala Val Met Glu Pro Thr Val
1 5 10 15

GIn His Lys Trp
20

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 38

Asn Gly Pro Asp Met Val GIn Ser Val Gly Lys His Lys Asn Ser
1 5 10 15

<210> 39
<211> 15
<212> PRT



49

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 39

Asn Gly Pro Glu Val Arg GIn Ile Pro Ala Asn Phe Glu Lys Leu
1 5 10 15

<210> 40
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 40

Asn Asn Thr Ser Ala Asp Asn Pro Pro Glu Thr Asp Ser Lys His His
1 5 10 15

Leu Ser Met Ser
20

<210> 41

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 41

Asn Asn Thr Trp Pro Glu Gly Ala Gly His Thr Met Pro Ser Thr Asn
1 5 10 15

Ile Arg GIn Ala
20

<210> 42

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 42



50

Asn Pro Thr Ala Thr Pro His Met Lys Asp Pro Met His Ser Asn Ala
1 5 10 15

His Ser Ser Ala
20

<210> 43

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 43

Asn Pro Thr Asp His lle Pro Ala Asn Ser Thr Asn Ser Arg Val Ser
1 5 10 15

Lys Gly Asn Thr
20

<210> 44

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 44

Asn Pro Thr Asp Ser Thr His Met Met His Ala Arg Asn His Glu
1 5 10 15

<210> 45

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 45

GIn His Cys Ile Thr Glu Arg Leu His Pro Pro Cys Thr Lys
1 5 10

<210> 46
<211> 14
<212> PRT



51

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 46

Thr Pro Cys Ala Pro Ala Ser Phe Asn Pro His Cys Ser Arg
1 5 10

<210> 47

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 47

Thr Pro Cys Ala Thr Tyr Pro His Phe Ser Gly Cys Arg Ala
1 5 10

<210> 48

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 48

Trp Cys Thr Asp Phe Cys Thr Arg Ser Thr Pro Thr Ser Thr Ser Arg
1 5 10 15

Ser Thr Thr Ser
20

<210> 49

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 49

Ala Pro Pro Leu Lys Thr Tyr Met GIn Glu Arg Glu Leu Thr Met Ser
1 5 10 15



52

GIn Asn Lys Asp
20

<210> 50
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 50

Glu Pro Pro Thr Arg Thr Arg Val Asn Asn His Thr Val Thr Val GIn
1 5 10 15

Ala GIn GIn His
20

<210> 51

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 51

Gly Tyr Cys Leu Arg Gly Asp Glu Pro Ala Val Cys Ser Gly
1 5 10

<210> 52

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 52
Leu Ser Ser Lys Asp Phe Gly Val Thr Asn Thr Asp GIn Arg Thr Tyr
1 5 10 15

Asp Tyr Thr Thr
20

<210> 53
<211> 14
<212> PRT



53

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 53

Asn Phe Cys Glu Thr GIn Leu Asp Leu Ser Val Cys Thr Val
1 5 10

<210> 54
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 54

Asn Thr Cys GIn Pro Thr Lys Asn Ala Thr Pro Cys Ser Ala
1 5 10

<210> 55

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 55

Pro Ser Glu Pro Glu Arg Arg Asp Arg Asn Ile Ala Ala Asn Ala Gly
1 5 10 15

Arg Phe Asn Thr
20

<210> 56
<211> 18
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 56

Thr His Asn Met Ser His Phe Pro Pro Ser Gly His Pro Lys Arg Thr
1 5 10 15
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Ala Thr

<210> 57

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 57

Thr Thr Cys Pro Thr Met Gly Thr Tyr His Val Cys Trp Leu
1 5 10

<210> 58

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 58

Tyr Cys Ala Asp His Thr Pro Asp Pro Ala Asn Pro Asn Lys lle Cys
1 5 10 15

Gly Tyr Ser His
20

<210> 59

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 59
Ala Ala Asn Pro His Thr Glu Trp Asp Arg Asp Ala Phe GIn Leu Ala
1 5 10 15

Met Pro Pro Lys
20

<210> 60
<211> 20
<212> PRT
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 60

Asp Leu His Pro Met Asp Pro Ser Asn Lys Arg Pro Asp Asn Pro Ser
1 5 10 15

Asp Leu His Thr

20
<210> 61
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> Constructo sintético
<400> 61
Glu Ser Cys Val Ser Asn Ala Leu Met Asn GIn Cys lle Tyr
1 5 10
<210> 62
<211> 20
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 62

His Asn Lys Ala Asp Ser Trp Asp Pro Asp Leu Pro Pro His Ala Gly
1 5 10 15

Met Ser Leu Gly

20
<210> 63
<211> 20
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 63
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Leu Asn Asp GIn Arg Lys Pro Gly Pro Pro Thr Met Pro Thr His Ser
1 5 10 15

Pro Ala Val Gly
20

<210> 64
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 64

Asn Thr Cys Ala Thr Ser Pro Asn Ser Tyr Thr Cys Ser Asn
1 5 10

<210> 65
<211> 14
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 65

Ser Asp Cys Thr Ala Gly Leu Val Pro Pro Leu Cys Ala Thr
1 5 10

<210> 66

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 66
Thr Ile Glu Ser Ser GIn His Ser Arg Thr His GIn GIn Asn Tyr Gly
1 5 10 15

Ser Thr Lys Thr
20

<210> 67
<211> 20
<212> PRT
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 67

Val Gly Thr Met Lys GIn His Pro Thr Thr Thr GIn Pro Pro Arg Val
1 5 10 15

Ser Ala Thr Asn
20

<210> 68

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 68

Tyr Ser Glu Thr Pro Asn Asp GIn Lys Pro Asn Pro His Tyr Lys Val
1 5 10 15

Ser Gly Thr Lys
20

<210> 69

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 69

Asn Gly Asn Asn His Thr Asp lle Pro Asn Arg Ser Ser Tyr Thr Gly
1 5 10 15

Gly Ser Phe Ala
20

<210> 70
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
<400> 70

Thr Met Thr Asn His Val Tyr Asn Ser Tyr Thr Glu Lys His Ser Ser
1 5 10 15

Thr His Arg Ser
20

<210> 71

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 71

Thr Thr Tyr His Tyr Lys Asn Ile Tyr GIn Glu Ser Tyr GIn GIn Arg
1 5 10 15

Asn Pro Ala Val
20

<210> 72

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 72

Val Glu Pro Ala Thr Lys Asn Met Arg Glu Ala Arg Ser Ser Thr GIn
1 5 10 15

Met Arg Arg lle
20

<210> 73

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 73
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Tyr Leu Leu Pro Lys Asp GIn Thr Thr Ala Pro GIn Val Thr Pro lle
1 5 10 15

Val GIn His Lys
20

<210> 74

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 74

Ala Ser Asn Leu Asp Ser Thr Phe Thr Ala lle Asn Thr Pro Ala Cys
1 5 10 15

Cys Thr

<210> 75

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 75

Glu Phe Pro Tyr Tyr Asn Asp Asn Pro Pro Asn Pro Glu Arg His Thr
1 5 10 15

Leu Arg

<210> 76

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 76

Gly Met Pro Thr Arg Tyr Tyr His Asn Thr Pro Pro His Leu Thr Pro
1 5 10 15
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Lys Phe

<210> 77

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético
<400> 77

His Lys Asn Ala lle GIn Pro Val Asn Asp Ala Thr Thr Leu Asp Thr
1 5 10 15
Thr Met

<210> 78

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
<400> 78

Ala Val Val Pro Ala Asp Leu Asn Asp His Ala Asn His Leu Ser
1 5 10 15
<210> 79

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
<400> 79

Asp Leu Gly Thr Phe Pro Asn Arg Thr Leu Lys Met Ala Ala His
1 5 10 15
<210> 80

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
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<400> 80

Phe Asp Gly lle Gly Leu Gly Thr Ala Thr Arg His GIn Asn Arg
1 5 10 15

<210> 81

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 81

GIn Ala Ala GIn Val His Met Met GIn His Ser Arg Pro Thr Thr
1 5 10 15

<210> 82

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 82
Ser Glu Ala Arg Ala Arg Thr Phe Asn Asp His Thr Thr Pro Met Pro
1 5 10 15

Ie lle

<210> 83

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 83

Glu Leu Asp His Asp Ser Arg His Tyr Met Asn Gly Leu GIn Arg Lys
1 5 10 15

Val Thr

<210> 84
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<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 84

Gly Pro GIn His Val Leu Met GIn Asp Thr His GIn Gly Tyr Ala Phe
1 5 10 15

Asp Asn

<210> 85

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 85

Thr Thr Gly Ser Ser Ser GIn Ala Asp Thr Ser Ala Ser Met Ser lle
1 5 10 15

Val Pro Ala His
20

<210> 86

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 86
Lys Ala Pro lle Ala Asn Met Leu GIn Pro His Ser Tyr GIn Tyr Ser
1 5 10 15

val Ala

<210> 87

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 87

Thr Tyr GIn Gly Val Pro Ser Trp Pro Ala Val lle Asp Asp Ala lle
1 5 10 15

Arg Arg

<210> 88

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 88

Val Asn Pro Asn Trp Val Glu Thr GIn Ala Leu His GIn Pro Pro Gly
1 5 10 15

Asn Thr

<210> 89

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 89

Asp His Asn Asn Arg GIn His Ala Val Glu Val Arg Glu Asn Lys Thr
1 5 10 15

His Thr Ala Arg
20

<210> 90

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
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<400> 90

Ile Tyr Pro Asn Glu Ser Met Ser Thr Ser Asn Val Arg Gly Pro Tyr
1 5 10 15

His Pro

<210> 91

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 91

His Asp Pro Asn His Leu Thr His GIn Ala Arg Thr lle Tyr Arg Asn
1 5 10 15

Ala Asn His Thr
20

<210> 92

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 92

Ser Asn Ala Thr Met Tyr Asn lle GIn Ser His Ser His His GIn
1 5 10 15

<210> 93

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 93
Ala Asn Glu Leu Ser Thr Tyr Ala GIn Thr Asn Pro Gly Ser Gly
1 5 10 15

<210> 94
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<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
<400> 94

Asp Thr Ile His Pro Asn Lys Met Lys Ser Pro Ser Ser Pro Leu
1 5 10 15
<210> 95

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 95

Ala Pro Pro Thr Tyr GIn Thr Ala Ser Tyr Pro His Asn Leu Pro Ser
1 5 10 15

Lys Arg Lys Met

20
<210> 96
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 96

GIn Val Pro Asp Tyr Leu Ser Pro Thr His GIn Lys Lys Ala Phe Leu
1 5 10 15

Glu 1le Pro Thr

20
<210> 97
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
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<400> 97

Thr Asn Asp Leu His Ala Asn Pro Phe Thr Gly Thr Tyr lle Ala Pro
1 5 10 15

Asp Pro Thr Ser
20

<210> 98

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 98

His Lys Asn Glu Asn lle Met GIn Tyr Asn Val Asn Asp Arg Trp His
1 5 10 15

Ile Thr Pro Ala
20

<210> 99

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 99

Ile Asp Gly Pro His His Ser Pro Val His Arg Tyr His Thr Pro Ser
1 5 10 15

Ile Thr

<210> 100
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 100
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Ala lle Glu Tyr GIn His Ser Ala Thr Thr Pro Trp Thr Met Arg Thr
1 5 10 15

Arg Leu Pro Pro
20

<210> 101

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 101

Glu Phe Tyr Pro Phe Ala Glu Val Pro Pro Glu Lys Ser Gly lle Gly
1 5 10 15

Arg GIn Val Phe
20

<210> 102
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 102

Gly Val His GIn Tyr Ser Arg Pro Thr Val Pro Ser Tyr Leu Trp Thr
1 5 10 15

Ser Gly GIn His
20

<210> 103
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 103

Gly Tyr GIn Pro His Tyr Val Asp His Thr Ile Gly Trp GIn Pro Met
1 5 10 15
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Ile Arg Pro Asn
20

<210> 104
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 104

GIn Phe Asn GIn Thr Ser His Ser Phe Met His Gly Thr Ser Gly Tyr
1 5 10 15

Val Pro Gly Lys
20

<210> 105
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 105

Ser Phe Ser Trp His Arg Gly Asp Trp Glu Leu Gly His GIn Ser Lys
1 5 10 15

Thr Met Gly Met
20

<210> 106
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 106
Ser Met Trp His Asp Ile Thr Lys Arg Tyr Arg Asn Pro Ser Glu Met
1 5 10 15

Val Ser Ala Tyr
20
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<210> 107
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 107

Thr His Gly Asn Lys His GIn Ser Trp Thr Tyr Pro Ser Glu Ile Asn
1 5 10 15

His Lys Asn Tyr
20

<210> 108
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 108

Trp His Glu Pro His GIn Phe Ser Gly Glu Asn Thr Asp Tyr Ser Ser
1 5 10 15

Ser Met Gly Thr
20

<210> 109
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 109
Thr His Gly Asn Lys His GIn Ser Trp Thr Tyr Pro Ser Glu Ile Asn
1 5 10 15

His Lys Asn Tyr
20

<210> 110
<211> 16
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 110

Asp Gly Tyr Lys Leu GIn Thr Ser Leu Asp Trp GIn Met Trp Asn Pro
1 5 10 15

<210> 111

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 111

Phe Pro Ser Lys Trp Tyr Asn His His Arg His lle Thr Gly His Val
1 5 10 15

<210> 112

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 112

Gly Gly Met Gly Ala Leu Glu Ser Tyr Arg GIn Trp Asn His Leu Ala
1 5 10 15

<210> 113

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 113

Gly lle Asn Lys Gly GIn Arg Pro Pro Trp Glu Ser Trp His Glu Asn
1 5 10 15

<210> 114

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 114

Gly Tyr Gly GIn Tyr Val Ser GIn GIn Thr Trp Ala His Ser Asn Lys
1 5 10 15

<210> 115

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 115

His Asp His Leu Ser Trp Trp Gly GIn Phe Asp Arg GIn Asn Leu Leu
1 5 10 15

<210> 116

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 116

Met Pro Gly His GIn Glu Ser Ile Lys Val GIn Asn Trp Asn Arg Val
1 5 10 15

<210> 117

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 117

Asn Leu His Ser Pro Trp Pro Ser His Ala Ala His His Trp Ser Thr
1 5 10 15

<210> 118

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Péptido enlazado a la superficie oral sintético
<400> 118

Asn GIn GIn Met Lys Leu Val Pro GIn His Trp His Arg Ala GIn Pro
1 5 10 15

<210> 119

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peéptido enlazado a la superficie oral sintético

<400> 119

Ser Glu Lys Trp Phe Asn Pro Gly Pro Trp Pro Lys Leu Ala Thr GIn
1 5 10 15

<210> 120

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 120

Ser Ser Arg Pro Asn Gly Asn Asn His Thr Asp lle Pro Asn Arg Ser
1 5 10 15

Ser Tyr Thr Gly Gly Ser Phe Ala Lys
20 25

<210> 121
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 121
Ser Ser Arg Pro Thr Met Thr Asn His Val Tyr Asn Ser Tyr Thr Glu
1 5 10 15

Lys His Ser Ser Thr His Arg Ser Lys
20 25
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<210> 122

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 122

Ser Ser Arg Pro Thr Thr Tyr His Tyr Lys Asn lle Tyr GIn Glu Ser
1 5 10 15

Tyr GIn GIn Arg Asn Pro Ala Val Lys
20 25

<210> 123

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 123

Ser Ser Arg Pro Val Glu Pro Ala Thr Lys Asn Met Arg Glu Ala Arg
1 5 10 15

Ser Ser Thr GIn Met Arg Arg lle Lys
20 25

<210> 124

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 124
Ser Ser Arg Pro Tyr Leu Leu Pro Lys Asp GIn Thr Thr Ala Pro GIn
1 5 10 15

Val Thr Pro lle Val GIn His Lys Lys
20 25

<210> 125
<211> 23
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 125

Ser Ser Arg Pro Glu Phe Pro Tyr Tyr Asn Asp Asn Pro Pro Asn Pro
1 5 10 15

Glu Arg His Thr Leu Arg Lys
20

<210> 126
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 126

Ser Ser Arg Pro Asp Leu Gly Thr Phe Pro Asn Arg Thr Leu Lys Met
1 5 10 15

Ala Ala His Lys
20

<210> 127
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 127

Ser Ser Arg Pro Phe Asp Gly lle Gly Leu Gly Thr Ala Thr Arg His
1 5 10 15

GIn Asn Arg Lys
20

<210> 128
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>



<223>

<400>

constructo sintético

128

75

Ser Ser Arg Pro GIn Ala Ala GIn Val His Met Met GIn His Ser Arg

1

5

Pro Thr Thr Lys

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

<220>
<223>

<400>

20

129
23
PRT
Secuencia artificial

constructo sintético

129

10 15

Ser Ser Arg Pro Ser Glu Ala Arg Ala Arg Thr Phe Asn Asp His Thr

1

5

Thr Pro Met Pro lle lle Lys

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

<220>
<223>

<400>

20

130
23
PRT
Secuencia artificial

constructo sintético

130

Ser Ser Arg Pro Glu Leu Asp

1

5

Leu GIn Arg Lys Val Thr Lys

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

<220>
<223>

<400>

20

131
23
PRT
Secuencia artificial

constructo sintético

131

10 15

His Asp Ser Arg His Tyr Met Asn Gly
10 15
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Ser Ser Arg Pro Gly Pro GIn His Val Leu Met GIn Asp Thr His GIn
1 5 10 15

Gly Tyr Ala Phe Asp Asn Lys
20

<210> 132

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 132

Ser Ser Arg Pro Thr Thr Gly Ser Ser Ser GIn Ala Asp Thr Ser Ala
1 5 10 15

Ser Met Ser lle Val Pro Ala His Lys
20 25

<210> 133

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 133

Ser Ser Arg Pro Thr Tyr GIn Gly Val Pro Ser Trp Pro Ala Val lle
1 5 10 15

Asp Asp Ala lle Arg Arg Lys
20

<210> 134

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 134

Ser Ser Arg Pro Val Asn Pro Asn Trp Val Glu Thr GIn Ala Leu His
1 5 10 15



GIn Pro Pro Gly Asn Thr Lys
20

<210> 135

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 135

Ser Ser Arg Pro lle Tyr Pro
1 5

Arg Gly Pro Tyr His Pro Lys
20

<210> 136

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 136

Ser Ser Arg Pro His Asp Pro
1 5

Ile Tyr Arg Asn Ala Asn His
20

<210> 137

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 137
Ser Ser Arg Pro Ala Pro Pro
1 5

Asn Leu Pro Ser Lys Arg Lys
20

77

Asn Glu Ser Met Ser Thr Ser Asn Val
10 15

Asn His Leu Thr His GIn Ala Arg Thr
10 15

Thr Lys
25

Thr Tyr GIn Thr Ala Ser Tyr Pro His
10 15

Met Lys
25



<210> 138

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 138

Ser Ser Arg Pro GIn Val Pro
1 5

Lys Ala Phe Leu Glu Ile Pro
20

<210> 139

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 139

Ser Ser Arg Pro His Lys Asn
1 5

Asp Arg Trp His lle Thr Pro
20

<210> 140

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 140

Ser Asn Ala Thr Met Tyr Asn
1 5

<210> 141

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

78

Asp Tyr Leu Ser Pro Thr His GIn Lys

10 15

Glu Asn Ile Met GIn Tyr Asn Val Asn

10 15

Ile GIn Ser His Ser His His GIn

10 15
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<400> 141

GIn Ala Ala GIn Val His Met Met GIn His Ser Arg Pro Thr Thr
1 5 10 15

<210> 142

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 142

His Asp Pro Tyr Thr Met Lys Ser Ala Leu Arg GIn Ser Thr Ser
1 5 10 15

<210> 143

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 143

Asp Leu Gly Thr Phe Pro Asn Arg Thr Leu Lys Met Ala Ala His
1 5 10 15

<210> 144

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 144

Asp Thr Ile His Pro Asn Lys Met Lys Ser Pro Ser Ser Pro Leu
1 5 10 15

<210> 145

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 145



80

Gly Ser Asn Asn His Leu Pro Ser Thr Val Pro Arg Leu Thr Val
1 5 10 15

<210> 146

<211> 18

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 146

Ser Asn Pro lle Pro Asn Phe Ala His Asp Leu Arg His Ser Lys Tyr
1 5 10 15

Asn Ser

<210> 147

<211> 18

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 147

Thr Lys Pro Pro Arg Thr Pro Thr Ala Asn Thr Ser Arg Pro His His
1 5 10 15

Asn Phe

<210> 148
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 148
Ala Asn Ser Gly Phe Pro lle Trp Leu GIn Lys Tyr Pro Trp Ser Glu
1 5 10 15

Val GIn GIn Glu
20



81

<210> 149

<211> 19

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 149

Ala Thr Pro Arg Leu Thr Pro Glu Ala His His Lys Ala Gly Asn Trp
1 5 10 15

Tyr Ala Ser

<210> 150
<211> 20
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 150

Ala Thr Pro Ser GIn His Arg Tyr Gly Leu Met GIn Asn His Ala Pro
1 5 10 15

Asn Gly Ile Glu
20

<210> 151

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 151

Gly Met Gly Ser Glu Val Leu Ser GIn Tyr Pro GIn Ala Pro Val Gly
1 5 10 15

<210> 152

<211> 21

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético



82

<400> 152

Thr Thr Tyr His Tyr Lys Asn Ile Tyr GIn Glu Ser Tyr GIn GIn Arg
1 5 10 15

Asn Pro Ala Val Lys
20

<210> 153

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 153

Ser Asn Ala Thr Met Tyr Asn lle GIn Ser His Ser His His GIn Lys
1 5 10 15

<210> 154

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 154

GIn Ala Ala GIn Val His Met Met GIn His Ser Arg Pro Thr Thr Lys
1 5 10 15

<210> 155

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 155

His Asp Pro Tyr Thr Met Lys Ser Ala Leu Arg GIn Ser Thr Ser Lys
1 5 10 15

<210> 156

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial



<220>
<223> constructo sintético

<400> 156

Asp Leu Gly Thr Phe Pro Asn
1 5

<210> 157

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 157

Asp Thr Ile His Pro Asn Lys
1 5

<210> 158

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 158

Gly Ser Asn Asn His Leu Pro
1 5

<210> 159

<211> 19

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 159

83

Arg Thr Leu Lys Met Ala Ala His Lys

10 15

Met Lys Ser Pro Ser Ser Pro Leu Lys

10 15

Ser Thr Val Pro Arg Leu Thr Val Lys

10 15

Ser Asn Pro lle Pro Asn Phe Ala His Asp Leu Arg His Ser Lys Tyr

1 5

Asn Ser Lys

<210> 160
<211> 19

10 15



84

<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 160

Thr Lys Pro Pro Arg Thr Pro Thr Ala Asn Thr Ser Arg Pro His His
1 5 10 15

Asn Phe Lys

<210> 161

<211> 21

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 161

Ala Asn Ser Gly Phe Pro lle Trp Leu GIn Lys Tyr Pro Trp Ser Glu
1 5 10 15

Val GIn GIn Glu Lys
20

<210> 162

<211> 21

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 162

Ala Thr Pro Ser GIn His Arg Tyr Gly Leu Met GIn Asn His Ala Pro
1 5 10 15

Asn Gly Ile Glu Lys
20

<210> 163

<211> 17

<212> PRT

<213> secuencia artificial



<220>
<223>

<400>

constructo sintético

163

Gly Met Gly Ser Glu Val Leu
1

Lys

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

<220>
<223>

<400>

5

164

8

PRT

Secuencia artificial

Constructo sintético

164

Leu Glu Ser Gly Asp Glu Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

165
37
PRT
Secuencia artificial

constructo sintético

165

Thr Ser Thr Ser Lys Ala Ser

1

5

Thr Thr Ser Ser Lys Thr Thr

20

Ser Ser Ser Ser Thr

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

<220>
<223>

35

166
22
PRT
Secuencia artificial

constructo sintético

85

Ser GIn Tyr Pro GIn Ala Pro Val Gly
10 15

- caspace 3 cleavable linker

Asp

Thr Thr Thr Thr Ser Ser Lys Thr Thr
10 15

Thr Thr Thr Ser Lys Thr Ser Thr Thr
25 30



86

<400> 166

Gly GIn Gly Gly Tyr Gly Gly Leu Gly Ser GIn Gly Ala Gly Arg Gly
1 5 10 15

Gly Leu Gly Gly GIn Gly
20

<210> 167
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 167

Gly Pro Gly Gly Tyr Gly Pro Gly GIn GIn
1 5 10

<210> 168

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 168

Gly Gly Ser Gly Pro Gly Ser Gly Gly
1 5

<210> 169

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 169

Gly Gly Pro Lys Lys
1 5

<210> 170

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220>
<223>

<400>

Gly Pro Gly Vval Gly
1

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

<220>
<223>

<400>

constructo sintético

170

5

171

7

PRT

Secuencia artificial

constructo sintético

171

Gly Gly Gly Cys Gly Gly Gly
1 5

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

<220>
<223>

<400>

172

4

PRT

Secuencia artificial

constructo sintético

172

Gly Gly Gly Cys
1

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

<220>
<223>

<400>

173
14
PRT
Secuencia artificial

constructo sintético

173

Pro His Met Ala Ser Met Thr

1

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

<220>

5

174
16
PRT
Secuencia artificial

87

Gly Gly GIn GIn Met Gly Ser
10



88

<223> constructo sintético
<400> 174

Gly Pro Glu Glu Ala Ala Lys Lys Glu Glu Ala Ala Lys Lys Pro Ala
1 5 10 15

<210> 175
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 175

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 176

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 176

Gly Pro Glu Pro Glu Pro Glu Pro Glu Pro Ile Pro Glu Pro Pro Lys
1 5 10 15

Glu Ala Pro Vval Vval l1le Glu Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys
20 25 30

Pro Lys Pro Pro Ala
35

<210> 177

<211> 18

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 177

Gly Pro Gly Ser Gly Gly Ala Gly Ser Pro Gly Ser Ala Gly Gly Pro
1 5 10 15



Gly

Ser

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

178
431
PRT
secuencia artificial

178

Met Ala Phe Phe Asp

1

Glu

Ala

Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Thr

5

Tyr Glu Glu
20

Ser Glu Lys
35

Leu Lys Thr

GIn Arg lle

Leu Pro Cys
85

Pro His Asp
100

Met Asp Thr
115

Asp Tyr Pro

Arg Gly lle

Asp Ala Val
165

constructo sintético

Leu Pro

Lys Asp

Phe Pro

Val Glu
55

Lys Gly
70

Val Val

Trp Leu

Arg Gly

Glu Gly
135

Leu Asp
150

Arg Ala

Leu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Pro

Val

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

89

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

lle

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Leu

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr
155

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn

140

Tyr

Ala Ala Ala

170

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Arg

15

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

95

Ie

Gly

Gly

Arg

Pro
175

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp

Phe

Val

160

GIn



Val

e

Asp

225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu

Ser

Lys

Pro

Val
385

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

Ala

His

Glu

370

Val

GIn

Leu

195

Val

His

Glu

Ala

Asn

275

Gly

Gly

Glu

Gly

Ser

355

Pro

Ile

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Ala

260

lle

Pro

Ser

Lys

Gly

340

Gly

Glu

Glu

Arg

Val

Phe

Tyr

Ie

245

Arg

Ser

Lys

Phe

Gly

325

Pro

Leu

Pro

Lys

e

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Pro

Glu

GIn

310

Gly

Gly

Glu

Pro
390

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

Ile

295

Ala

Pro

Ser

Glu

Pro

375

Lys

e

Leu

200

His

[ [E]

Arg

lle

Ser

280

Arg

Val

Gly

Pro

Arg

360

lle

Pro

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

Ile

Glu

Ser

Ser

345

Ala

Pro

Lys

90

Gly Gly Ser

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

Gly

330

Ala

Pro

Glu

Pro

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val

315

Gly

GIn

GIn

Pro

Lys
395

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Ala

Ser

Arg

Pro

380

Pro

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Gly

GIn

Tyr

365

Lys

Lys

Gly Gly Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Ser

Leu

350

Gly

Glu

Pro

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Pro

335

Pro

Pro

Ala

Lys

Leu

Val

Arg

240

Val

Leu

Tyr

Glu

Lys

320

Gly

Asp

Glu

Pro

Pro
400



91

Pro Ala His Asp His Lys Asn GIn Lys Glu Thr His GIn Arg His Ala
405 410 415

Ala Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Pro His His His His His His
420 425 430

<210> 179
<211> 353
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> constructo sintético

<400> 179
Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro Leu Glu Glu Leu Lys Lys Tyr Arg Pro
1 5 10 15

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp Phe Asp Glu Phe Trp Glu Glu Thr Leu
20 25 30

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

Ser His Leu Lys Thr Val Glu Ala Tyr Asp Val Thr Phe Ser Gly Tyr
50 55 60

Arg Gly GIn Arg lle Lys Gly Trp Leu Leu Val Pro Lys Leu Glu Glu
65 70 75 80

Glu Lys Leu Pro Cys Val Val GIn Tyr lle Gly Tyr Asn Gly Gly Arg
85 90 95

Gly Phe Pro His Asp Trp Leu Phe Trp Pro Ser Met Gly Tyr lle Cys
100 105 110

Phe Val Met Asp Thr Arg Gly GIn Gly Ser Gly Trp Leu Lys Gly Asp
115 120 125

Thr Pro Asp Tyr Pro Glu Gly Pro Val Asp Pro GIn Tyr Pro Gly Phe
130 135 140

Met Thr Arg Gly lle Leu Asp Pro Arg Thr Tyr Tyr Tyr Arg Arg Val
145 150 155 160



Phe

Val

e

Asp

225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu

Ser

Lys

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

Ala

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

Asp Ala

GIn Glu
180

Leu Ala
195

Val Pro

His Pro

Glu Glu

Ala Ala

260

Asn lle

275

Gly Pro

Gly Ser

Glu Lys

Gly Gly
340

180
359
PRT
secuencia artificial

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

Ie

245

Arg

Ser

Lys

Phe

Gly

325

Pro

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

230

Val

Ala

Pro

Glu

GIn

310

Gly

Gly

Ala

Val

Ala

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

e

295

Ala

Pro

Ser

Val

Ile

Leu

200

Ile

Arg

Ile

Ser

280

Arg

Val

Gly

Gly

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

lle

Glu

Ser

Lys
345

92

Ala Ala Ala

170

Gly Gly Ser

Lys

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

Gly

330

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val

315

Gly

Lys

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Phe

Ala

Tyr

300

Lys

Ala

Gly

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala

285

Asn

Phe

Gly

Lys

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Ser

Gly
350

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly

255

Gly

Asn

His

Lys

Pro

335

Lys

GIn

Gly

Leu

Val

Arg

240

Val

Leu

Tyr

Glu

Lys

320

Gly

Gly



<220>
<223> constructo sintético

<400> 180

Met Ala Phe

1

Glu

Ala

Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Arg

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Tyr

Ser

35

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

GIn

Leu
195

Phe

Glu

20

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Asp

Glu

Lys

Thr

e

Cys

85

Asp

Thr

Pro

Ie

Val
165

Arg

Val

Leu

Lys

Phe

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

e

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Gly

135

Asp

Ala

Val

Ala

Leu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Pro

Val

e

Leu
200

Glu

Asp

25

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

93

Glu

10

Glu

Pro

Asp

Leu

lle

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Leu

Phe

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Lys

Trp

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Lys

Glu

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys
205

Tyr

Glu

30

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

Arg

15

Thr

Met

Gly

Glu

Gly

95

e

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Pro

Leu

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp

Phe

Val

160

GIn

Gly

Leu



Asp

225

Asp

Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu

Ser

Lys

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Asp

Ala

290

Gly

Phe

Ala

His

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

<220>
<223>

<400>

Val Pro

His Pro

Glu Glu

Ala Ala
260

Asn lle
275

Gly Pro

Gly Ser

Glu Lys

Gly Gly

340

His His
355

181
375
PRT
secuencia artificial

181

Phe

Tyr

e

245

Arg

Ser

Lys

Phe

Gly

325

Pro

His

Leu

Ala

230

Val

Ala

Pro

Glu

GIn

310

Gly

Gly

Cys

215

Glu

Phe

Lys

Pro

lle

295

Ala

Pro

Ser

constructo sintético

His

Ile

Arg

[ [E]

Ser

280

Arg

Val

Gly

Gly

Phe

Thr

Thr

Pro

265

Thr

lle

Glu

Ser

Lys
345

94

Arg

Asn

Leu

250

Ala

Val

Tyr

GIn

Gly

330

Gly

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe

Pro

Val

315

Gly

Lys

Ala Vval
220

Leu Lys

Tyr Phe

Phe Ser

Ala Ala

285

Tyr Asn

300

Lys Phe

Ala Gly

Gly Lys

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Asn

Leu

Ser

Gly
350

Leu Val

His Arg
240

Gly Vval
255

Gly Leu

Asn Tyr

His Glu

Lys Lys
320

Pro Gly
335

Lys Gly

Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro Leu Glu Glu Leu Lys Lys Tyr Arg Pro

1

5

10

15

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp Phe Asp Glu Phe Trp Glu Glu Thr Leu

20

25

30



Ala

Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Asp
225

Asp

Glu

His

50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Ser

35

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

GIn

Leu

195

Val

His

Glu

Glu

Lys

Arg

Pro

His

100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro

Pro

Glu

Lys

Thr

e

Cys

85

Asp

Thr

Pro

e

Val

165

Arg

Val

Phe

Tyr

e
245

Phe

Val

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Leu

150

Arg

e

Ser

Leu

Ala

230

Val

Pro

Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Gly

135

Asp

Ala

Val

Ala

Cys
215

Glu

Phe

Leu

40

Ala

Trp

GIn

Phe

GIn

120

Pro

Pro

Val

e

Leu

200

His

Ie

Arg

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Trp

105

Gly

Val

Arg

Glu

Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

95

Pro

Asp

Leu

Ile

90

Pro

Ser

Asp

Thr

Ala

170

Gly

Lys

Arg

Asn

Leu
250

Val

Val

Val

75

Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr

155

Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Phe

Thr

60

Pro

Tyr

Met

Trp

GIn

140

Tyr

Ala

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Tyr

Glu

45

Phe

Lys

Asn

Gly

Leu

125

Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Arg

Ser

Leu

Gly

Tyr

110

Lys

Pro

Arg

Phe

Gly

190

Ala

GIn

Thr

Asp

Met

Gly

Glu

Gly

e

Gly

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Leu

Leu

His

Gly
255

Glu

Tyr

Glu

80

Arg

Cys

Asp

Phe

Val

160

GIn

Gly

Leu

Val

Arg

240

Val



Asn

Met

Tyr

Gly

305

Leu
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Pro
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e
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5
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Gly
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Arg

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Asp

225
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Asn

Met
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Lys

Phe

Val

Pro
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Thr

Thr

Asp
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Asp

210

Thr

Lys

Phe
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Leu
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Met

115
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Arg
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Leu

195
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His
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Arg
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Tyr
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180
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Pro

Pro

Glu
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260
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Cys

85
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Thr
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Ie
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165

Arg

Val

Phe

Tyr
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245

Arg

Thr

Lys

70

Val

Trp

Arg

Glu

Leu
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Arg

e
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230

Val

Ala
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Gly

Val
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135
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Trp
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Phe
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e
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e
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280
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Tyr

Trp

105

Gly
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Arg
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Ala
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Phe

Thr

Thr
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265

Thr
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Leu
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170
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Lys
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Asn

Leu

250
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Val
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Gly
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Tyr

155
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Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu

Phe
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Tyr

Met

Trp

GIn
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Tyr

Ala

Ser

Ala
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220

Leu

Tyr

Phe
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Lys

Asn

Gly

Leu
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Tyr

Tyr

Ser

GIn

Lys

205

Val

Lys

Phe

Ser

Ala
285

Leu

Gly

Tyr
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Lys
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Arg

Phe

Gly
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Ala

GIn

Thr

Asp

Val

270

Tyr

Glu Glu
80

Gly Arg
95

Ile Cys

Gly Asp

Gly Phe

Arg Val
160

Pro GIn
175

Gly Gly

Leu Leu

Leu Val

His Arg
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Gly Vval
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Gly Leu

Asn Tyr



Tyr

Gly

305

Leu

Ser

Lys

Pro

Val

385

Pro
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290

Gly

Phe

Ala

His

Glu

370

Val
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Gly
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Gly
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Pro
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PRT
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Lys

Gly

340

Gly

Glu
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Phe
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325

Pro

Leu
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Lys
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405

Glu

GIn

310
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Lys
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295

Ala

Pro

Ser

Glu
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Lys
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Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro

1

5

Glu Arg Tyr Glu Glu Lys Asp
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Ala Glu Ser Glu Lys Phe Pro

35

Arg

Val

Gly

Pro

Arg
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Pro

GIn

Ser

Leu

Phe

lle

Glu

Ser

Ser

345

Ala

Pro

Lys

Lys

Pro
425

Glu
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Tyr Pro

GIn Vval
315

Gly Gly
330

Ala GIn

Pro GIn

Glu Pro

Pro Lys
395

Glu Thr
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His His

Glu Leu
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Tyr

300

Ala

Ser

Arg

Pro

380

Pro

His

His

Lys

Asp Glu Phe Trp

25

Leu Asp Pro Val Phe
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Asn

Phe

Gly

GIn

Tyr
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Lys

Lys
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Lys

Glu

Asn

Leu

Ser

Leu

350

Gly

Glu

Pro

Arg

His
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Tyr

Glu
30

His Glu

Lys Lys
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Pro Gly
335

Pro Asp

Pro Glu

Ala Pro

Lys Pro
400

His Ala
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His

Arg Pro
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Thr Leu

Glu Arg Met Glu
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Ser

Arg

65

Glu

Gly

Phe

Thr

Met

145

Phe

Val

e

Asp
225

Asp

Asn
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50

Gly

Lys

Phe

Val

Pro

130

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

210

Thr

Lys

Phe

Leu

GIn

Leu

Pro

Met

115

Asp

Arg

Asp

GIn

Leu

195

Val

His

Glu

Ala

Lys

Arg

Pro
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100

Asp

Tyr

Gly

Ala

Glu

180

Ala

Pro
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Glu
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260

Thr

Ie

Cys

85

Asp
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e

Val
165

Arg
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Phe

Tyr

e

245

Arg

Val

Lys

70
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Trp

Arg

Glu

Leu
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Arg
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Ser

Leu

Ala

230

Val
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Glu

55

Gly

Val

Leu

Gly

Gly

135
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Ala
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215

Glu
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Lys

Ala Tyr

Trp

GIn

Phe

GIn
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Val
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Leu
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e

Arg

Ile

Leu

Tyr

Trp

105

Gly
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Ala

185

Ser

Phe

Thr

Thr

Pro
265
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Asp

Leu

Ile
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Pro

Ser
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Thr

Ala
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Gly

Lys

Arg

Asn

Leu
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Ala

Val
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Gly

Ser

Gly

Pro

Tyr
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Ala

Gly

Lys

Arg

Phe

235

Ser

Leu
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60

Pro
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Met

Trp
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Tyr
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Leu
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Leu
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Tyr
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Lys
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Gly

Tyr
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Lys
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Arg

Phe

Gly
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Ala

GIn

Thr
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Val
270

Gly Tyr

Glu Glu
80

Gly Arg
95

Ile Cys

Gly Asp

Gly Phe

Arg Val
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Pro GIn
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Gly Gly
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Leu Val

His Arg
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Gly Vval
255

Gly Leu



Met Asp

Tyr Ala
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Gly Gly
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Leu Phe

Ser Ala
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310
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Met Ala Phe Phe Asp Leu Pro

1

Glu Arg

Ala Glu

Ser His
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5

Tyr Glu Glu Lys Asp
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Ser Glu Lys Phe Pro
35

Leu Lys Thr Vval Glu
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Glu Lys
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85
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280

Arg
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Leu

Phe
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GIn
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Glu
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Lys
345

Glu

Asp
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Asp

Tyr

Leu

Tyr
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Val

Tyr
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Glu
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Glu
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Phe Ala

Pro Tyr
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Val Lys
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Gly Ala
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Phe Trp
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Val Thr
60

Val Pro
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Gly Tyr
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Asn
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Gly

Lys
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Glu
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45

Phe
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Tyr
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Leu
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Gly
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Tyr

Glu
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Arg
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Gly
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Phe
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Met
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Phe
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e
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130

Thr
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Asp
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Tyr
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e
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Arg
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Arg
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Trp

Arg
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Val
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Phe
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Pro

Val
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Leu
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Asp

Val

270

Tyr
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<210> 185
<211> 387
<212> PRT

Lys Gly Glu Pro
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Phe
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e
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Val

Pro
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2012/070371

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT b

LEE, Howard, C.

NOTIFICATION OF THE RECORDING CQ]gate_Pa|m0|ive Company
OF A CHANGE 909 River Road
P.O. Box 1343
(PCT Rule 92bis.1 and Piscataway, New Jersey 08855-1343
Administrative Instructions, Section 422) ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/vear)

10 June 2014 (10.06.2014)

Applicant’s or agent's file reference

P — N —
9357-00-WO IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. Intemational filing date (day/month/vear)
PCT/US2012/070371 18 December 2012 (18.12.2012)
1. The following indications appeared on record concerning;
B the applicant ] the inventor [ the agent [J the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Burcau hercby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning;

B the person [ the name [] the address [] the nationality (] the residence
Name and Address ' State of Nationality State of Residence
E. |. DU PONT DE NEMOURS AND COMPANY us us
1007 Market Street Telephone No.
Legal-Patents 732-878-7500
Wi]mingtﬂn, 19898 Facsimile No.
United States of America 732-878-7660
E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, i necessary:
The person identified in Box 2 has been added as applicant for all designated States.

4. A copy of this notification has been sent to:
B{ the receiving Office
[[] the International Searching Authority

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned
the elected Offices concerned

OOXC

[] the Authority(ies) specified for supplementary search other:
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland Deprez Isabelle
: e-mail ept.pct@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 80 40 Telephone No. +41 22 338 78 78

Form PCT/IB/306 (January 2009) I/FNA93IMIDSM73E0
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Patent Departmernt

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT

To:
° Heble, Nikhil A. NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND

Colgate-Palmolive Company

P.O. Box 1343

Piscataway NJ 08855-1343 FEB 2 6 20\4 A |

ETATS-UNIS D'AMERIQUE

: ETING] THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
909 River Road pATENT DOCK SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

—
DOCKETED BY: (PCT Rule 44.1)
Date of mailing
(day/month/year)
13 February 2014 (13-02-2014)
Applicant's or agent's file reference
9357-00-W0 FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
International application No. International filing date .
day/month/year)
PCT/US2012/070371 (day . 10
L ||I£n ?\n‘{nﬂIBDecember2012(18122012)
Applicant Lﬁ, .f AW, Uﬁ‘ . 3 ( [’
COLGATE-PALMOLIVE COMPANY DOCKETED DU
Initial

Y

-
1, The applicant is hereby notified that the international search repdagn ReaHAEh BRI 08 crmammarsmmrching

Authority have been established and are transmitted herewith.

Filing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the International Application (see Rule 46):

When? The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the
International Search Report.

Where? Directly to the International Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed instructions, see PCT Applicant’s Guide, International Phase, paragraphs 9.004 - 9.011.

2 I:I The applicant is hereby notified that no international search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the International Searching Authority are transmitted herewith.

3. D With regard to any protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

D the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with any
request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

|:| no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4, Reminders

The applicant may submit comments on an informal basis on the written opinion of the International Searching Authority to the
International Bureau. The International Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices unless an
international preliminary examination report has been or is to be established. Following the expiration of 30 months from the
priority date, these comments will also be made available to the public.

Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the
International Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international
application, or of the priority claim, must reach the International Bureau before completion of the technical preparations for
international publication (Rules 90bis.1 and 90bis.3).

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date (in some Offices even later); otherwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry into the national phase before those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is filed within 19
months.

For details about the applicable time limits, Office by Office, see www.wipo.int/pct/enftextsftime_limits.html and the
PCT Applicant's Guide, National Chapters.

Name and mailing address of the International Searching Authority Authorized officer
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 — LSPEZ NAVARRO, Angela

Fax: (+31-70) 340-3016 AL OVE ZNA VARR

NL-2280 HV Rijswijk
: o)) ve. (+31-70) 340-2040 — Tel: +49 (0)89 2399-6027
02)&% :

Form PCT/ISA/220 (July 2010)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER 566 Form PCT/ISA/220
9357-00-W0 ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
Intemnational application No. Intemational filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/yesar)
PCT/US2012/070371 18 December 2012 (18-12-2012) 19 December 2011 (19-12-2011)
Applicant

COLGATE-PALMOLIVE COMPANY

This international search report has been prepared by this Intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 4 sheets.
Itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. Withregard to the language, the intemational search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

D atranslation of the interational application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

=

00 FE =

This intemational search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.

2. Certain claims were found unsearchable (See Box No. )
3. Unity of invention is lacking (see Box No III)
4. With regard to the title,

the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:

O

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

the text has been established, acoording to Rule 38.2, by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
D as suggested by the applicant
D as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selacted by this Authority, bacause this figure batter characterizes the invention
b. D none of the figures is to be published with the abstract

Form PCTANSA/210 (first sheet) (July 2009)



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2012/070371

Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)

1. With regard to any nuclectide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:

a. (means)

on paper
in electronic form

b. (time)
in the international application as filed
together with the intemational application in electronic form
D subsequently to this Authority for the purpose of search

2. D In addition, in the case that more than ons version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statemants that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/AISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/US2012/070371

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. A61K8/37 A61K8/34 A61K8/64 A61Q11/00 A61Q17/04
A61K8/22 A61K8/66
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

tation hed (classification system fallowed by classification symbols)

Yrrm——
A61K A61Q

Documentation searched cther than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practicable, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, Sequence Search, EMBASE, EMBL, INSPEC, CHEM ABS
Data, SCISEARCH

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of d it, with indication, where appropriate, of the rel Relevant to olaim No.

Y

Y US 20117236339 Al (DICOSIMO ROBERT [US] ET 1-23
AL) 29 September 2011 (2011-09-29)
paragraphs [0006] - [0078], [0162],
[0185]; examples

Y WO 2007/103050 Al (GENENCOR INT [US]; 1-23
CONCAR EDWARD M [US]; POULOSE AYROOKARAN J
[US]) 13 September 2007 (2007-09-13)
paragraphs [0005] - [0022]; examples

Y DE 10 2007 036392 Al (HENKEL AG & CO KGAA 1-23
[DE]) 5 February 2009 (2009-02-05)
paragraphs [0001] - [6036], [0262] -
[0352]

-/--

Further documents are listed in the continuation of Box C. See patent family annex.

" Speoial oategories of cited documents : . .
“T° later document published after the intemational filing date or priority

v 4 - . L . date and not in confiict with the application but oited to understand
A b of partioulc) &?e?mnoe state of the art whioh is not considered the principle or theory underlying the invention
"E" earlier application or patent but published on or after the intemnational "X* dooument of particular relavanoe; the claimed invention cannotbe
fling date ) considered novel or cannct be considered to involve an inventive
“L" dooument which may throw doubts on priority claim(s) or which is step when the document is taken alone
“M.E:I establish the p"%hw“"" date of ancther citation or other *Y* dooument of particular relevanoce; the olzimed invention cannot be
specialraaaan '(‘“ speoified) ) - considered to involve an inventive atep when the dooument is
*O"* d t g to an oral discl e, use, exhibition or other ocombined with one or more other such documents, such combination
means being cbvious to a person skilled in the art
°P*® d ent published prior to the intx tional filing date but later than
the priority date claimed *&" document member of the same patent family
Date of the actual completion of the intematicnal search Date of mailing of the intemational search report
5 February 2014 13/02/2014
Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Riswie

ol, (+31-70) 340-2040, .
Fax: (+31-73) 3403018 Steffen, Pierre

Form PCTAISA/210 (second sheel)} (April 2005)

page 1 of 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International apptication No

PCT/US2012/070371

C{Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category”

Citation of dooument, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to olaim No.

Y

X,P

WO 2005/124012 Al (HENKEL KGAA [DE]; STEHR
REGINA [DE]; BESSLER CORNELIUS [DE];
MAURER KA) 29 December 2005 (2005-12-29)
pages 4-14

pages 82-88

W0 2005/110344 Al (COLGATE PALMOLIVE CO
[USY; HASSAN MAWMOUD TUS); AU GUOFENG
[US]; VISCI) 24 November 2005 (2005-11-24)
the whole document

W0 2012/087970 A2 (DU PONT [US]; BUTTERICK
LISA A [US]; CUNNINGHAM SCOTT D [US];
DICOSIMO) 28 June 2012 (2012-06-28)

cited in the application

the whole document

1-23

1-23

1-23

Form PCT/iSA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/US2012/070371
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
US 2011236339 Al 29-09-2011 CA 2792930 Al 29-09-2011
CN 102822281 A 12-12-2012
JP 2013523914 A 17-06-2013
KR 20130064733 A 18-06-2013
US 2011236339 Al 29-09-2011
US 2013005889 Al 03-01-2013
WO 2011119651 A2 29-09-2011
WO 2011119714 Al 29-09-2011
WO 2007103050 Al 13-09-2007 BR P10708512 A2 31-05-2011
CN 101394832 A 25-03-2009
EP 1991199 Al 19-11-2008
RU 2008139320 A 10-04-2010
US 2009311198 Al 17-12-2009
WO 20067103050 Al 13-09-2007
DE 102007036392 Al 05-02-2009 DE 102007036392 Al 05-02-2009
EP 2171048 Al 07-04-2010
US 2016196287 Al 05-08-2010
WO 2009015951 Al 05-02-2009
WO 2005124012 Al 29-12-2005 DE 102004029475 Al 26-01-2006
EP 1756352 Al 28-02-2007
US 2007128129 Al 07-06-2007
WO 2005124012 Al 29-12-2005
WO 2005110344 Al 24-11-2005 AR 048894 Al 07-06-2006
AU 2005244137 Al 24-11-2005
BR P10510497 A 13-11-2007
CA 2562099 Al 24-11-2005
CN 1956696 A 02-05-2007
EP 1781244 Al 09-05-2007
MY 144462 A 30-09-2011
RU 2006143650 A 20-06-2008
SG 148211 Al 31-12-2008
US 2005249678 Al 160-11-2005
WO 2005110344 Al 24-11-2005
WO 2012087970 A2 28-06-2012 AU 2011349451 Al 30-05-2013
CA 2822422 Al 28-06-2012
CN 163269679 A 28-08-2013
EP 2654695 A2 30-10-2013
KR 20130132936 A 05-12-2013
US 2012328534 Al 27-12-2012
WO 2012087970 A2 28-06-2012

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

! To: PCT

WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASAZ20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of mailiﬁg o
(day/imonthjear) see form PCTASA210 (second sheet)
IOR—

Applicant's or agent's file reference ) FOR FURTHER ACTION
see form PCTASA220 See paragraph 2 below
International application No. Internaticnal fiting date (dayfnonthyear) Priority date (daynonthfear)
PCTAS2012070371 18.12.2012 19.12.2011

International Patent Classification (IPC) or beth national dassification and IPC
INV. A61K8B7 A61K834 A61K8H4 A61Q11/00 A61Q17/04 A61K8R22 A61KB/HE6

Applicant :
COLGATE-PALMOLIVE COMPANY

1. This opinion contains indications relating to the following items:

& BoxNo.!  Basis of the opinion
X BoxNo.il  Priority
[1 Box No. .  Non-astablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

0 Box No. IV  Lack of unity of inventian

& BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

& Box No. VI Certain documents cited
O Box No. Vil Certain defects in the international application
B3 Box No. Vil Certain abservations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except thal this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered ta be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/220 or befors the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires later.

For further options, see Form PCTASA/220.

Name and mailing address of the ISA: I Date of completion of Authorized Officer
% this opinion Iy’"' P,
European Patent Office sea form . > ) X
D-80298 Munich ' R LS &
Tel. +4989 2399 -0 Telephone No. +49 89 2399-7307 g 03 3
Fax: +49 89 2399 - 4465 ; j

Form PCTASA/237 (Cover Sheat) (July 2009)




WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2012070371

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
& the international application in the language in which it was filed

0O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
X orn paper
& in electronic form
b. (time)
& in the international application as filed
& together with the international application in electronic form

O subsequently to this Authority for the purposes of search

4. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Box No. Il Priority

1. & The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as if no pricrity had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

Form PCTASA/237 (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTMUS2012070371

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-2
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims

No: Claims 123

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-23
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and/or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2012/070371

BeltemV

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:
D1 US 2011/236339 A1 (DICOSIMO ROBERT [US] ET AL) 29 September
2011 (2011-09-29)

D2 WO 2007/103050 A1 (GENENCOR INT [US]; CONCAR EDWARD M
[US]; POULOSE AYROOKARAN J [US]) 13 September 2007
(2007-09-13)

D3 DE 10 2007 036392 A1 (HENKEL AG & CO KGAA [DE]) 5 February 2009
(2009-02-05)
D4 WO 2005/124012 A1 (HENKEL KGAA [DE]; STEHR REGINA [DE];

BESSLER CORNELIUS [DE]; MAURER KA) 29 December 2005
(2005-12-29)

D5 WO 2005/110344 A1 (COLGATE PALMOLIVE CO [US]; HASSAN
MAHMOUD [US]; XU GUOFENG [US]; VISCI) 24 November 2005
(2005-11-24)

D6 WO 2012/087970 A2 (DU PONT [US]; BUTTERICK LISA A [US];
CUNNINGHAM SCOTT D [US]; DICOSIMO) 28 June 2012 (2012-06-28)
cited in the application

The present application relates to tooth whitening strips with granular bleaching agent
and comprising a system of perhydrolase and ester to generate peracid formation with
peroxide. The enzyme is a known CE-7 from Thermotoga maritima or that enzyme
plus an additional tooth binding domain in the C-terminus (that is however not
consistently present in the claims). The claims define further embodiments of the
strips, as well as a method of bleaching teeth using these.

D1 (paragraphs [0006] - [0078], [0162], [0185]; examples) discloses the same
perhydrolase CE-7 enzymes as in the application (with the exception of the fusion
protein) and the same peroxide ester-acceptors for forming bleaching peracid
compounds. Suggested is the use in the oral cavity, such as application to tooth
enamel in safe and efficacious concentrations.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheel) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2012/070371

D2 (paragraphs [0005] - [0022]; examples) disclose a general use of perhydrolases in
conjunction with peroxide and ester-acceptor for generating peracids for bleaching
teeth inter alia incorporated in tooth powders, dentifrice and other teeth whitening
products.

D3 is a disclosure (paragraphs [0001] - [0036], [0262] - [0352]) with perhydrolase
systems for generation of peracids by use of esters, as bleaches in cleaning products.
D3 also discloses the incorporation in tooth care products inter alia also dental strips
("Zahnpfiaster), also along with granular bleaching agents. D4 (pages 4-14 and pages
82-88) is a similar disclosure with perhydrolase/oxidase systems for generation of
peracids by use of esters, as bleaches in cleaning products. These systems can be
incorporated in tooth care products inter alia tooth paste, mouth rinse etc. along with
granular bleaching agents.

D5 generally discloses tooth strip technology, such as also the ones underlying the
present application.

From the foregoing D1-D5 it becomes clear that the present application discloses
alternative tooth strips using a further perhydrolase/ester system for generating
bleaching peracids. However these specific enzymes and esters were known in the art
and already proposed to be incorporated into oral care (bleaching) products inciuding
strips. That these are now strips cannot add to inventive step, since strips with such
systems have already been suggested and dental strip technology is widely known.

In view of D1-D5, the claims therefore lack inventive step and are thus contrary to Art.
33(1) and (3) PCT.

Be item V|

Certain documents cited
Application No Publication date | Filing date Priority date (valid claim)
Patent No (day/month/year) i (day/month/year) : (day/month/year)
D6: WO 2012/087970 | 28 June 2012 19 December 2011 | 20 December 2010

Form PCTASA/237 (Separate Shest) (Sheet 2) (EPO-Apsil 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2012/070371

D6, cited in the application, discloses the same perhydrolase enzymes, also the long
fusion form with tooth binding domain of the application, as well as their use in dental
bleaching care inter alia in tooth strip technology. Depending on the priority, this
intermediate document is relevant for novelty and/or inventive step.

R Vil

Certain observations on the international application
Claim 22 features unclear terms such as "effective” and "substantially” (Article 6 PCT).

Form PCT/SA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)



10

15

20

COMPOSICIONES QUE GENERAN PERACIDOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Existe una necesidad de cintas blanqueadoras aptas para
su uso doméstico que tengan niveles totales inferiores de
peréxido y que aun asi tengan wuna mejor actividad
blanqueadora.

RESUMEN

La invencidén proporciona cintas blanqueadoras que
incluyen un ingrediente blanqueador granular en combinacion
con una enzima que tiene actividad perhidrolitica
(““perhidrolasa”) que incluye el motivo estructural conservado
de la familia 7 de carbohidrato esterasas y un donante de
acilo de forma tal que, al utilizarlas, el peroxido liberado
por el ingrediente blanqueador granular reaccione con el
donante de acilo en la presencia de la perhidrolasa y forme
un peréacido en directa proximidad con los dientes, sin una
dilucion considerable con los excipientes de la formulacion y
que, por consiguiente, permitan mejorar el blanqueamiento de
los dientes con cantidades totales muy inferiores de
peroéxido.

Las cintas incluyen una pelicula adhesiva, ya sea de
capa unica o de multiples capas (por ejemplo, de dos capas)

que, cuando se hidrata con agua o saliva, se torna Ilo
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suficientemente adhesiva como para adherirse a los dientes.

ElI ingrediente blanqueador granular se adhiere a un lado
de la pelicula para colocarlo en contacto con los dientes.
Luego de la aplicacién, el ingrediente blanqueador se coloca
directamente sobre los dientes (es decir, entre los dientes y
la capa adhesiva). Los granulos luego liberan peréxido
mediante su disolucidn rapida en agua. EI ingrediente
blanqueador puede opcionalmente recubrirse con un material de
disoluciodon rapida, tal como sulfato de sodio, almidon de maiz
0 goma arabiga. Opcionalmente, las cintas proporcionan una
segunda capa en la pelicula presente para alargar el tiempo
de exposicion. Esta segunda capa puede ser insoluble en agua,
lo que hace necesario que el usuario retire la cinta luego
del tratamiento, o puede erosionarse en agua, lo que provoca
que la cinta se disuelva luego de un tratamiento suficiente.
La cinta ademas incluye una perhidrolasa (una enzima capaz de
catalizar la reacciéon del éster de acido carboxilico vy
peréoxido de hidrégeno para formar un peracido), que también
puede proporcionarse en forma granular sobre la superficie de
la pelicula, y un donante de acilo, por ejemplo, seleccionado
de &acidos carboxilicos y compuestos de acilo, por ejemplo,
triacetina o hexaacetato de sorbitol, donde el donante de
acilo reacciona con la fuente de peroéxido en la cinta en la

presencia de la perhidrolasa para formar un peréacido, que
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mejora la accion blanqueadora de la cinta.

Algunas modal idades de la presente invencion
proporcionan una cinta blanqueadora dental que iIncluye una
pelicula adhesiva hidratable con un primer lado y un segundo
lado, donde el primer lado tiene un ingrediente blanqueador
granular adherido al mismo, y donde la cinta blanqueadora
dental ademas incluye, en o sobre la pelicula o en la forma
de granulos adheridos al primer lado de la pelicula;

a) una enzima que tiene actividad perhidrolitica,
enzima ésta que tiene un motivo distintivo de la familia 7 de
carbohidrato esterasas (CE-7) que se alinea con una secuencia
de referencia SEQ ID NO: 1, donde el motivo distintivo
incluye:

1) un motivo RGQ en las posiciones correspondientes
a las posiciones 118-120 de la SEQ ID NO: 1;

i) un motivo GXSQG en las posiciones
correspondientes a las posiciones 186-190 de la SEQ ID NO: 1;
y

i) un motivo HE en las posiciones correspondientes a
las posiciones 303-304 de la SEQ ID NO: 1; vy

(b) al menos un sustrato donante de acilo, sustrato
éste que se selecciona del grupo que consiste en:

D) ésteres que tienen la estructura

[X1nRs
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donde X = un grupo éster de la formula RsC(0)O

Re = grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o
ciclico, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo o
grupos alcoxi Cl a C4, donde Rg opcionalmente incluye uno o
mas enlaces éter para R¢ = C2 a C7;

Rs = un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o
ciclico o un grupo heteroaromatico ciclico de 5 miembros o un
grupo aromatico o heteroaromatico ciclico de seis miembros
opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo; donde cada
atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de un
grupo hidroxilo o no mas de un grupo éster o un grupo acido
carboxilico; donde Rs opcionalmente incluye uno o mas enlaces
éeter;

M es un numero entero que oscila entre 1 y el numero de
atomos de carbono en Rs; y

donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de

al menos 5 ppm a 25 °C;

i) glicéridos que tienen la estructura
R C 0 CH2 CH CH2 OR.
oOR 2

donde R; = alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada
opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi

Cl aC4 vy Rz vy Rs individualmente son H o R;C(0);
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) uno o mas ésteres de la formula

donde R; es un alquilo Cl1 a C7 de cadena recta o
ramificada opcionalmente sustituido con un hidroxilo o0 un
grupo alcoxi Cl1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10 de cadena
recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0),, o (CH,CH(CH3)-0),H
yneslal0; vy

1v) sacaridos acetilados seleccionados del grupo que
consiste en monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados,
y polisacéarido acetilado;

donde al hidratarse la pelicula adhesiva hidratable, el
ingrediente blanqueador granular libera peroxido de hidrdégeno
y la enzima cataliza la formacion de una cantidad eficaz de
un peracido.

Otras modalidades de la presente invencidn proporcionan
un método de blanqueamiento dental que incluye proporcionar
un sistema de envasado que 1incluye la cinta blanqueadora
dental de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones que
anteceden; retirar la cinta blanqueadora dental del sistema
de envasado; y poner en contacto la cinta blanqueadora dental

directamente con los dientes durante un periodo de tiempo
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suficiente para blanquear 1los dientes; donde la cinta
blanqueadora dental se hidrata con la humedad presente en la
cavidad oral o sobre la superficie dental o se hidrata luego
del paso (b) pero antes del paso (c).

Otras areas de aplicacion de la presente iInvencidon seran
evidentes a partir de la descripcion detallada incluida méas
adelante en la presente. Se entendera que, aunque indican la
modalidad preferente de 1la 1invencion, se prevé que la
descripcion detallada y los ejemplos especificos tengan fines
meramente ilustrativos y que no se prevé limiten el alcance
de la invenciodn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS BIOLOGICAS

Las siguientes secuencias cumplen con 37 C.F.R. 88
1.821-1.825 (“Requisitos para Solicitudes de Patente que
Contienen Secuencias de Nucleodtidos y/o de Aminoacidos — Las
Normas de las Secuencias™) y son consistentes con la Norma
ST.25 (2009) de 1la Organizacion Mundial de la Propiedad
Intelectual (WIPO, por sus siglas en inglés) y con los
requisitos para listados de secuencias del Convenio Europeo
de Patentes (EPC, por sus siglas en inglés) y con las Reglas
5.2 y 49.5(a-bis) del Tratado de Cooperacién en Materia de
Patentes (PCT, por sus siglas en inglés), y la Seccion 208 y
el Anexo C de las Instrucciones Administrativas. Los

simbolos y el formato utilizados en los datos de secuencias
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de nucleodtidos y aminoacidos cumplen con las reglas expuestas
en 37 C.F.R. 8 1.822.

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos de la
perhidrolasa de variante Thermotoga maritima C277S.

La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la
proteina de fTusidén que incluye la perhidrolasa de variante
Thermotoga maritima C277S acoplada a un dominio de unidn
dental (también conocido como “EZ-7” en la Publicacion de la
Solicitud de Patente Internacional No. W02012/087970A2
otorgada a Butterick et al.).

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de &acidos nucleicos que

codifica una cefalosporina C deacetilasa de Bacillus subtilis
ATCC® 31954™._

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos de una
cefalosporina C deacetilasa de Bacillus subtilis ATCC®
31954™.

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de una
cefalosporina C deacetilasa de la cepa 168 Bacillus subtilis
subespecie subtilis.

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos de una
cefalosporina C deacetilasa de B. subtilis ATCC® 6633™.

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos de una
cefalosporina C deacetilasa de B. licheniformis ATCC® 14580™.

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de una
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acetil xilano esterasa de B. pumilus PS213.

La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos de una
acetil xilano esterasa de Clostridium thermocellum ATCC®
27405™.

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoacidos de una
acetil xilano esterasa de Thermotoga neapolitana.

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoacidos de una
acetil xilano esterasa de Thermotoga maritima MSBS8.

La SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos de una
acetil xi1lano esterasa de Thermoanaerobacterium sp. JW/SL
YS485.

La SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoacidos de una
cefalosporina C deacetilasa de Bacillus halodurans C-125.

La SEQ ID NO: 14 es la secuencia de aminoacidos de una
cefalosporina C deacetilasa de Bacillus clausii KSM-K16.

La SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoacidos de una
variante de [la acetil xilano esterasa de Thermotoga
neapolitana de la Publicacién de la Solicitud de Patente de
los EE.UU. No. 2010-0087529 (incorporada en la presente a
titulo de referencia en su totalidad), donde el residuo Xaa
en la posiciéon 277 es Ala, val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de aminoacidos de una
variante de la acetil xilano esterasa de Thermotoga maritima

MSB8 de la Publicacion de la Solicitud de Patente de los
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EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa en la posicion
277 es Ala, val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 17 es la secuencia de aminoacidos deducida
de una variante de la acetil xilano esterasa de Thermotoga
lettingae de la Publicacion de la Solicitud de Patente de los
EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa en la posicioén
277 es Ala, val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 18 es la secuencia de aminoacidos de una
variante de [la acetil xilano esterasa de Thermotoga
petrophila de la Publicacion de la Solicitud de Patente de
los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa en la
posicion 277 es Ala, Val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoacidos de una
variante de la acetil xilano esterasa de Thermotoga especie
RQ2 derivada de “RQ2(a)” de la Publicacion de la Solicitud de
Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa
en la posicioéon 277 es Ala, val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 20 es la secuencia de aminoacidos de una
variante de la acetil xilano esterasa de Thermotoga especie
RQ2 derivada de “RQ2(b)” de la Publicacidon de la Solicitud de
Patente de los EE.UU. No. 2010-0087529, donde el residuo Xaa
en la posicion 278 es Ala, val, Ser, o Thr.

La SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoacidos de una

acetil xilano esterasa de Thermotoga lettingae.
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La SEQ ID NO: 22 es la secuencia de aminoacidos de una
acetil xilano esterasa de Thermotoga petrophila.

La SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoacidos de una
primera acetil xilano esterasa de Thermotoga especie RQ2
descrita como “RQ2(a)”.

La SEQ ID NO: 24 es la secuencia de aminoacidos de una
segunda acetil xilano esterasa de Thermotoga especie RQ2
descrita como “RQ2(b)™.

La SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos de una
cefalosporina C deacetilasa de Thermoanearobacterium
saccharolyticum.

La SEQ ID NO: 26 es la secuencia de aminoacidos de la
acetil xilano esterasa de Lactococcus lactis (numero de
acceso GENBANK® ABX75634.1).

La SEQ ID NO: 27 es la secuencia de aminoacidos de la
acetil xilano esterasa de Mesorhizobium loti (numero de
acceso GENBANK® BAB53179.1).

La SEQ ID NO: 28 es la secuencia de aminoacidos de la
acetil xilano esterasa de Geobacillus stearothermophilus
(numero de acceso GENBANK® AAF70202.1).

Las SEQ ID NO 29-163 son las secuencias de aminoacidos
de los péptidos que tienen afinidad hacia una superficie de
la cavidad oral.

Las SEQ ID NO: 164-177 son las secuencias de aminoacidos
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de los enlazadores/espaciadores de péptidos.

Las SEQ ID NO: 178-197 son las secuencias de aminoacidos
de diversos constructos de fusidén de perhidrolasas diana que
incluyen una enzima perhidrolitica acoplada a través de un
enlazador peptidico a un dominio de unidn que tiene afinidad
hacia una superficie oral (véase 1la Publicacion de la
Solicitud de Patente Internacional No. W02012/087970A2
otorgada a Butterick et al.).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La siguiente descripcion de [la o Qlas modalidades
preferentes es de naturaleza meramente ilustrativa y no se
prevé que de manera alguna limite [la 1invencidén, su
aplicacién, o usos.

Conforme se utilizan en la presente, se prevé que los

un—, una

articulos , Yy “el/la” que preceden a un elemento o
componente de [la 1invencion no sean taxativos en lo que
respecta al numero de instancias (es decir, apariciones) del
elemento o0 componente. Por consiguiente, ‘“un”, ‘“una”, Yy
“el/l1a” se deben leer como que incluyen uno o al menos uno, Yy
la forma de la palabra en singular del elemento o componente
también incluye el plural a no ser que evidentemente se
prevea que el numero sea singular.

Conforme se utiliza en la presente, el término ‘que

incluye” significa la presencia de las caracteristicas,
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numeros enteros, pasos, o componentes indicados a los que se
hace referencia en las reivindicaciones, pero no excluye la
presencia o adiciéon de una o0 mas caracteristicas, numeros
enteros, pasos, componentes o0 grupos diferentes de los

miISmosS. ElI' término ‘“que incluye” pretende incluir Ilas
modalidades que abarcan los términos “gque consiste
esencialmente de” y “que consiste de”. Asimismo, el término
““que consiste esencialmente de” pretende incluir las
modal idades que abarca el término “que consiste de”.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“alrededor de” que modifica la cantidad de un ingrediente o
reactivo utilizado se refiere a la variacion en la cantidad
numérica que puede ocurrir, por ejemplo, a través de los
procedimientos tipicos de medicién y manipulacién de liquidos
utilizados para preparar concentrados o usar soluciones en la
realidad; a través de un error accidental en estos
procedimientos; a través de diferencias en la elaboracion,
fuente, o pureza de los ingredientes utilizados para preparar
las composiciones o llevar a cabo los métodos; y similares.
ElI término “alrededor de” también abarca las cantidades que
difieren debido a condiciones de equilibrio diferentes de una
composicion producto de una mezcla inicial en particular.

Independientemente de si se modifican o no con el término

“alrededor de”, las reivindicaciones incluyen los
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equivalentes de las cantidades.

Cuando estan presentes, todos los intervalos son
inclusivos y combinables. Por ejemplo, cuando se cita un
intervalo de “1 a 57, se entendera que el intervalo citado
incluye los intervalos de “1 a 4”7, “1 a 37, “1-27, “1-2 y 4-
57, “1-3 y 5”7, y similares.

Conforme se utilizan en la presente, los términos
“sustrato”, “sustrato adecuado”, ‘“donante de acilo”, vy
“sustrato de éster de 4cido carboxilico” de forma
intercambiable se refieren especificamente a:

() uno o mas ésteres que tienen la estructura

[X1nRs

donde

X es un grupo éster de la formula RegC(0)O;

Re es un grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o
ciclico, opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo o un
grupo alcoxi Cl1 a C4, donde Rg opcionalmente incluye uno o
mas enlaces éter cuando Rg es C2 a C7;

Rs es un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado,
o ciclico o un grupo heteroaromatico ciclico de cinco
miembros o un grupo aromatico o heteroaromatico ciclico de
seis miembros opcionalmente sustituido con un grupo
hidroxilo; donde cada atomo de carbono en Rs individualmente

incluye no mas de un grupo hidroxilo o no mds de un grupo
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éster, y donde Rs opcionalmente incluye uno o mas enlaces
eter;
m es un numero entero que oscila entre 1 y el ndmero de

atomos de carbono en Rs,

5 donde los uno o mas ésteres tienen una solubilidad en

agua de al menos 5 ppm a 25 °C; o

(b) uno o mas glicéridos que tienen la estructura
ﬁ
Ry C 0 CH, CH CH, ORy
10
OR3
donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o
ramificada opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un
grupo alcoxi Cl1 a C4 y R3 y Ry individualmente son H o
R]_C(O) > O
15 (c) uno o mas ésteres de la formula

O—O0

Ry O0—R,

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o

ramificada opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un

20 grupo alcoxi Cl1 a C4 y R, es un alquilo C1 a Cl10 de cadena

recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,

alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0),, o (CH,CH(CH3)-0),H
ynes 1lal0; o

(d) uno o mas monosacaridos acetilados, disacaridos
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acetilados, o polisacaridos acetilados; o

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

Conforme se utiliza en la presente, el término
“peracido” es sinénimo de peroxiacido, acido
peroxicarboxilico, acido peroxi, acido percarboxilico y acido
peroxoico.

Conforme se utiliza en la presente, el término “acido
peracético” se abrevia como “PAA” y es sinonimo de acido
peroxiacético, acido etanoperoxoico Yy todos [los demas
sinénimos del Numero de Registro CAS 79-21-0.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“monoacetina” es sinonimo de monoacetato de glicerol,
monoacetato de glicerina, y monoacetato de glicerilo.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“diacetina” es sinonimo de diacetato de glicerol, diacetato
de glicerina, diacetato de glicerilo, y todos los demas
sinénimos del Numero de Registro CAS 25395-31-7.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“triacetina” es sinonimo de triacetato de glicerina,
triacetato de glicerol, triacetato de glicerilo, 1,2,3-
triacetoxipropano, triacetato de 1,2,3-propanotriol y todos
los demas sinéonimos del Numero de Registro CAS 102-76-1.

Conforme se wutilizan en 1la presente, los términos

“azucar acetilado” y “sacarido acetilado” se refieren a mono-
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, di- y polisacaridos que incluyen al menos un grupo acetilo.
Algunos ejemplos de modo no taxativo incluyen pentaacetato de
glucosa, tetraacetato de xilosa, xilano acetilado, fragmentos
de xilano acetilado, 1,2,3,5-tetraacetato de B-D-
ribofuranosa; tri-O-acetil-D-galactal; y tri-O-acetil-glucal.

Conforme se utilizan en la presente, los términos
“hidrocarbilo”, “grupo hidrocarbilo”, y “fraccion
hidrocarbilo” significan una configuracién de cadena recta,
de cadena ramificada o ciclica de &tomos de carbono
conectados por enlaces simples, dobles, o triples carbono a
carbono y/o por enlaces éter, y sustituidos en conformidad
con atomos de hidroégeno. Estos grupos hidrocarbilo pueden
ser alifaticos y/o aromaticos. Algunos ejemplos de grupos
hidrocarbilo 1i1ncluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, t-butilo, ciclopropilo, ciclobutilo,
pentilo, ciclopentilo, metilciclopentilo, hexilo,
ciclohexilo, bencilo, y fenilo. En una modalidad preferente,
el grupo hidrocarbilo es una configuracion de cadena recta,
de cadena ramificada o ciclica de &tomos de carbono
conectados por enlaces simples carbono a carbono y/o por
enlaces éter, y sustituidos en conformidad con &tomos de
hidrogeno.

Conforme se wutilizan en 1la presente, los términos

“monoésteres” y “diésteres” de 1,2-etanodiol; 1,2-
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propanodiol; 1,3-propanodiol; 1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol;

2,3-butanodiol; 1,4-butanodiol; 1,2-pentanodiol; 2,5-
pentanodiol; 1,5-pentanodiol; 1,6-pentanodiol; 1,2-
hexanodiol; 2,5-hexanodiol; 1,6-hexanodiol; y sus

combinaciones, se refieren a los compuestos que incluyen al
menos un grupo éster de la formula RC(0)O, donde R es un
grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal. En una modalidad, el
sustrato de éster de acido carboxilico se selecciona del
grupo que consiste en diacetato de propilenglicol (PGDA),
diacetato de etilenglicol (EDGA), y sus combinaciones.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“diacetato de propilenglicol” es sinoénimo de 1,2-
diacetoxipropano, diacetato de propileno, diacetato de 1,2-
propanodiol, y todos los demas sinénimos del Numero de
Registro CAS 623-84-7.

Conforme se utiliza en [la presente, el término
“dracetato de etilenglicol” es sindénimo de 1,2-
diacetoxietano, diacetato de etileno, diacetato de glicol, y
todos los demas sindonimos del Numero de Registro CAS 111-55-
7.

Conforme se utilizan en la presente, los términos
“mezcla de reaccidon enzimatica adecuada”, ‘‘componentes
adecuados para la generacion iIn situ de un peracido”,

“componentes de reaccidn adecuados”, “mezcla de reaccioén
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acuosa adecuada”, “mezcla de reaccion”, y ‘“componentes que
generan peracidos” se refieren a los materiales y el agua (de
la saliva y/o aplicada por el usuario a la pelicula adhesiva
hidratable antes de utilizarla) en que se ponen en contacto
los reactivos y el catalizador de la enzima perhidrolitica.
Los componentes que generan peracidos incluyen al menos una
enzima que tiene actividad perhidrolitica, preferentemente
donde la enzima perhidrolitica es al menos una perhidrolasa
CE-7 (opcionalmente en la forma de una proteina de fusiodn
dirigida a una superficie corporal), al menos un sustrato de
éster de &4cido carboxilico adecuado, wuna fuente de
peroxigeno, y agua (de la saliva y/o aplicada por el usuario
a la pelicula adhesiva hidratable antes de utilizarla).

Conforme se utiliza en la presente, el término
“perhidrolisis” se define como la reaccion de un determinado
sustrato con peroxido para formar un peracido. Tipicamente,
se lleva a cabo la reaccion de un peroéxido inorganico con el
sustrato elegido en la presencia de un catalizador para
producir el acido peroxicarboxilico. Conforme se utiliza en
la presente, el término “perhidrolisis quimica” incluye las
reacciones de perhidrélisis en las que se combina un sustrato
(un precursor del &acido peroxicarboxilico) con una fuente de
peroxido de hidrogeno, donde el acido peroxicarboxilico se

forma en la ausencia de un catalizador enzimdtico. Conforme
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se utiliza en la presente, el término “perhidrolisis
enzimatica” incluye las reacciones de perhidrélisis en las
que se combina un sustrato de éster de &cido carboxilico (un
precursor del peréacido; el “donante de acilo”) con una fuente
de peroxido de hidréogeno y agua, donde el catalizador
enzimatico cataliza la formacién del peracido.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“actividad perhidrolasa” se refiere a la actividad del
catalizador por unidad de masa (por ejemplo, miligramo) de
proteina, peso celular seco, o0 peso del -catalizador
inmovilizado.

Conforme se utiliza en [la presente, “una unidad de
actividad enzimatica” o “una unidad de actividad” o “U” se
define como la cantidad de actividad perhidrolasa necesaria
para producir 1 umol del producto acido peroxicarboxilico por
minuto a una temperatura especifica.

Conforme se utilizan en la presente, los términos
“catalizador enzimatico” y “catalizador de perhidrolasa” se
refieren a un catalizador que incluye una enzima que tiene
actividad de perhidrélisis y que puede asumir la forma de una
célula microbiana completa, de una o mas células microbianas
permeables, de uno o mas componentes celulares de un extracto
de células microbianas, de una enzima parcialmente

purificada, o de wuna enzima purificada. El catalizador
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enzimatico también puede modificarse quimicamente (tal como
por pegilacion o mediante su reaccidon con reactivos de
reticulacidon). EI catalizador de perhidrolasa también puede
inmovilizarse sobre un soporte soluble o insoluble utilizando
métodos ampliamente conocidos por aquellos con experiencia en

la técnica; véase, por ejemplo, Immobilization of Enzymes and

Cells; Gordon F. Bickerstaff, Editor; Humana Press, Totowa,
NJ, USA; 1997. En una modalidad, el catalizador de
perhidrolasa puede inmovilizarse de forma no covalente en o
sobre una cinta de cuidado oral (por ejemplo, una cinta
blanqueadora) o un molde dental. En otra modalidad, la
inmovilizacion no covalente a la cinta o molde dental puede
realizarse a través del uso de un dominio de unidén peptidico
con una fuerte afinidad hacia un material en o sobre la cinta
o molde (por ejemplo, una proteina de fusidon que incluye una
enzima perhidrolitica acoplada a través de un espaciador
peptidico opcional a un dominio de unidén peptidico). En otra
modalidad, el molde dental es un molde deformable. En
incluso otra modalidad, el catalizador de perhidrolasa se
inmoviliza en o sobre el molde deformable luego de formar la
impresion dental.

Conforme se utiliza en la presente, ‘“acetil xilano
esterasas” se refiere a una enzima (E.C. 3.1.1.72; AXEs) que

cataliza la desacetilaciéon de los xilanos acetilados y otros
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sacaridos acetilados.

Conforme se wutilizan en 1la presente, los términos
“cefalosporina C deacetilasa” y “cefalosporina C acetil
hidrolasa” se refieren a una enzima (E.C. 3.1.1.41) que
cataliza la desacetilacion de cefalosporinas tales como
cefalosporina C y acido 7-aminocefalosporanico (Mitsushima et
al., (1995) Appl. Env. Microbiol. 61(6):2224-2229). En la
presente se proporcionan las secuencias de aminoacidos de
diversas cefalosporina C deacetilasas que tienen una
actividad perhidrolitica considerable.

Conforme se utiliza en la presente, el término “Bacillus
subtilis ATCC® 31954™” se refiere a una célula bacteriana
depositada en la Coleccidon Americana de Cultivos Tipo (ATCC,
por sus siglas en inglés) que tiene el numero de acceso de
depdsito internacional ATCC® 31954™. Conforme se describe en
la presente, se proporciona una enzima que tiene una
actividad perhidrolasa considerable de B. subtilis ATCC®
31954™ como SEQ ID NO: 4 (véase la Publicaciéon de 1la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2010-0041752).

Conforme se utiliza en [la presente, el término
“Thermotoga maritima MSB8” se refiere a una célula bacteriana
que se informa tiene actividad acetil xilano esterasa
(GENBANK® NP _227893.1; véase la Publicacién de la Solicitud

de Patente de los EE.UU. No. 2008-0176299). Se proporciona
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la secuencia de aminoacidos de la enzima que tiene actividad
perhidrolasa de Thermotoga maritima MSB8 como la SEQ ID NO:
11. Se proporcionan variantes de [la perhidrolasa de
Thermotoga maritima MSB8 como las SEQ ID NO: 1 y 16.

Conforme se utilizan en la presente, una “molécula de
acido nucleico aislada”, un “polinucledtido aislado”, y un
“fragmento de acido nucleico aislado” se utilizan de forma
intercambiable y se refieren a un polimero de ARN o ADN que
es mono- O bicatenario y que opcionalmente contiene bases
nucleotidicas sintéticas, no naturales o alteradas. Una
molécula de acido nucleico aislada en la forma de un polimero
de ADN puede consistir de uno o mas segmentos de ADNc, ADN
gendmico o ADN sintético.

El término ‘“aminoacido” se vrefiere a la unidad
estructural quimica basica de una proteina o un polipéptido.
En la presente se utilizan las siguientes abreviaturas para

identificar aminoacidos especificos:
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Aminoécido Abreviatura de Abreviatura de

Tres Letras Una Letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val Vv
Cualquier aminoacido o como se Xaa X
define en la presente
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Conforme se utiliza en [la presente, el término
“alrededor de” que modifica la cantidad de un ingrediente o
reactivo utilizado se refiere a la variacion en la cantidad
numérica que puede ocurrir, por ejemplo, a través de los
procedimientos tipicos de medicion y manipulacion de liquidos
utilizados para elaborar concentrados. Conforme se utilizan
en la presente, los términos “motivo distintivo” y “motivo de
diagnostico” se refieren a estructuras conservadas
compartidas por una Tfamilia de enzimas que tienen una
actividad definida. Se puede utilizar el motivo distintivo
para definir y/o identificar Jla familia de enzimas
estructuralmente relacionadas que tienen wuna actividad
enzimatica similar hacia una familia definida de sustratos.
ElI motivo distintivo puede ser una UuUnica secuencia de
aminoacidos contiguos o una agrupacion de motivos conservados
no contiguos que juntos Tforman el motivo distintivo.
Tipicamente, el o los motivos conservados se representan con
una secuencia de aminoacidos. En una modalidad, las enzimas
perhidroliticas utilizadas en las presentes composiciones Yy
métodos i1ncluyen un motivo distintivo de [la carbohidrato
esterasa CE-7.

Conforme se utiliza en la presente, el término “software
de analisis de secuencias” se refiere a cualquier algoritmo

informatico o programa de software que sea de utilidad en el
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analisis de secuencias de nucledtidos o de aminoacidos. El
“software de analisis de secuencias” puede estar disponible a
nivel comercial o puede desarrollarse independientemente. EI
software tipico de analisis secuencias de modo no taxativo
incluye la suite GCG de programas (Wisconsin Package Version
9.0, Accelrys Software Corp., San Diego, CA), BLASTP, BLASTN,
BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)), vy
DNASTAR (DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St. Madison, Wl 53715
USA), CLUSTALW (por ejemplo, version 1.83; Thompson et al.,
Nucleic Acids Research, 22(22):4673-4680 (1994)), vy el
programa FASTA que 1incorpora el algoritmo de Smith-Waterman
(W. R. Pearson, Comput. Methods Genome Res., [Proc. Int.
Symp.] (1994), Fecha de Reunidén 1992, 111-20. Editor(es):
Suhair, Sandor. Editor: Plenum, New York, NY), Vector NTI
(Informax, Bethesda, MD) y Sequencher v. 4.05. Dentro del
contexto de la presente solicitud, se entenderd que cuando se
utiliza el software de analisis de secuencias en el analisis,
los resultados del analisis se basan en los ‘“valores por
defecto” del programa en cuestién, a no ser que se
especifique algo diferente. Conforme se utilizan en la
presente, ‘“valores por defecto” significan cualquier conjunto
de valores o parametros Tijados por el TfTabricante del
software que originalmente se cargan con el software cuando

se inicializa por primera vez.
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ElI término “superficie corporal” se refiere a cualquier
superficie del cuerpo humano que pueda fungir como diana de
un agente beneficioso, tal como un agente beneficio peréacido.
Los presentes métodos y composiciones se dirigen a
aplicaciones y productos para el cuidado oral. Como tal, la
superficie corporal incluye un material/superficie de la
cavidad oral. En una modalidad, el material de la cavidad
oral incluye el esmalte dental.

Conforme se wutilizan en 1la presente, los términos
“blanqueamiento dental” y “blanqueamiento de los dientes” se
utilizan de forma intercambiable para referirse a mejorar el
brillo (por ejemplo, blanquear) de uno o mas dientes. En la
presente de describen cintas blanqueadoras que incluyen
ingredientes adecuados para generar enzimaticamente una
cantidad eficaz de un peracido para blanquear los dientes
cuando se hidrata.

Conforme se utilizan en la presente, “manchas
intrinsecas” en los dientes se refieren al color resultante
de los cromogenos dentro del esmalte y que yacen bajo la
dentina. El color intrinseco de los dientes humanos tiende a
tornarse mas amarillo con la edad, debido al adelgazamiento
del esmalte y al oscurecimiento de la dentina amarilla
subyacente. La eliminacion de una mancha intrinseca

usualmente requiere el uso de perdxidos u otros agentes



10

15

20

27
quimicos oxidantes, que penetran el esmalte y decoloran los
cromégenos internos.

A diferencia de las manchas intrinsecas, se Tforman
“manchas extrinsecas” sobre la superficie de los dientes
cuando se adhieren materiales cromogénicos exogenos al
esmalte, usualmente dentro de la pelicula natural que recubre
los dientes. La mayoria de las personas acumulan cierto grado
de manchas extrinsecas desagradables sobre sus dientes con el
tiempo. Este proceso de coloracion 1o promueven factores
tales como: (1) 1la 1i1ngesta de alimentos y bebidas que
contienen taninos tales como café, té, o vino tinto; (2) el
uso de productos de tabaco; y/o (3) la exposicion a ciertas
sustancias catiodnicas (por ejemplo, estafio, hierro, vy
clorhexidina). Estas sustancias tienden a adherirse a la
estructura de hidroxiapatita del esmalte, 1o que conlleva a
decoloraciéon de los dientes y una reduccidn concomitante en
la blancura de los dientes. Durante un periodo de afos, las
manchas extrinsecas pueden penetrar la capa de esmalte y
tener como resultado manchas intrinsecas.

Conforme se utiliza en [la presente, el término
“desmanchar” o “desmanchado” se refiere al proceso de
eliminacion de una mancha de una superficie de la cavidad
oral. La o las manchas pueden ser manchas intrinsecas,

manchas extrinsecas, o una combinacién de ambas.
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Conforme se utiliza en la presente, “cantidad eficaz de
la enzima perhidrolasa” se refiere a la cantidad de la enzima
perhidrolasa necesaria para lograr la actividad enzimatica
necesaria en la aplicacidon especifica. Estas cantidades
eficaces son determinadas con facilidad por una persona con
conocimientos basicos en la técnica y se basan en numerosos
factores, tales como la variante particular de la enzima
utilizada.

Conforme se utiliza en la presente, el término “fuente
de peroxigeno” se refiere a los compuestos capaces de
proporcionar peroxido de hidrégeno a una concentracién de
alrededor de 1 mM o mas cuando se encuentran en una soluciodn
acuosa, lo que de modo no taxativo incluye peroéxido de
hidrégeno, aductos de perdxido de hidrégeno (por ejemplo, un
aducto de urea-peroxido de hidrogeno (peroxido de
carbamida)), perboratos, y percarbonatos. Conforme se
describe en la presente, la fuente de peroxigeno en las
presentes cintas blanqueadoras asume la forma de particulas
granulares, donde el usuario hidrata las particulas
granulares de peroxido para liberar una cantidad eficaz de
peréoxido de hidrégeno. Conforme se describe en la presente,
la concentracion de perdxido de hidroégeno proporcionada por
el compuesto de peroxigeno en Hla formulacién de reaccion

acuosa inicialmente es al menos 0,1 mM o mas luego de
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combinar los componentes de reaccidon. En una modalidad, la
concentracion de peroxido de hidrogeno en la formulacion de
reaccion acuosa es al menos 0,5 mM. En una modalidad, la
concentracion de peroéxido de hidrogeno en la formulacidén de
reaccion acuosa es al menos 1 mM. En otra modalidad, la
concentracion de peroéxido de hidrogeno en la formulacidén de
reaccion acuosa es al menos 10 mM. En otra modalidad, la
concentracion de peroxido de hidrogeno en la formulacion de
reaccion acuosa es al menos 100 mM. En otra modalidad, la
concentracion de peroéxido de hidrogeno en la formulacidén de
reaccion acuosa es al menos 200 mM. En otra modalidad, la
concentracion de peroxido de hidrogeno en la formulacion de
reaccion acuosa es 500 mM o mas. En incluso otra modalidad,
la concentracién de peroxido de hidrogeno en la formulaciodn
de reacciOn acuosa es 1000 mM o mas. La relacion molar de
peroxido de hidrogeno a sustrato enzimatico, por ejemplo,
triglicérido, (H20,: sustrato) en la formulacién puede ser de
alrededor de 0,002 a 20, preferentemente de alrededor de 0,1
a 10, y mas preferentemente de alrededor de 0,5 a 5.

Conforme se utiliza en [la presente, el término
“oligosacarido” se refiere a los compuestos que contienen
entre 2 y al menos 24 unidades monosacarido unidas por
enlaces glicosidicos. ElI término “monosacarido” se refiere a

un compuesto de la foérmula empirica (CH;0),, donde nz=3, el
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esqueleto de carbono no es ramificado, cada atomo de carbono
salvo uno contiene un grupo hidroxilo, y el atomo de carbono
restante es un aldehido o una cetona en el atomo de carbono
1. EI término “monosacarido” también se refiere a las formas
hemiacetal o hemicetal intracelulares ciclicas.

Conforme se utiliza en la presente, el término “adhesivo
hidratable” se refiere a un material adhesivo capaz de
hidratarse. EI adhesivo hidratable se mantiene esencialmente
seco y no adhesivo hasta hidratarse. Luego de su
hidratacion, el adhesivo hidratable se torna lo
suficientemente adhesivo como para adherir la cinta/pelicula
blanqueadora dental a la superficie de un diente. La
pelicula adhesiva hidratable también incluye un ingrediente
blanqueador granular y, por consiguiente, Jluego de su
hidratacion, se libera una cantidad eficaz de peroxido de
hidrogeno que se utiliza en la formacidon enzimatica de un
agente blanqueador peracido. La cinta/pelicula blanqueadora
tipicamente es delgada (tipicamente menos de 2 mm), se
conforma y dimensiona para ajustarse al interior de Ila
cavidad oral, y es lo suficientemente flexible como para que
la pelicula pueda aplicarse y colocarse en contacto con una
pluralidad de dientes vy, por consiguiente, el adhesivo
hidratado ayuda a mantener 1la pelicula/cinta sobre la

superficie dental y disponer de una cantidad de tiempo
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suficiente para que el agente blanqueador peracido blanquee
los dientes.

Conforme se utiliza en la presente, el término “cantidad
eficaz” se refiere a la cantidad de material necesaria para
lograr el efecto deseado.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“esencialmente no adhesivo hasta hidratarse” se refiere a la
falta de fuerza adhesiva suficiente para adherir la pelicula
blanqueadora dental a la superficie de una pluralidad de
dientes antes de su hidratacion. Como tal, la pelicula
adhesiva hidratable es facil de manejar y manipular antes de
su aplicacion/Zhidratacion por el usuario.

“ldentidad de secuencia” significa la i1dentidad de los
aminoacidos utilizando un programa de alineacidon de
secuencias, por ejemplo, ClustalW o BLAST, por ejemplo,
generalmente como se describe en Altschul SF, Gish W, Miller
W, Myers EW, Lipman DJ, “Basic local alignment search tool”,
J Mol Biol (1990) 215 (3): 403-410, y Goujon M, McWilliam H,
Li W, Valentin F, Squizzato S, Paern J, Lopez R, Nucleic
Acids Research (2010) 38 Suppl: W695-9.

Los donantes de acilo utilizados en 1la presente
invencion, por ejemplo, para fTormar peracidos luego de su
reaccion con peroxido, se seleccionan de uno o mas de (i)

acidos carboxilicos C,.13, por ejemplo, acidos carboxilicos C,_
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6 (por ejemplo, &acido aceético), lo que incluye los &acidos
carboxilicos de alquilos inferiores lineales o ramificados,
opcionalmente sustituidos con hidroxi y/o alcoxi Ci,; (I1)
sus ésteres hidrolizables y aceptables (por ejemplo, mono-,
di-, y tri-glicéridos y sacaridos acilados) y (iil) sus
combinaciones. Por ejemplo, los donantes de acilo incluyen
1,2,3-triacetoxipropano (a veces denominado en la presente
triacetina o triacetato de glicerina) y sacaridos acilados,
por ejemplo, sacaridos acetilados. En una modalidad
particular, los ésteres con este uso pueden, por ejemplo, ser
ésteres que tienen una solubilidad en agua de al menos 5 ppm
a 25 °C.

Los donantes de acilo y/o enzimas pueden opcionalmente
encapsularse. Existe una variedad de opciones de
encapsulacion ampliamente conocidas en la técnica, tanto
naturales como sintéticas. Los almidones modificados y la
goma arabiga son particularmente ideales por cuanto son de
grado alimenticio, son relativamente poco costosos, son
rapidos de disolver, y pueden adsorber niveles bastante altos
de aceites liquidos. Se debe considerar cualquier impacto
sobre la viscosidad final.

En algunas modalidades, los granulos incluyen un agente
antisensibilidad capaz de desensibilizar los nervios o de

ocluir los tubulos dentinarios. En algunas modalidades, el
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agente antisensibilidad se selecciona de una fuente de iones
de potasio, un silicato, una fuente de iones de estafo, un
aminoacido béasico, una arcilla, y una combinacién de ellos.
En algunas modalidades, la fuente de 1ones de potasio es una
sal de potasio oralmente aceptable y esta presente en una
cantidad eficaz para reducir la sensibilidad dentinal. En
algunas modalidades, la fuente de 1ones de potasio se
selecciona de cloruro de potasio, nitrato de potasio y una
combinacion de ellos. En algunas modalidades, el aminoacido
basico es arginina. En algunas modalidades, el aminoacido
basico se selecciona de fosfato de arginina, bicarbonato de
arginina, y clorhidrato de arginina. En algunas modalidades,
el silicato es silicato de calcio.

Perhidrolasas CE-7

Las presentes composiciones Yy el presente método
incluyen enzimas que tienen actividad perhidrolitica que
estructuralmente se clasifican como miembros de la familia 7
de carbohidrato esterasas (familia CE-7) de enzimas (véase
Coutinho, P.M., Henrissat, B. “Carbohydrate-active enzymes:

an iIntegrated database approach” en Recent Advances 1in

Carbohydrate Bioengineering, H.J. Gilbert, G. Davies, B.

Henrissat y B. Svensson editores, (1999) The Royal Society of
Chemistry, Cambridge, pp- 3-12.). Se demostrdé que la familia

CE-7 de enzimas es particularmente eficaz para producir
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acidos peroxicarboxilicos a partir de wuna variedad de
sustratos de ésteres de acidos carboxilicos cuando se
combinan con una fuente de peroxigeno (Patentes de los EE.UU.
7.794_.378; 7.951.566; 7.723.083; y 7.964.378 y Publicacién de
las Solicitudes de Patente de los EE.UU. No. 2008-0176299,
2010-0087529, 2011-0081693, vy 2011-0236335 otorgadas a
DiCosimo et al.; cada una incorporada en la presente a titulo
de referencia).

Los miembros de la familia CE-7 incluyen las
cefalosporina C deacetilasas (CAHs, por sus siglas en inglés;
E.C. 3.1.1.41) y las acetil xilano esterasas (AXEs, por sus
siglas en inglés; E.C. 3.1.1.72). Los miembros de la familia
de las esterasas CE-7 comparten un motivo distintivo
conservado (Vincent et al., J. Mol. Biol., 330:593-606
(2003)). Las perhidrolasas que incluyen el motivo distintivo
de CE-7 (““perhidrolasas CE-7"") y/0 una  estructura
esencialmente similar se pueden utilizar en las composiciones
y métodos descritos en la presente. Los medios para
identificar moléculas bioldgicas esencialmente similares son
ampliamente conocidos en la técnica (por ejemplo, protocolos
de alineacion de secuencias, hibridizaciones de &cidos
nucleicos y/o la presencia de un motivo distintivo
conservado). En un aspecto, la perhidrolasa incluye una

enzima que incluye el motivo distintivo de CE-7 y al menos
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20%, preferentemente al menos 30%, mas preferentemente al
menos  33%, mas  preferentemente al menos  40%, mas
preferentemente al menos 42%, mas preferentemente al menos
50%, mas preferentemente al menos 60%, mas preferentemente al
menos  70%, mas  preferentemente al menos  80%, mas
preferentemente al menos 90%, y mas preferentemente al menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o6 99% de
identidad de aminoacidos <con una de [las secuencias
proporcionadas en la presente.

Conforme se utiliza en la presente, la frase “enzima que
estructuralmente se clasifica como wuna enzima CE-77,
“perhidrolasa CE-7” o ‘“que estructuralmente se clasifica como
una enzima de la familia 7 de carbohidrato esterasas” se
utiliza para referirse a las enzimas que tienen actividad
perhidrolitica y que se clasifican estructuralmente como una
carbohidrato esterasa CE-7. Esta familia de enzimas puede
definirse mediante la presencia de un motivo distintivo
(Vincent et al., supra). El motivo distintivo de las
esterasas CE-7 incluye tres motivos conservados (numeracion
de la posicion del residuo con respecto a la secuencia de
referencia SEQ ID NO: 1; wuna variante C277S de Ila
perhidrolasa de Thermotoga maritima).

Argl18-Gly119-GInl120;

Glyl1l86-Xaal87-Ser188-GIn189-Gly190; e
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His303-Glu304.

Tipicamente, el Xaa en la posicion del residuo de
aminoacidos 187 es glicina, alanina, prolina, triptéfano, o
treonina. Dos de los tres residuos de aminoacidos
pertenecientes a la triada catalitica estdan en negrillas.
En una modalidad, el Xaa en la posicion del residuo de
aminoacidos 187 se selecciona del grupo que consiste en
glicina, alanina, prolina, triptéfano, y treonina.

Un analisis adicional de los motivos conservados dentro
de la familia CE-7 de carbohidrato esterasas indica la
presencia de un motivo conservado adicional (LXD en las
posiciones de aminoacidos 272-274 de la SEQ ID NO: 1) que se
puede utilizar para definir mejor una perhidrolasa
perteneciente a la familia CE-7 de carbohidrato esterasas.
En otra modalidad, el motivo distintivo antes definido puede
incluir un (cuarto) motivo conservado adicional definido
como:

Leu272-Xaa273-Asp274.

ElI' Xaa en la posicion del residuo de aminoacidos 273
tipicamente es isoleucina, valina, o metionina. El cuarto
motivo incluye el residuo de acido aspartico (negrilla) que
pertenece a la triada catalitica (Serl88-Asp274-His303).

Las perhidrolasas CE-7 pueden asumir la forma de

proteinas de fusion que tienen al menos un componente



10

15

20

37

peptidico que tiene afinidad hacia al menos una superficie
corporal. En una modalidad, todas las alineaciones
utilizadas para determinar si una perhidrolasa diana
(proteina de fusidn) incluye el motivo distintivo de CE-7 se
basan en la secuencia de aminoacidos de [la enzima
perhidrolitica sin el componente peptidico que tiene Ila
afinidad hacia una superficie corporal.

Se puede utilizar un numero de algoritmos de alineacion
global ampliamente conocidos (es decir, software de analisis
de secuencias) para alinear dos o0 mas secuencias de
aminoacidos que representan las enzimas que tienen actividad
perhidrolasa para determinar si la enzima consiste del
presente motivo distintivo. Se comparan la o las secuencias
alineadas con la secuencia de referencia (SEQ ID NO: 1) para
determinar la existencia del motivo distintivo. En una
modalidad, se wutiliza una alineacion CLUSTAL (tal como
CLUSTALW) utilizando wuna secuencia de aminoacidos de
referencia (como se utiliza en la presente, la secuencia de
perhidrolasas (SEQ ID NO: 1)) para 1identificar Ilas
perhidrolasas que pertenecen a la familia de las esterasas
CE-7. La numeracion relativa de los residuos de aminoacidos
conservados se basa en la numeraciéon de residuos de la
secuencia de aminoacidos de referencia para dar razon de las

pequenas Inserciones o] eliminaciones (por ejemplo,
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tipicamente cinco aminoacidos de menos) dentro de la
secuencia alineada.

Algunos ejemplos de otros algoritmos adecuados que se
pueden utilizar para i1dentificar las secuencias que incluyen
el presente motivo distintivo (cuando se comparan con la
secuencia de referencia) incluyen, de modo no taxativo,
Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48, 443-453 (1970); una
herramienta de alineacion global) y Smith-Waterman (J. Mol.
Biol. 147:195-197 (1981); wuna herramienta de alineaciodn
local). En una modalidad, se aplica una alineacién de Smith-
Waterman utilizando los parametros por defecto. Un ejemplo
de parametros por defecto adecuados iIncluye el uso de una
matriz de evaluacién BLOSUM62 con penalizacidén de la apertura
de GAP = 10 y una penalizacién de la extensién de GAP = 0,5.

En una modalidad, las perhidrolasas adecuadas incluyen
las enzimas que incluyen el motivo distintivo de CE-7 y al
menos 20%, preferentemente al menos 30%, 33%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, O
99% de identidad de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1.

Algunos ejemplos de las carbohidrato esterasas CE-7
adecuadas que tienen actividad perhidrolitica incluyen, de
modo no taxativo, las enzimas que tienen una secuencia de
aminoacidos tal como las SEQ ID NO: 1, y 4-28. En una

modalidad, la enzima incluye una secuencia de aminoacidos



10

15

20

39
seleccionada del grupo que consiste en 1, 10, 11, 15, y 16.

Conforme se utiliza en la presente, el término ‘“variante
de CE-7”, *‘“variante de perhidrolasa” o ‘“variante” se refiere
a las perhidrolasas CE-7 que tienen una modificacién genética
que tiene como resultado al menos una adicion, eliminacion,
y/0 sustitucién de aminoacidos cuando se comparan con la
enzima correspondiente (tipicamente la enzima de tipo
silvestre) de la que se deriva la variante; siempre que se
conserven el motivo distintivo de CE-7 y [la actividad
perhidrolitica asociada. También se pueden utilizar
perhidrolasas de la variante CE-7 en Jlas presentes
composiciones Yy meétodos. Se incluyen ejemplos de las
variantes CE-7 como las SEQ ID NO: 1, 15, 16, 17, 18, 19, vy
20. En una modalidad, las variantes pueden incluir las SEQ
ID NO: 1 y 16.

Una persona con experiencia en la técnica reconocera que
también se pueden utilizar secuencias de perhidrolasas CE-7
esencialmente similares (conservando los motivos distintivos)
en las presentes composiciones y métodos. En una modalidad,
se definen secuencias esencialmente similares por su
capacidad de hibridizacién, bajo condiciones sumamente
rigurosas, con las moléculas de acido nucleico asociadas con
las secuencias ilustradas en la presente. En otra modalidad,

se pueden utilizar algoritmos de alineacién de secuencias
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para definir enzimas esencialmente similares en funcidén de la
identidad porcentual con las secuencias de ADN o aminoacidos
proporcionadas en la presente.

Conforme se utiliza en la presente, una molécula de
acido nucleico se “hibrida” en otra molécula de acido
nucleico, tal como un ADNc, un ADN gendémico, o un ARN, cuando
una cadena unica de la primera molécula puede hibridar con la
otra molécula bajo condiciones apropiadas de temperatura y
fuerza i10nica de la solucidon. Las condiciones de hibridacion
y lavado son ampliamente conocidas y se ilustran en Sambrook,

J. v Russell, D., T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual,

Tercera Edicidn, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor (2001). Las condiciones de temperatura vy
fuerza 1io6nica determinan la “severidad” de la hibridacion.
Se pueden ajustar las condiciones de severidad para
identifticar moléculas moderadamente similares, tales como las
secuencias homélogas de organismos lejanamente relacionados,
a moléculas de alta similitud, tales como los genes que
duplican enzimas funcionales de organismos estrechamente
relacionados. Los lavados Post-hibridaciéon tipicamente
determinan las condiciones de severidad. Un conjunto de
condiciones preferentes utiliza una serie de lavados
partiendo de SSC 6X, SDS al 0,5% a temperatura ambiente

durante 15 minutos, luego se repite con SSC 2X, SDS al 0,5% a
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45°C durante 30 minutos, y luego se repite dos veces con SSC
0,2X, SDS al 0,5% a 50°C durante 30 minutos. Un conjunto mas
preferente de condiciones utiliza temperaturas superiores en
las que los lavados son idénticos a los que anteceden,
excepto que se iIncrementa la temperatura de los ultimos dos
lavados de 30 minutos en SSC 0,2X, SDS al 0,5% a 60°C. Otro
conjunto preferente de condiciones de hibridacién de alta
severidad es SSC 0,1X, SDS al 0,1%, 65°C y lavado con SSC 2X,
SDS al 0,1% seguido de un lavado final de SSC 0,1X, SDS al
0,1%, 65°C.

La hibridaciéon requiere que los dos &acidos nucleicos
contengan secuencias complementarias aunque, dependiendo de
la severidad de la hibridacioén, son posibles
incompatibilidades entre bases. La severidad apropiada de la
hibridacion de acidos nucleicos depende de la longitud de los
acidos nucleicos y del grado de complementacidén, variables
ampliamente conocidas en la técnica. Mientras mayor sea el
grado de similitud u homologia entre dos secuencias de
nucledtidos, mayor sera el valor de Tm de los hibridos de
acidos nucleicos que tienen esas secuencias. La estabilidad
relativa (correspondiente a un Tm superior) de las
hibridaciones de acidos nucleicos disminuye en el siguiente
orden: ARN: ARN, ADN: ARN, ADN: ADN. En los hibridos de mas

de 100 nucledtidos de longitud, se han derivado ecuaciones
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para el calculo de Tm (Sambrook y Russell, supra). En las
hibridaciones con &acidos nucleicos mas cortos, es decir,
oligonucledtidos, la posicidén de las incompatibilidades asume
mas iImportancia, y la longitud del oligonucleétido determina
su especificidad (Sambrook y Russell, supra). En un aspecto,
la longitud de un &cido nucleico hibridable es al menos
alrededor de 10 nucledtidos. Preferentemente, una longitud
minima de un &cido nucleico hibridable es de al menos
alrededor de 15 nucledtidos en longitud, mas preferentemente
al menos alrededor de 20 nucledtidos en longitud, incluso méas
preferentemente al menos 30 nucledtidos en longitud, incluso
mas preferentemente al menos 300 nucledtidos en longitud, y
mas preferentemente al menos 800 nucledtidos en longitud.
Ademas, una persona con experiencia en la técnica apreciara
que, de ser necesario, se pueden ajustar la temperatura y la
concentracion de sales de la solucidon de lavado de acuerdo
con factores tal como la longitud de la sonda.

Conforme se utiliza en la presente, el término
“1dentidad porcentual” es una relacidon entre dos o mas
secuencias de polipéptidos o0 dos o0 mas secuencias de
polinucledtidos, que se determina mediante la comparacion de
las secuencias. En la técnica, “identidad” también significa
el grado de relevancia de secuencias entre las secuencias de

polipéptidos o polinucledtidos, segun sea el caso,
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determinado por la correspondencia entre las cadenas de estas
secuencias. Se pueden calcular la “identidad” vy la
“similitud” con facilidad mediante métodos conocidos, lo que

de modo no taxativo incluye los descritos en: Computational

Molecular Biology (Lesk, A. M., editores) Oxford University

Press, NY (1988); Biocomputing: Informatics y Genome Projects

(Smith, D. W., editor) Academic Press, NY (1993); Computer

Analysis of Sequence Data, Parte 1 (CGriffin, A. M., vy

Griffin, H. G., editores) Humana Press, NJ (1994); Sequence

Analysis 1n Molecular Biology (von Heinje, G., editor)

Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov,

M. y Devereux, J., editores) Stockton Press, NY (1991). Los
métodos para determinar la identidad y similitud se codifican
en programas informaticos a la disposicion del publico. Se
pueden llevar a cabo alineaciones de secuencias y calculos de
la 1dentidad porcentual utilizando el programa Megalign de la
suite de calculo bioinformdtica LASERGENE (DNASTAR Inc.,
Madison, WI), el programa AlignX de Vector NTI v. 7.0
(Informax, 1Inc., Bethesda, MD), o la Suite de Software
Abierto EMBOSS (EMBL-EBI; Rice et al., Trends in Genetics 16,
(6):276-277 (2000)). Se puede llevar a cabo la alineacioén
maltiple de las secuencias utilizando el método CLUSTAL (tal
como CLUSTALW; por ejemplo, version 1.83) de alineacidn

(Higgins y Sharp, CABIOS, 5:151-153 (1989); Higgins et al.,
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Nucleic Acids Res. 22:4673-4680 (1994); y Chenna et al.,
Nucleic Acids Res 31 (13):3497-500 (2003)), a la disposicion
en el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular a través del
Instituto Europeo de Bioinformatica) con los parametros por
defecto. Los parametros adecuados en las alineaciones de
proteinas CLUSTALW incluyen una penalizacion de Existencia de
GAP=15, una extensién de GAP = 0,2, una matriz = Gonnet (por
ejemplo, Gonnet250), un ENDGAP de 1la proteina = -1, un
GAPDIST de la proteina =4, y un KTUPLE=1. En una modalidad,
se utiliza una alineacidén rapida o lenta con los ajustes por
defecto y se prefiere utilizar una alineacion lenta.
Alternativamente, los parametros que utilizan el método
CLUSTALW (por ejemplo, versién 1.83) se pueden modificar para
también usar KTUPLE =1, PENALIZACION DE GAP =10, extensién de
GAP =1, matriz = BLOSUM (por ejemplo, BLOSUM64), VENTANA=5, y
PRINCIPALES DIAGONALES GUARDADAS=5.

En un aspecto, las moléculas de &acido nucleico aisladas
adecuadas codifican un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos alrededor de 20%, preferentemente
al menos 30%, 33%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, O 99% idéntica a las
secuencias de aminoacidos documentadas en la presente. En
otro aspecto, Hlas moléculas de acido nucleico aisladas

adecuadas codifican un polipéptido que tiene una secuencia de
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aminoacidos que es al menos alrededor de 20%, preferentemente
al menos 30%, 33%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99% idéntica a las
secuencias de aminoacidos documentadas en la presente. Las
moléculas de acido nucleico adecuadas no solo tienen las
homologias que anteceden, sino que también tipicamente
codifican un polipéptido que tiene alrededor de 210 a 340
aminoacidos de longitud, alrededor de 300 a alrededor de 340
aminoacidos, preferentemente alrededor de 310 a alrededor de
330 aminoacidos, y mas preferentemente alrededor de 318 a
alrededor de 325 aminoacidos en longitud, donde cada
polipéptido se caracteriza por tener actividad
perhidrolitica.

Perhidrolasas Diana

Conforme se wutilizan en 1la presente, los términos
“perhidrolasa diana” y “enzima diana que tiene actividad
perhidrolitica” se refieren a una proteina de fusidon que
incluye al menos una enzima perhidrolitica (de tipo silvestre
0 una variante de la misma) fusionadaZacoplada a al menos un
componente peptidico que tiene afinidad hacia una superficie
diana, preferentemente una superficie corporal diana. La
enzima perhidrolitica dentro de la perhidrolasa diana puede
ser cualquier carbohidrato esterasa CE-7 que tenga actividad

perhidrolitica. La perhidrolasa CE-7 puede identificarse por
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la presencia del motivo distintivo de CE-7 que se alinea con
una secuencia de referencia SEQ ID NO: 1, donde el motivo
distintivo incluye:

1) un motivo RGQ en las posiciones correspondientes
a las posiciones 118-120 de la SEQ ID NO: 1;

i) un motivo GXSQG en las posiciones
correspondientes a las posiciones 186-190 de la SEQ ID NO: 1;
y

i) un motivo HE en las posiciones correspondientes a
las posiciones 303-304 de la SEQ ID NO: 1.

En una modalidad, las enzimas perhidroliticas pueden ser
aquellas que tienen una secuencia de aminoacidos que es al
menos alrededor de 20%, preferentemente al menos 30%, 33%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 06 99% idéntica a cualquiera de las secuencias
de aminoacidos documentadas en la presente (es decir, las SEQ
ID NO 1, y 4-28).

En otra modalidad, la proteina de fusién incluye una
enzima perhidrolitica que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, y 4-
28.

Conforme se wutilizan en 1la presente, los términos
“componente peptidico”, “componente peptidico que tiene

afinidad hacia una superficie de la cavidad oral”, ‘“dominio
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de wuni6on a Hla cavidad oral”, y “0CBD” se refieren al
componente de la proteina de fusion que no forma parte de la
enzima perhidrolitica que incluye al menos un polimero de dos
0 mas aminoacidos unido por un enlace peptidico; donde el
componente posee afinidad hacia la superficie diana de la
cavidad oral. En un aspecto preferente, el OCBD posee
afinidad hacira al esmalte dental.

En una modalidad, el componente peptidico que tiene
afinidad hacia una superficie corporal puede ser un
anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo Fab, un anticuerpo
de un fragmento variable de cadena U4nica (scFv), un
anticuerpo de Camelidae (Muyldermans, S., Rev. Mol .
Biotechnol. (2001) 74:277-302), una proteina de despliegue de
andamios no anticuerpo (Hosse et al., Prot. Sci. (2006)
15(1): 14-27 y Binz, H. et al. (2005) Nature Biotechnology
23, 1257-1268 para una revision de diversos enfoques
asistidos con andamios) o un polipéptido monocatenario que
carece de un pliegue de 1nmunoglobulina. En otro aspecto, el
componente peptidico que tiene afinidad hacia el
tejido/superficie de la cavidad oral (tal como el esmalte
dental) es un péptido monocatenario que carece de un pliegue
de inmunoglobulina.

ElI componente peptidico que tiene afinidad hacia una

superficie de la cavidad oral puede separarse de la enzima
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perhidrolitica con un enlazador peptidico opcional. Ciertos
enlazadores/espaciadores de péptidos tienen una longitud de 1
a 100 o de 1 a 50 aminoacidos. En algunas modalidades, los
espaciadores peptidicos tienen una longitud de alrededor de 1
a alrededor de 25, de 3 a alrededor de 40, o de 3 a alrededor
de 30 aminoéacidos. En otras modalidades, son espaciadores
que tienen una longitud de alrededor de 5 a alrededor de 20
aminoacidos. Se pueden utilizar maltiples enlazadores
peptidicos. En una modalidad, al menos un enlazador
peptidico esta presente y puede repetirse hasta 10 veces.

En una modalidad, el péptido de fusidén incluye al menos
un péptido que se une a una superficie de la cavidad oral
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 178-
197.

En otra modalidad, la superficie diana es un material
que forma parte del empaque, tal como la cinta blanqueadora o
la capa dorsal polimérica (cuando se utiliza una capa dorsal
polimérica a la que se aplica el adhesivo hidratable) y/o el
método de aplicacion a la cavidad oral. El componente
peptidico se selecciona por su afinidad hacia un material o
materiales en wuso tales como polimeros, plasticos vy
peliculas. EIl disefio de la proteina de fusion perhidrolasa
diana hace posible la liberacion controlada y eliminacion de

la perhidrolasa del usuario manteniéndola sobre un
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dispositivo removible tal como, de modo no taxativo, un molde
o cinta dental.

ElI componente peptidico que tiene afinidad hacia una
superficie de la cavidad oral puede separarse de |la
perhidrolasa CE-7 con un enlazador peptidico opcional.
Ciertos enlazadores/espaciadores de péptidos tienen una
longitud de 1 a 100 o de 1 a 50 aminoacidos. En algunas
modalidades, los espaciadores peptidicos tienen una longitud
de alrededor de 1 a alrededor de 25, de 3 a alrededor de 40,
o de 3 a alrededor de 30 aminoacidos. En otras modalidades,
son espaciadores que tienen una longitud de alrededor de 5 a
alrededor de 20 aminoacidos. Se pueden utilizar multiples
enlazadores peptidicos. Se proporcionan algunos ejemplos de
enlazadores peptidicos como las SEQ ID NO: 164 — 177.

Como tales, los ejemplos de perhidrolasas CE-7 diana
pueden incluir, de modo no taxativo, cualquiera de las
perhidrolasas CE-7 que tienen una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO 1, y 4-
28 acoplada a un componente peptidico que posee afinidad
hacia una superficie de la cavidad oral. En una modalidad
preferente, los ejemplos de perhidrolasas diana pueden, de
modo no taxativo, incluir cualquiera de las perhidrolasas CE-
7 que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del

grupo que consiste en las SEQ ID NO 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
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11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, y 28 acoplada a uno o mas péptidos de unidon a la
superficie corporal con afinidad hacia una superficie de la
cavidad oral (opcionalmente a través de un espaciador
peptidico). En una modalidad preferente, la perhidrolasa
diana i1ncluye una perhidrolasa CE-7 que tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NO: 1 vy 16.

En una modalidad, la perhidrolasa es una perhidrolasa
CE-7 en la forma de una proteina de fusién que tiene la
siguiente estructura general:

PAH-[L]y-0CBD u OCBD-[L]y-PAH

donde PAH es la enzima que tiene actividad
perhidrolitica, por ejemplo, que tiene un motivo distintivo
de CE-7, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1, y OCBD es un
componente peptidico que tiene afinidad hacia una superficie
de la cavidad oral; y L es un enlazador opcional; e y es un
nuamero entero que oscila entre 0 y 10. En una modalidad, el
enlazador (L) esta presente y es un enlazador peptidico que
tiene una longitud que oscila entre 1 y 100 aminoacidos.

Por ejemplo, la SEQ ID NO: 2 es una proteina de fusiodn
que tiene una secuencia de perhidrolasas de la SEQ ID NO: 1
acoplada a un dominio dirigido al extremo C con una afinidad

hacia los tejidos orales.
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Las perhidrolasas utilizadas en los productos y méetodos
de la invencidon pueden asumir la forma de una sal libre
protegida (por ejemplo, acetilada).

En otra modalidad, la superficie diana es un material
que forma parte del empaque y o que se libera en la cavidad
oral. EIl componente peptidico se selecciona por su afinidad
hacia uno o mas de los materiales utilizados tales como
polimeros, plasticos y peliculas. EIl disefio de la proteina
de fusion perhidrolasa diana CE-7 hace posible la liberacion
controlada y eliminacion de la perhidrolasa del usuario
manteniéndola sobre un dispositivo removible tal como un
molde o cinta dental.

Afinidad de Unidén

ElI componente peptidico que tiene afinidad hacia la
superficie de la cavidad oral incluye una afinidad de unidn a
una superficie de la cavidad oral de 10 molar (M) o menos.
En ciertas modalidades, el componente peptidico es uno o mas
péptidos de unidén y/o dominios de unidén a la superficie de la
cavidad oral que tienen una afinidad de unién de 10° molar
(M) o menos hacia el esmalte dental. En algunas modalidades,
los péptidos o dominios de unidon tienen un valor de afinidad
de union de 10 M o menos en la presencia de una sal al menos
alrededor de 50 — 500 mM. EI término “afinidad de unidn” se

refiere a la fuerza de la interaccion de un péptido de unidn
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con su sustrato respectivo. Se puede definir o medir la
afinidad de unidn en términos de la constante de disociacion
del péptido de union (“Kp™™), o de “MBsp™.

“Kp”” corresponde a la concentracioéon del péptido a la que
se ocupa a medias el sitio de unidn en la diana, es decir,
cuando la concentracién de la diana con el péptido unido
(material diana unido) es igual a la concentracion de la
diana sin el péptido unido. Mientras menor sea la constante
de disociacion, mas estrecha sera la unidon del péptido. Por
ejemplo, un péptido con wuna constante de disociacion
nanomolar (nM) se une mas estrechamente que un péptido con
una constante de disociacion micromolar (uM) . Ciertas
modalidades de la invencién tienen un valor de Ky de 10™ o
menos.

“MBso” se refiere a la concentracion del péptido de unidn
que genera una sefal que es 50% de la sefal maxima obtenida
en un ensayo de unién a base de ELISA. Véase, por ejemplo,
el Ejemplo 3 de la Publicacion de la Solicitud de Patente de
los EE.UU. 2005/022683; aqui 1incorporado a titulo de
referencia. EI MBsy proporciona una indicacion de la fuerza
de la interaccion o afinidad de unién de los componentes del
complejo. Mientras menor sea el valor de MBsy, mayor sera,
es decir, “mejor” sera la interaccion del péptido con su

sustrato correspondiente. Por ejemplo, un péptido con un
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MBso nanomolar (nM) se une mas mas estrechamente que un
péptido con un MBsy micromolar (uM). Ciertas modalidades de
la invencién tienen un valor de MBs, de 10™ M o menos.

En algunas modalidades, el componente peptidico que
tiene afinidad hacia una superficie de la cavidad oral puede
tener una afinidad de union, medida mediante los valores de
Ko 0 MBsg, inferior o igual a alrededor de 10> M, inferior o
igual a alrededor de 10°® M, inferior o igual a alrededor de
10~" M, inferior o igual a alrededor de 10® M, inferior o
igual a alrededor de 10™° M, o inferior o igual a alrededor de
107 M.

En algunas modalidades, los péptidos que se unen a la
superficie de la cavidad oral y/o los dominios que se unen a
la superficie de la cavidad oral pueden tener una afinidad de
union, medida mediante los valores de Kp o MBsy, inferior o
igual a alrededor de 10™° M, inferior o igual a alrededor de
10® M, inferior o igual a alrededor de 10’ M, inferior o
igual a alrededor de 108 M, inferior o igual a alrededor de
10° M, o inferior o igual a alrededor de 107 M.

Conforme se utiliza en la presente, el término “afinidad
fuerte” se refiere a una afinidad de union que tiene un valor
de Kp 0 MBsy inferior o igual a alrededor de 10° M,
preferentemente inferior o igual a alrededor de 10° M, mas

preferentemente inferior o igual a alrededor de 1077 M, mas
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preferentemente inferior o igual a alrededor de 108 M,
inferior o igual a alrededor de 10° M, o mas preferentemente
inferior o igual a alrededor de 107 M.

Polvos Enzimaticos

En algunas modalidades, las composiciones para el
cuidado personal pueden utilizar un catalizador enzimatico en
la forma de un polvo enzimatico estable. Los métodos para la
preparacion y estabilizacion de formulaciones que incluyen un
polvo enzimatico se describen en las Publicaciones de las
Solicitudes de Patente de los EE.UU. No. 2010-0086534 y 2010-
0086535.

En una modalidad, la enzima puede estar presente en el
polvo enzimatico en una cantidad en un intervalo de alrededor
de 0,5 por ciento en peso (% en peso) a alrededor de 75 % en
peso, por ejemplo, de 1 % en peso a alrededor de 60 % en
peso, en Tfuncidon del peso seco del polvo enzimatico. uUn
intervalo porcentual en peso preferente de la enzima en el
polvo enzimatico/mezcla secada por aspersiéon se ubica entre
alrededor de 10 % en peso y 50 % en peso, y un intervalo
porcentual en peso mas preferente de la enzima en el polvo
enzimatico/mezcla secada por aspersion se ubica entre
alrededor de 20 % en peso y 33 % en peso.

En una modalidad, el polvo enzimatico puede ademas

incluir un excipiente. En un aspecto, el excipiente se
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incluye en una cantidad en un intervalo de entre alrededor de
95 % en peso a alrededor de 25 % en peso en funcidon del peso
seco del polvo enzimatico. Un intervalo % en peso preferente
del excipiente en el polvo enzimatico se ubica entre
alrededor de 90 % en peso y 50 % en peso, y un intervalo % en
peso mas preferente del excipiente en el polvo enzimatico se
ubica entre alrededor de 80 % en peso y 67 % en peso.

En una modalidad, el excipiente utilizado para preparar
un polvo enzimatico puede ser un excipiente oligosacarido.
En una modalidad, el excipiente oligosacarido tiene un peso
molecular promedio numérico de al menos alrededor de 1250 y
un peso molecular promedio ponderado de al menos alrededor de
9000. En algunas modalidades, el excipiente oligosacarido
tiene un peso molecular promedio numérico de al menos
alrededor de 1700 y un peso molecular promedio ponderado de
al menos alrededor de 15000. Algunos oligosacaridos
especificos pueden incluir, de modo no taxativo,
maltodextrina, xilano, manano, Tfucoidano, galactomanano,
quitosana, rafinosa, estaquiosa, pectina, insulina, levano,
graminano, ami lopectina, sacarosa, lactulosa, lactosa,
maltosa, trehalosa, celobiosa, nigerotriosa, maltotriosa,
melezitosa, maltotriosa, rafinosa, cestosa, y sus
combinaciones. En una modalidad preferente, el excipiente

oligosacarido es maltodextrina. Los excipientes a base de
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oligosacaridos también pueden incluir, de modo no taxativo,
éteres de celulosa no io6nicos solubles en agua, tales como
hidroximetilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa, y sus
combinaciones. En incluso otra modalidad, el excipiente puede
seleccionarse de modo no taxativo a partir de uno o mas de
los siguientes compuestos: trehalosa, lactosa, sacarosa,
manitol, sorbitol, glucosa, celobiosa, «o-ciclodextrina, Yy
carboximetilcelulosa.

Sustratos de Esteres / Donantes de Acilo Adecuados

Los sustratos de ésteres de acidos carboxilicos
adecuados pueden incluir los ésteres que tienen la férmula:

(a) uno o mas ésteres que tienen la estructura

[X1nRs

donde

X es un grupo éster de la formula Re¢C(0)O;

Re es un grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o
ciclico, opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo o un
grupo alcoxi Cl1 a C4, donde Rg opcionalmente incluye uno o
mas enlaces éter cuando Rg es C2 a C7;

Rs es un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado,
o ciclico o un grupo heteroaromatico ciclico de 5 miembros o
un grupo aromatico o heteroaromatico ciclico de seis miembros
opcionalmente sustituido con un grupo hidroxilo; donde cada

atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de un
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grupo hidroxilo o no mas de un grupo éster o grupo acido
carboxilico, y donde Rs opcionalmente 1incluye uno o mas
enlaces éter;

m es un numero entero que oscila entre 1 y el ndmero de

5 atomos de carbono en Rs,

donde los uno o mas ésteres tienen una solubilidad en

agua de al menos 5 ppm a 25 °C; o

(b) uno o mas glicéridos que tienen la estructura

10

O—0

O——CH,——CH——CH,——OR,

ORj

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o

ramificada opcionalmente sustituido con un hidroxilo o0 un

15 grupo alcoxi Cl a C4 y Rz y R4 individualmente son H o
R:C(0); o

(©) uno o mas ésteres de la férmula

20
donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o
ramificada opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un
grupo alcoxi Cl1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10 de cadena

recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,
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alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0),, o (CH,CH(CH3)-0),H
ynes1lal0; o

(d) uno o mas monosacaridos acetilados, disacaridos
acetilados, o polisacaridos acetilados; o

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

Los sustratos adecuados también pueden incluir incluir
uno o mas sacaridos acilados seleccionados del grupo que
consiste en mono-, di-, y polisacaridos acetilados. En otra
modalidad, los sacaridos acilados se seleccionan del grupo
que consiste en xilano acetilado; fragmentos de xilano
acetilado; xilosa acetilada (tal como tetraacetato de
xilosa); glucosa acetilada (tal como o-D-pentaacetato de
glucosa; p-D-pentaacetato de glucosa; 2,3,4,6-tetraacetato de
1-tio-3-D-glucosa); pentaacetato de g-D-galactosa;
hexaacetato de sorbitol; octaacetato de sacarosa; 1,2,3,5-
tetraacetato de p-D-ribofuranosa; 1,2,3,4-tetraacetato de B-
D-ribofuranosa; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-acetil-D-
glucal; tetraacetato de pB-D-xilofuranosa, pentaacetato de B-
D-glucopiranosa; 1,2,3,4-tetraacetato de B-D-glucopiranosa;
2,3,4,6-tetraacetato de p-D-glucopiranosa; 2-acetamido-2-
desoxi-1,3,4,6-tetraacetil-pg-D-glucopiranosa; 2-acetamido-2-
desoxi-3,4,6-triacetil-1-cloruro-o-D-glucopiranosa;
pentaacetato de p-D-manopiranosa, y celulosa acetilada. En

una modalidad preferente, el sacarido acetilado se selecciona
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del grupo que consiste en 1,2,3,5-tetraacetato de p-D-
ribofuranosa; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-acetil-D-glucal;
octaacetato de sacarosa; y celulosa acetilada.

En otra modalidad, los sustratos adicionales adecuados
pueden también incluir 5-acetoximetil-2-furaldehido; 3,4-
diacetoxi-1-buteno; acido 4-acetoxibenzoico; acetato de
vainillina; acetato de éter metilico de propilenglicol;
lactato de metilo; lactato de etilo; glicolato de metilo;
glicolato de etilo; metoxiacetato de metilo; metoxiacetato de
etilo; 3-hidroxibutirato de metilo; 3-hidroxibutirato de
etilo; y 2-acetil citrato de trietilo.

En otra modalidad, se seleccionan los sustratos
adecuados del grupo que consiste en: monoacetina; diacetina;
triacetina; monopropionina; dipropionina; tripropionina;
monobutirina; dibutirina; tributirina; pentaacetato de
glucosa; tetraacetato de xilosa; xilano acetilado; fragmentos
de xilano acetilado; 1,2,3,5-tetraacetato de g-D-
ribofuranosa; tri-0O-acetil-D-galactal; tri-0O-acetil-D-glucal;
los monoésteres o0 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; 1,5-pentanodiol; 1,6-pentanodiol; 1,2-
hexanodiol; 2 ,5-hexanodiol; 1,6-hexanodiol; y sus

combinaciones. En otra modalidad, el sustrato es un poliol C1
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a C6 que iIncluye uno o mas grupos éster. En una modalidad
preferente, uno o mas de los grupos hidroxilo del poliol Cl a
C6 se sustituyen con uno o0 mas grupos acetoxi (tales como
diacetato de 1,3-propanodiol; diracetato de 1,2-propanodiol;
diacetato de 1,4-butanodiol; diacetato de 1,5-pentanodiol,
etc.). En otra modalidad, el sustrato es diacetato de
propilenglicol (PGDA), diacetato de etilenglicol (EGDA), o
una combinacion de ellos.

En otra modalidad, se seleccionan los sustratos
adecuados del grupo que consiste en monoacetina, diacetina,
triacetina, monopropionina, dipropionina, tripropionina,
monobutirina, dibutirina, y tributirina. En incluso otro
aspecto, el se selecciona el sustrato del grupo que consiste
en diacetina y triacetina. En una modalidad mas preferente,
el sustrato adecuado incluye triacetina.

El éster de acido carboxilico esta presente a una
concentracion suficiente para producir la concentracion
deseada de acido peroxicarboxilico luego de la perhidrélisis
catalizada enzimaticamente. EIl éster de acido carboxilico no
tiene que ser totalmente soluble en la formulacién de
reaccion, pero tiene una solubilidad suficiente para permitir
la conversion del éster con el catalizador de perhidrolasa en
el correspondiente &acido peroxicarboxilico. El éster de

acido carboxilico esta presente en la formulacién de reaccidn
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a una concentracion de 0,05 % en peso a 40 % en peso de la
formulacion de reaccion, preferentemente a una concentracion
de 0,1 % en peso a 20 % en peso de la formulacidén de
reaccion, y mas preferentemente a una concentracion de 0,5 %
en peso a 10 % en peso de la formulacion de reaccion.

La fuente de peroxigeno se proporciona en la forma de
granulos depositados en o sobre la pelicula adhesiva
hidratable y puede incluir aductos de peroxido de hidrogeno
(por ejemplo, un aducto de urea-peroxido de hidrégeno
(peréxido de carbamida)) sales de perborato, sales de
percarbonato y sales de peréxido. La concentraciéon del
compuesto de peroxigeno en la formulacion de reaccidon puede
oscilar entre 0,0033 % en peso y alrededor de 50 % en peso,
preferentemente entre 0,033 % en peso y alrededor de 40 % en
peso, mas preferentemente entre 0,1 % en peso y alrededor de
30 % en peso.

Se ha  documentado que muchos catali1zadores de
perhidrolasas (células completas, células completas
permeables, y extractos de células completas parcialmente
purificadas) poseen actividad catalasa (EC 1.11.1.6). Las
catalasas catalizan la conversion de peroxido de hidrogeno en
oxigeno Yy agua. En un aspecto, el catalizador de
perhidrolisis carece de actividad catalasa. En otro aspecto,

se puede agregar un inhibidor de catalasas a la formulaciodn
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de reaccion. De ser necesario, una personal con experiencia
en la técnica puede ajustar la concentraciéon del inhibidor de
catalasas. La concentracion del inhibidor de catalasas
tipicamente oscila entre 0,1 mM y alrededor de 1 M;
preferentemente entre alrededor de 1 mM y alrededor de 50 mM;
mas preferentemente entre alrededor de 1 mM y alrededor de 20
mM .

En otra modalidad, el catalizador enzimatico carece de
una actividad catalasa considerable o puede disefarse para
disminuir o erradicar la actividad catalasa. La actividad
catalasa en wuna célula huésped puede regularse de forma
descendente o0 erradicarse mediante la alteracion de la
expresion del o de los genes responsables de la actividad
catalasa utilizando técnicas ampliamente conocidas, lo que de
modo no taxativo incluye la mutagénesis con transposones, la
expresion antisentido de ARN, la mutagénesis dirigida, y la
mutagénesis aleatoria.

La concentracién de acido peroxicarboxilico generada
(por ejemplo, &acido peracético) por la perhidrolisis de al
menos un éster de acido carboxilico es de al menos alrededor
de 0,1 ppm, preferentemente al menos 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm,
10 ppm, 20 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 500 ppm, 700 ppm,
1000 ppm, 2000 ppm, 5000 ppm 6 10.000 ppm de peracido a los

10 minutos, preferentemente a los 5 minutos, de iniciar la
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reaccion de perhidrolisis. Evidentemente, una persona con
experiencia en la técnica puede ajustar los componentes de
reaccion para lograr la concentracién de peracido deseada.

En un aspecto, el tiempo de reaccidn necesario para
producir la concentracion de peracido deseada no es superior
a alrededor de dos horas, preferentemente no es superior a
alrededor de 30 minutos, mas preferentemente no es superior a
alrededor de 10 minutos, Yy mas preferentemente es de
alrededor de 5 minutos o menos. En otros aspectos, se pone
en contacto una superficie de la cavidad oral con el acido
peroxicarboxilico formado de acuerdo con los procesos
descritos en la presente a los 5 minutos de hidratar vy
combinar los componentes de reaccién. En una modalidad, se
pone en contacto el esmalte dental con el acido
peroxicarboxilico producido con los procesos y composiciones
descritos en la presente luego de alrededor de 5 minutos a
alrededor de 24 horas o luego de alrededor de 5 minutos a 2
horas de combinar (mediante hidrataciéon por el usuario) los
componentes de reaccion presentes en o] sobre la
cinta/pelicula blanqueadora.

Método de Ensayo por HPLC para Determinar la Concentracion de

Acido Peroxicarboxilico y Peré6xido de Hidrogeno

Se puede utilizar una variedad de métodos analiticos

para analizar los reactivos y productos, 1o que de modo modo
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taxativo incluye titulacidon, cromatografia de Iiquidos de
alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés),
cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés),
espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés),
electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés), el
procedimiento analitico descrito por U. Pinkernell et al.,
(Anal. Chem., 69(17):3623-3627 (1997)), y el ensayo con 2,27 -
azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonato (ABTS) (U.
Pinkernell et. al. Analyst, 122: 567-571 (1997) y Dinu et.
al. Adv. Funct. Mater., 20: 392-398 (2010)) que se describe
en los presentes ejemplos.

Modalidades llustrativas:

Modalidad 1. Una cinta blanqueadora dental (Cinta 1) que
incluye una pelicula adhesiva hidratable con un primer lado y
un segundo lado, donde el primer lado tiene un ingrediente
blanqueador granular adherido al mismo,

donde la cinta incluye, en o sobre la pelicula o en los
granulos adheridos al primer lado de la pelicula,

(i) una proteina que tiene actividad perhidrolitica y
que contiene el motivo distintivo de un miembro de la familia
7 de carbohidrato esterasas;

(in) un donante de acilo, por ejemplo, seleccionado de
acido carboxilico ésteres y compuestos de acilo,

Modalidad 2. La cinta 1 donde la proteina que tiene
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actividad perhidrolasa incluye una secuencia de aminoacidos
seleccionada de:

a) MAFFDLPLEELKKYRPERYEEKDFDEFWEETLAESEKFPLDPVFERMES
HLKTVEAYDVTFSGYRGQR IKGWLLVPKLEEEKLPCVVQY IGYNGGRGFPHDWLFWPSMGY
ICFVMDTRGQGSGWLKGDTPDYPEGPVDPQYPGFMTRGILDPRTYYYRRVFTDAVRAVEAA
ASFPQVDQERIVIAGGSQGGGIALAVSALSKKAKALLCDVPFLCHFRRAVQLVDTHPYAEI
TNFLKTHRDKEEIVFRTLSYFDGVNFAARAKITPALFSVGLMDNISPPSTVFAAYNYYAGPK
EIRTIYPYNNHEGGGSFQAVEQVKFLKKLFEKG (SEQ ID NO: 1) ,

b) una secuencia de aminoacidos que tiene 1) un
motivo RGQ en las posiciones correspondientes a las
posiciones 118-120 de la SEQ ID NO: 1; 11) un motivo GXSQG en
las posiciones correspondientes a las posiciones 186-190 de
la SEQ ID NO: 1; y 1ii1) un motivo HE en Qlas posiciones
correspondientes a las posiciones 303-304 de la SEQ ID NO: 1;
y

c) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
80% de i1dentidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1.

Modalidad 3. La modalidad 1 6 2 donde la proteina que
tiene actividad perhidrolitica incluye una secuencia de
aminoacidos que tiene afinidad hacia, por ejemplo, se une a o
forma complejos con las superficies orales o alternativamente
posee afinidad, por ejemplo, se une a o forma complejos con,
uno o mas componentes de la cinta blanqueadora.

Modalidad 4. Cualquiera de las cintas que anteceden que
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incluye una proteina que tiene actividad perhidrolasa que se
une a o Torma complejos con las superficies orales (por
ejemplo, la pelicula o el esmalte dental) y que incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada de

a) MAFFDLPLEELKKYRPERYEEKDFDEFWEETLAESEKFPLDPVFERMES
HLKTVEAYDVTFSGYRGQR IKGWLLVPKLEEEKLPCVVQY IGYNGGRGFPHDWLFWPSMGY
ICFVMDTRGQGSGWLKGDTPDYPEGPVDPQYPGFMTRGILDPRTYYYRRVFTDAVRAVEAA
ASFPQVDQERIVIAGGSQGGGIALAVSALSKKAKALLCDVPFLCHFRRAVQLVDTHPYAEI
TNFLKTHRDKEEIVFRTLSYFDGVNFAARAKITPALFSVGLMDNISPPSTVFAAYNYYAGPK
EIR1YPYNNHEGGGSFQAVEQVKFLKKLFEKGGPGSGGAGSPGSAGGPGSTKPPRTPTANT
SRPHHNFGSGGGGSPHHHHHH (SEQ ID NO: 2), y

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
80% de i1dentidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2.

Modalidad 5. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde la proteina que tiene actividad perhidrolitica esta
presente en forma granular sobre la primera superficie de la
pelicula.

Modalidad 6. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el segundo lado de la pelicula adhesiva hidratable se
adhiere a una capa que inhibe la disolucion de la pelicula
adhesiva hidratable.

Modalidad 7. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el ingrediente blanqueador granular se recubre con un

material de disolucidon rapida, tal como almidon de maiz,
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sulfato de sodio, goma arabiga, y sus combinaciones.

Modalidad 8. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el 1ingrediente blanqueador granular se selecciona de
granulos que incluyen oxidantes organicos y/0 inorganicos,
por ejemplo, seleccionados de peroxido de hidrogeno, peréxido
de urea, percarbonatos, perboratos, peroximonofosfatos,
peroxidisulfatos, peroxiacidos, y acido peracético.

Modalidad 9. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el ingrediente blanqueador granular se selecciona de
peréoxidos soOlidos y donantes de peréxidos soélidos, por
ejemplo, seleccionados de sales o complejos de perdéxidos (por
ejemplo, tales como sales de peroxifosfato, peroxicarbonato,
perborato, peroxisilicato, o persulfato; por ejemplo,
peroxifosfato de calcio, perborato de sodio, carbonato de
sodio peroxidado, peroxifosfato de sodio, y persulfato de
potasio); hipocloritos; peroxido de urea; complejos
poliméricos de perdxido de hidrégeno tales como complejos
poliméricos de perdxido de hidrogeno-polivinilpirrolidona;
peroxidos metalicos, por ejemplo, peroxido de zinc y peroxido
de calcio; peréacidos, y sus combinaciones.

Modalidad 10. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el ingrediente blanqueador granular incluye peroxido de
urea, un complejo polimérico de peroxido de hidrégeno-

polivinilpirrolidona, percarbonato de sodio, o] una
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combinacion de dos o mas de ellos.

Modalidad 11. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el tamafio de particula (Dsp) de los granulos sobre la
primera superficie de 1la pelicula, por ejemplo, el
ingrediente blanqueador granular, o la perhidrolasa o el
donante de acilo en forma granular, es de 0,1-300 micrones,
por ejemplo, de 10-275 micrones, por ejemplo, de 100-250
micrones.

Modalidad 12. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el ingrediente blanqueador granular incluye mas de
0,01%, por ejemplo, de 0,01-0,1%, por ejemplo, de 0,02-0,08%,
del peso total de la pelicula adhesiva hidratable y un
ingrediente blanqueador granular adherido a la misma.

Modalidad 13. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde la cantidad del agente blanqueador granular sobre el
primer lado de la pelicula adhesiva hidratable es de 0,001 -
10 mg/ cm?, por ejemplo, de 0,001 — 1 mg/ cm?, por ejemplo, de
0,005 — 0,015 mg/ cm?.

Modalidad 14. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el donante de acilo se selecciona de (i) uno o mas
ésteres de &acidos carboxilicos C,.1g, por ejemplo, ésteres de
acidos carboxilicos C,s (por ejemplo, ésteres de acetilo), lo
que incluye los ésteres de acidos carboxilicos de alquilos

inferiores lineales o ramificados, opcionalmente sustituidos
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con hidroxi y/o alcoxi Ci4; (i1) uno o mas glicéridos
acilados (por ejemplo, mono-, di-, y tri-glicéridos), (iii)
sacaridos acilados, y (iv) sus combinaciones.

Modalidad 15. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde se selecciona el donante de acilo de 1,2,3-
triacetoxipropano (a veces denominado en la presente
triacetina o triacetato de glicerina) y sacaridos acilados,
por ejemplo, sacaridos acilados.

Modalidad 16. Cualquiera de las cintas que anteceden que
incluye un donante de acilo que incluye un compuesto éster
que tiene una solubilidad en agua de al menos 5 ppm a 25 °C.

Modalidad 17. Cualquiera de las cintas que anteceden que
incluye un peracido o que genera un peracido al utilizarse.

Modalidad 18. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde los ingredientes estan presentes en cantidades
suficientes para proporcionar, luego de mezclarse, un agente
blanqueador en una cantidad y concentracién eficaces para
blanquear los dientes.

Modalidad 19. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde 1la pelicula adhesiva hidratable 1incluye uno o mas
polimeros solubles en agua seleccionados de éteres de
celulosa hidrofilicos(por ejemplo, carboximetil celulosa,
hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa,),

acetatos de polivinilo, carbémeros (por ejemplo, CARBOPOL®
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971P), gomas de polisacaridos (por ejemplo, goma de xantano),
almidones alimenticios modificados, gelatina (por ejemplo,
gelatina de origen animal o de pescado), copolimeros de
carboxivinilo reticulados, polivinilpirrolidonas reticuladas,
oxido de polietileno (por ejemplo, POLYOX™),  acidos
poliacrilicos y poliacrilatos, alcoholes polivinilicos,
alginato, caseina, pululano, y sus combinaciones.

Modalidad 20. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde 1la pelicula adhesiva hidratable 1incluye uno o mas
polimeros solubles en agua seleccionados de éteres de
celulosa hidrofilicos (por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa o hidroxipropil celulosa), Oxido
de polietileno, acetatos de polivinilo, y carbdmeros (por
ejemplo, CARBOPOL® 971P); y sus combinaciones.

Modalidad 21. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde la pelicula adhesiva hidratable incluye
hidroxipropilmetilcelulosa, acetatos de polivinilo, y un
carbémero, por ejemplo, en una relacion en peso seco de 10-
20 HPMC: 2- 10 PVAc: 1 carbodmero.

Modalidad 22. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde Hla pelicula adhesiva hidratable ademas incluye un
plastificante, por ejemplo, propilenglicol, polietilenglicol
0 triacetina.

Modalidad 23. Cualquiera de las cintas que anteceden
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donde el primer lado de la pelicula adhesiva hidratable se
cubre con una capa protectora antes de utilizarla.

Modalidad 24. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde la pelicula adhesiva hidratable tiene una viscosidad de
al menos 100.000 cps luego de su activacion, por ejemplo, una
viscosidad de 100.000 a 200.000 cps.

Modalidad 25. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde la pelicula adhesiva hidratable se encuentra
esencialmente seca antes de su aplicacion.

Modalidad 26. Cualquiera de las cintas que anteceden
donde el espesor de la pelicula adhesiva hidratable es de
0,1-5 mm, por ejemplo, de 0,5-5 mm.

Modalidad 27. Cualquiera de Hlas cintas que anteceden
donde las dimensiones totales aproximadas son 2-10 cm de
longitud x 0,5-2 cm de ancho x 0,1-10 mm de espesor, por
ejemplo, 1-10 mm de espesor, por ejemplo, una cinta donde el
area superficial de un lado es 5 — 20 cm?, por ejemplo,
alrededor de 5 — 15 cm?, por ejemplo, alrededor de 10 cm?.

Modalidad 28. Cualquiera de las cintas que anteceden que
incluye granulos recubiertos de un complejo polimérico de
peréoxido de hidrégeno-polivinilpirrolidona, perdxido de urea
y/0 percarbonato de sodio y granulos de perhidrolasa sobre la
primera superficie de la pelicula, con triacetina dispersa en

la pelicula.
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Modalidad 29. Cualquiera de las cintas que anteceden,
que ademas incluye granulos de un agente antisensibilidad,
por ejemplo, nitrato de potasio o arginina.

Modalidad 30. Un método (Método 2) de blanqueamiento
dental que incluye aplicar el primer lado de una cinta de
acuerdo con la descripcién que antecede, por ejemplo, la
Cinta 1 y siguientes, directamente a los dientes, y dejarla
durante un tiempo suficiente, por ejemplo, al menos 5
minutos, por ejemplo, 10-60 minutos, por ejemplo, 10-30
minutos, para blanquear los dientes.

Modalidad 31. Un método (Método 3) para elaborar una
cinta para el blanqueamiento de los dientes, por ejemplo, una
cinta de acuerdo con la descripcion que antecede, de acuerdo
con la Cinta 1 y siguientes, que incluye proveer una pelicula
adhesiva hidratable semi-seca, por ejemplo, de acuerdo con la
descripcion que antecede, por ejemplo, pelicula ésta que se
vacia con agua y no se seca por completo, o pelicula ésta que
se humedece, agregar a una superficie de la pelicula granulos
de un 1ingrediente blanqueador granular, por ejemplo, de
acuerdo con la descripcion que antecede, y secar la pelicula
con los granulos agregados a una superficie.

Por ejemplo, las cintas pueden elaborarse primero
elaborando la pelicula adhesiva hidratable, utilizando medios

convencionales y luego agregando el 1ingrediente blanqueador
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granulado a una superficie. Las cintas con 1la pelicula
adhesiva hidratable pueden vaciarse con agua de una variedad
de maneras conocidas en la técnica, tal como por extrusién, o
por vaciado con una suspension acuosa (por ejemplo, a un
nivel de solidos de 10-30%) sobre una correa caliente, cuya
agua se evapora. Alternativamente, la pelicula se seca, pero
luego se humedece de nuevo. Los granulos pueden agregarse a
la superficie de esta pelicula mientras la pelicula se
mantiene semi-seca, es decir, lo suficientemente humeda para
ser adherente, de forma tal que los granulos se adhieran a la
superficie de la pelicula. Una vez que la pelicula se
encuentra totalmente seca y se enfria a temperatura ambiente,
los gréanulos contintdan adhiriéndose a la superficie de la
pelicula. Por consiguiente, antes de usarlas, la pelicula
adhesiva hidratable y la cinta como un todo se encuentran
esencialmente secas. Por cuanto el peroxido se encuentra
sobre la superficie de la pelicula Unicamente, se necesita
una cantidad relativamente pequefia de granulos para lograr
una concentracion eficaz en la superficie.

Modal idades Preferentes:

Cuando se exponen a la saliva u otras fuentes de agua
(tales como agua de grifo), los granulos se disuelven y
liberan los componentes de reaccion para producir

enzimaticamente el peracido deseado. La hidratacion de la
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capa adhesiva hidratable incrementa la adherencia de la
pelicula y permite que Hla peliculaZcinta blanqueadora se
adhiera a la superficie diana (es decir, el esmalte dental).

La pelicula adhesiva hidratable 1incluye uno o mas
polimeros solubles en agua Yy oralmente aceptables
seleccionados de éteres de celulosa hidrofilicos (por
ejemplo, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropil metilcelulosa), acetatos de polivinilo,
carbomeros (por ejemplo, CARBOPOL® 971P), gomas de
polisacaridos (por ejemplo, goma de xantano), almidones
alimenticios modificados, gelatina (por ejemplo, gelatina de
origen animal o de pescado), copolimeros de carboxivinilo
reticulados, polivinilpirrolidonas reticuladas, Oxido de
polietileno (por ejemplo, POLYOX™), acidos poliacrilicos y
poliacrilatos, alcoholes polivinilicos, alginato, caseina,
pululano, y sus combinaciones. Las formulaciones de geles
adhesivos que se utilizan con agentes de blanqueamiento
dental son conocidos en la técnica, por ejemplo, como se
describe en las Patentes de los EE.UU. 7.862.801; 5.746.598;
6.730.316; y 7.128.899; cada una 1incorporada a titulo de
referencia en su totalidad. La pelicula adhesiva permite que
el agente blanqueador peracido permanezca en contacto con los
dientes durante periodos prolongados de tiempo y protege los

tejidos blandos y, por consiguiente, debe aportar una alta
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viscosidad, por ejemplo, una viscosidad luego de su
aplicacion de al menos 100.000 centipoise (cps) (alrededor de
100 Pascal-segundo (Pa-s)), preferentemente de 100.000 a
200.000 cps (de 100 a 200 Pa-s).

Cuando se utiliza una segunda capa de pelicula para
proteger la pelicula adhesiva hidratable de una degradacidén o
disolucién réapida, el material portador o de respaldo puede
elaborarse de textiles, tela, compuesto de madera, una
resina, un elastémero, papel, derivados de celulosa
insolubles o menos solubles tales como etilcelulosa y acetato
de celulosa, cloruro de polivinilo, una cera, PARAFILM™,
polietileno, alcohol polivinilico, TEFLON™, cloruro de
polivinilo, acetato de polivinilo y sus derivados.

El  ingrediente blanqueador granular puede ser un
peroxido sélido o un donante de peroxido s6lido seleccionado
de sales o complejos de peroxidos (tales como sales de
peroxifosfato, peroxicarbonato, perborato, peroxisilicato, o
persulfato; por ejemplo, peroxifosfato de calcio, perborato
de sodio, carbonato de sodio peroxidado, peroxifosfato de
sodio, y persulfato de potasio), hipocloritos; peroxido de
urea; complejos poliméricos de peroxido de hidrégeno tales
como complejos poliméricos de peroxido de hidrégeno-
polivinilpirrolidona, y peroxidos metalicos, por ejemplo,

peréoxido de zinc y peréxido de calcio; un peréacido sélido; y
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sus combinaciones. En modalidades particulares, el
ingrediente blanqueador granular es peroxido de urea o0 un
complejo polimérico de peréxido de hidrégeno
polivinilpirrolidona. El ingrediente blanqueador granular
puede opcionalmente recubrirse para conferirle mayor
estabilidad bajo almacenamiento (por ejemplo, recubrirse con
sulfato de sodio, almidon de maiz o goma arébiga).

Listado de las Modalidades Preferentes:

Modalidad Preferente 1. Una cinta blanqueadora dental
que incluye una pelicula adhesiva hidratable con un primer
lado y un segundo lado, donde el primer lado tiene un
ingrediente blanqueador granular adherido al mismo, y donde
la cinta blanqueadora dental ademas incluye, en o sobre la
pelicula o en la forma de granulos adheridos al primer lado
de la pelicula;

a) una enzima que tiene actividad perhidrolitica,
donde la enzima tiene un motivo distintivo de la familia 7 de
carbohidrato esterasas (CE-7) que se alinea con una secuencia
de referencia SEQ ID NO: 1, y donde el motivo distintivo
incluye:

1) un motivo RGQ en las posiciones correspondientes
a las posiciones 118-120 de la SEQ ID NO: 1;

i) un motivo GXSQG en las posiciones

correspondientes a las posiciones 186-190 de la SEQ ID NO: 1;
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i) un motivo HE en las posiciones correspondientes a
las posiciones 303-304 de la SEQ ID NO: 1; vy

(b) al menos un sustrato donante de acilo, donde el
sustrato se selecciona del grupo que consiste en:

1) ésteres que tienen la estructura

[X1nRs

donde X = un grupo éster de la formula RgC(0)O

Re = grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o
ciclico, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo o
grupos alcoxi Cl a C4, donde Rg opcionalmente incluye uno o
mas enlaces éter cuando Rg = C2 a C7;

Rs = un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o
ciclico o un grupo heteroaromatico ciclico de 5 miembros o un
grupo aromatico o heteroaromatico ciclico de seis miembros
opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo; donde cada
atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de un
grupo hidroxilo o no mas de un grupo éster o grupo acido
carboxilico; donde Rs opcionalmente incluye uno o mas enlaces
eter;

M es un numero entero que oscila entre 1 y el numero de
atomos de carbono en Rs; y

donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de

al menos 5 ppm a 25 °C;
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glicéridos que tienen la estructura

-
-
o/

[

CH——CH:——OR.

A
L
(]
L]
T

(]

donde R;= alquilo Cl1 a C7 de cadena recta o ramificada

opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi

Cl aC4y Rz y Rq individualmente son H o R;C(0);

i) uno o mas ésteres de la formula

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o
ramificada opcionalmente sustituido con un hidroxilo o0 un
grupo alcoxi C1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10 de cadena
recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH.0),, o (CH,CH(CH3)-0).H
yneslal0; vy

1v) sacaridos acetilados seleccionados del grupo que
consiste en monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados,
y polisacéarido acetilado;

donde al hidratarse la pelicula adhesiva hidratable, el
ingrediente blanqueador granular libera peroxido de hidrdégeno

y la enzima cataliza la formacién de una cantidad eficaz de
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un peracido.

Modalidad Preferente 2. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con la modalidad preferente 1 donde la enzima que
tiene actividad perhidrolitica incluye una secuencia de
aminoacidos seleccionada de:

a) la SEQ ID NO: 1; vy

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
80% de i1dentidad de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
NO: 1.

Modalidad Preferente 3. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con la Modalidad Preferente 1 donde la enzima que
tiene actividad perhidrolitica ademas incluye un dominio de
union fusionado al extremo N o C de la enzima, dominio de
union éste que tiene afinidad hacia un tejido oral o hacia la
cinta blanqueadora dental.

Modalidad Preferente 4. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con la Modalidad Preferente 3 donde el dominio de
unién que tiene afinidad hacia un tejido oral incluye una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ D NO: 178-197.

Modalidad Preferente 5. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde la enzima que tiene actividad perhidrolitica

posee afinidad hacia un tejido oral e iIncluye una secuencia
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de aminoacidos seleccionada de

a) la SEQ ID NO: 2, vy

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
80% de identidad de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
NO: 2.

Modalidad Preferente 6. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden que ademas incluye una capa de respaldo adherida al
segundo lado de la pelicula adhesiva hidratable, donde la
capa de respaldo es capaz de inhibir la disolucién de Ila
pelicula adhesiva hidratable.

Modalidad Preferente 7. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde el 1i1ngrediente blanqueador granular se
recubre con un recubrimiento soluble en agua capaz de
disolverse al hidratarse.

Modalidad Preferente 8. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde el ingrediente blanqueador granular se
selecciona de peroxidos solidos y donantes de peroxidos
solidos.

Modalidad Preferente 9. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que

anteceden donde el 1i1ngrediente blanqueador granular se
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selecciona de sales de peroxido, complejos de peroxido,
peroxifosfato, peroxicarbonato, perborato, peroxisilicato,
sales de persulfato, peroxifosfato de calcio, perborato de
sodio, carbonato de sodio peroxidado, peroxifosfato de sodio,
persulfato de potasio, hipocloritos, peroxido de urea,
complejos poliméricos de perdxido de hidrégeno, complejos
poliméricos de perdxido de hidrogeno-polivinilpirrolidona,
peroxidos metalicos, peroxido de zinc, peroxido de calcio, y
sus combinaciones.

Modali1dad Preferente 10. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde el ingrediente blanqueador granular incluye
peréxido de urea. En algunas modalidades, el 1ingrediente
blanqueador granular incluye un complejo polimérico de
peroxido de hidroégeno-polivinilpirrolidona. En algunas
modalidades, el complejo polimérico de peroxido de hidrégeno-
polivinilpirrolidona es un complejo polimérico de perdxido de
hidrégeno-polivinilpirrolidona reticulada.

Modalidad Preferente 11. La cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde el didmetro medio del tamafio de particula
(D50) del 1ingrediente blanqueador granular oscila entre 10
micrones y 300 micrones, por ejemplo, entre 10 micrones y 200

micrones.
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Modalidad Preferente 12. La cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde la cinta blanqueadora dental incluye de
alrededor de 0,01 % en peso a alrededor de 0,1 % en peso de
un peracido. En algunas modalidades, el 1ingrediente
blanqueador granular incluye de alrededor de 0,1 % en peso a
alrededor de 30 % en peso de una fuente de peroxigeno.

Modalidad Preferente 13. La cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde la cantidad del agente blanqueador granular
sobre el primer lado de la pelicula adhesiva hidratable
oscila entre 0,001 mg/Z/cm? y 10 mg/Z/cm?, por ejemplo, entre
0,001 mg/ cm?> y 1 mg/ cm?.

Modalidad Preferente 14. La cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde el sustrato donante de acilo es 1,2,3-
triacetoxipropano.

Modalidad Preferente 15. La cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable incluye uno o
mas polimeros solubles en agua seleccionados de un éter de
celulosa hidrofilico, carboximetil celulosa, hidroxipropil
celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, un acetato de

polivinilo, un carbdémero, una goma de polisacaridos, goma de
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xantano, un almidéon alimenticio modificado, gelatina,
gelatina de origen animal o de pescado, un copolimero de
carboxivinilo reticulado, una polivinilpirrolidona
reticulada, o6xido de polietileno, un &acido poliacrilico, un
poliacrilato, un alcohol polivinilico, alginato, caseina,
pululano, y una combinacién de dos o mas de ellos.

Modalidad Preferente 16. La cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable incluye uno o
mas polimeros solubles en agua seleccionados de un éter de
celulosa hidrofilico, un acetato de polivinilo, un carbdmero,
y una combinacion de dos o mas de ellos.

Modali1dad Preferente 17. La cinta blanqueadora dental de
acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable incluye
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), acetato de polivinilo
(PVAC), y un carbomero en una relacién en peso seco de HMPC:
PVAc: carbomero de 10-20:2-10:1.

Modalidad Preferente 18. La cinta blanqueadora dental
de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
anteceden donde la pelicula adhesiva hidratable ademas
incluye un plastificante.

Modalidad Preferente 19. La cinta blanqueadora dental

de acuerdo con cualquiera de las modalidades preferentes que
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anteceden que ademas incluye propilenglicol.

Modalidad Preferente 20. Un método de blanqueamiento
dental que iIncluye

a) proveer un sistema de envasado que incluye la
cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
modal idades preferentes que anteceden;

b) extraer la cinta blanqueadora dental del sistema
de envasado; y

c) poner la cinta blanqueadora dental en contacto
directo con los dientes durante un periodo de tiempo
suficiente para blanquear 1los dientes; donde [la cinta
blanqueadora dental se hidrata con la humedad presente en la
cavidad oral o sobre la superficie dental o se hidrata luego
del paso (b) pero antes del paso (c).

Modalidad Preferente 21. El método de 1la Modalidad
Preferente 20 donde la cinta blanqueadora ademas incluye una
capa de respaldo adherida al segundo lado de la pelicula
adhesiva hidratable, donde la capa de respaldo es capaz de
inhibir la disolucion de la pelicula adhesiva hidratable.

Modalidad Preferente 22. ElI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
el diametro medio del tamafio de particula (D50) del
ingrediente blanqueador granular oscila entre 10 micrones y

200 micrones.
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Modalidad Preferente 23. ElI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
el ingrediente blanqueador granular incluye mas de 0,01 % en
peso del peso total de la pelicula adhesiva hidratable y un
ingrediente blanqueador granular adherido a la misma. En
algunas modalidades, el iIngrediente blanqueador granular
incluye mas de 0,05 % en peso del peso total de la pelicula
adhesiva hidratable y un ingrediente blanqueador granular
adherido a la misma. En algunas modalidades, el ingrediente
blanqueador granular incluye de alrededor de 0,01 % en peso a
alrededor de 0,1 % en peso del peso total de la pelicula
adhesiva hidratable y un ingrediente blanqueador granular
adherido a la misma.

Modalidad Preferente 24. ElI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
la cantidad del agente blanqueador granular sobre el primer
lado de la pelicula adhesiva hidratable oscila entre 0,001
mg/ cm? y 1 mg/ cm?.

Modalidad Preferente 25. EI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
el sustrato donante de acilo es 1,2,3-triacetoxipropano.

Modalidad Preferente 26. ElI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde

la pelicula adhesiva hidratable incluye uno o mas polimeros
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solubles en agua seleccionados de un éter de celulosa
hidrofilico, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropil metilcelulosa, un acetato de polivinilo, un
carbémero, una goma de polisacaridos, goma de xantano, un
almidon alimenticio modificado, gelatina, gelatina de origen
animal o de pescado, un copolimero de carboxivinilo
reticulado, una polivinilpirrolidona reticulada, Oxido de
polietileno, un &cido poliacrilico, un poliacrilato, un
alcohol polivinilico, alginato, caseina, pululano, y una
combinacion de dos o mas de ellos.

Modalidad Preferente 27. ElI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
la pelicula adhesiva hidratable incluye uno o mas polimeros
solubles en agua seleccionados de un éter de celulosa
hidrofilico, un acetato de polivinilo, un carbdémero, y una
combinacion de dos o mas de ellos.

Modalidad Preferente 28. ElI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
la pelicula adhesiva hidratable incluye
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), acetato de polivinilo
(PVAC), y un carbomero en una relacién en peso seco de HMPC:
PVAc: carbomero de 10-20:2-10:1.

Modalidad Preferente 29. ElI método de acuerdo con

cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
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la pelicula adhesiva hidratable ademas incluye un
plastificante.

Modalidad Preferente 30. El método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
la pelicula adhesiva hidratable ademas incluye
propilenglicol.

Modalidad Preferente 31. ElI método de acuerdo con
cualquiera de las modalidades preferentes que anteceden donde
el iIngrediente blanqueador granular se recubre con un
recubrimiento soluble en agua capaz de disolverse al
hidratarse.

Modalidad Preferente 32. Un método para elaborar una
cinta blanqueadora dental que incluye:

a) proveer una pelicula adhesiva hidratable semi-
seca,

b) aplicar a una superficie de la pelicula granulos
de un ingrediente blanqueador granular, donde los granulos se
adhieren a la superficie, y

c) secar la pelicula.

En algunas modalidades, el diametro medio del tamafo de
particula (D50) del ingrediente blanqueador granular se ubica
entre 10 micrones y 300 micrones. En algunas modalidades, el
diametro medio del tamafio de particula (D50) del ingrediente

blanqueador granular se ubica entre 25 micrones y 200
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micrones. En algunas modalidades, el diametro medio del
tamano de particula (D50) del 1ingrediente blanqueador
granular se ubica entre 35 micrones y 150 micrones. En
algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de
particula (D50) del ingrediente blanqueador granular se ubica
entre 50 micrones y 125 micrones. En algunas modalidades, el
diametro medio del tamafio de particula (D50) del ingrediente
blanqueador granular se ubica entre 60 micrones y 100
micrones. En algunas modalidades, el diametro medio del
tamafo de particula (D50) del ingrediente blangqueador
granular es de alrededor de 64 micrones. En algunas
modalidades, el diametro medio del tamafio de particula (D50)
del 1ingrediente blanqueador granular es de alrededor de 94
micrones.

En algunas modalidades, el diametro medio del tamafno de
particula (D50) de la enzima que tiene actividad
perhidrolitica se ubica entre 100 micrones y 300 micrones.
En algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de
particula (D50) de la enzima que tiene actividad
perhidrolitica se ubica entre 150 micrones y 275 micrones.
En algunas modalidades, el diametro medio del tamafio de
particula (D50) de la enzima que tiene actividad
perhidrolitica se ubica entre 175 micrones y 250 micrones.

Todos los iIngredientes utilizados en las cintas
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descritas en la presente deben ser oralmente aceptables.
“Oralmente aceptable”, conforme se utiliza el término en la
presente, significa un ingrediente que estd presente en una
cinta como la descrita en una cantidad y forma que no hacen
que el uso de la cinta sea inseguro en la cavidad oral.

En todo momento, se utilizan intervalos como herramienta
para describir todos y cada uno de los valores que se ubican
dentro del 1intervalo. Se puede seleccionar cualquier valor
dentro del intervalo como el extremo del intervalo. Ademas,
todas las referencias citadas en la presente se iIncorporan a
titulo de referencia en su totalidad. En caso de un
conflicto en una definicion en la presente descripcion y
aquella de una referencia citada, prevalece la presente
descripcion.

A no ser que se especifique algo diferente, se entendera
que todos los porcentajes y cantidades expresados en la
presente y en cualquier otro lugar en la memoria descriptiva
se refieren a porcentajes en peso. Las cantidades dadas se
basan en el peso activo del material.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar los
aspectos preferentes de la 1Invencion. Aquellos con
experiencia en la técnica apreciaran que las técnicas

descritas en los ejemplos siguen técnicas que funcionan bien
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en la puesta en practica de la invencidén y, por consiguiente,
se puede considerar que constituyen modos preferentes en su
puesta en practica. Sin embargo, aquellos con experiencia en
la técnica, a la luz de la presente descripcidon, apreciaran
que se pueden efectuar numerosos cambios en las modalidades
especificas que se describen y aun asi obtener un resultado
similar sin alejarse del espiritu y alcance de los métodos y
ejemplos descritos en la presente.

Todos los reactivos y materiales se obtuvieron de DIFCO
Laboratories (Detroit, MI), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD), TCI
America (Portland, 0), Roche Diagnostics Corporation
(Indianapolis, EN), Thermo Scientific (Pierce Protein
Research Products) (Rockford, IL) o SigmaZAldrich Chemical
Company (St. Louis, MO), a no ser que se especifique algo
diferente.

Las siguientes abreviaturas en la memoria descriptiva
corresponden a las unidades de medicién, técnicas,

propiedades, o compuestos: ‘“seg” o “s” significa segundo (s),

min” significa minuto(s), “h” o “hr” significa hora(s), “uL”

significa 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 millon, p significa peso, “% en peso” significa

porcentaje en peso, ‘“g” significa gramo(s), “mg” significa
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miligramo(s), “pg” significa microgramo(s), y “ng” significa
nanogramo(s).

Ejemplo 1

Se preparé una cinta de acuerdo con la descripcidon que
antecede, formando la pelicula adhesiva hidratable y luego,
mientras la pelicula permanecia adhesiva, agregando el agente
blanqueador granulado y la enzima granulada a la superficie
de un lado, utilizando los ingredientes en la Tabla 1. La
cinta se erosiona lentamente en la boca Jluego de su

aplicacién y, por consiguiente, no tiene que extraerse.

Tabla 1
Ingredientes en la Cinta Concentracion
en la Cinta Seca
(% en peso)
Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 59
Acetato de polivinilo (PVACc) 30
Carbopol, 971 5
Triacetina S
Dio6xido de titanio 1
Total 100
Ingredientes en el Granulo Concentracion
Blanqueador (% en peso)
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Peroxido de urea 100
Ingredientes en el Granulo de la Concentracion
Enzima (% en peso)
Almidén de maiz 99

La cinta en el ejemplo 1 se vacia con agua por
extrusion, o por vaciado con una suspension acuosa (por
ejemplo, a un nivel de sélidos de 10-30%) sobre una correa
caliente, en la cual se evapora el agua. Los granulos se
agregan a la superficie de esta pelicula cuando la pelicula
se encuentra semi-seca 0 seca, pero aun adherente. Una vez
que se enfria a temperatura ambiente, los granulos se
adhieren a la superficie de la pelicula. En una cinta con un
area de 10 cm? y un peso de 10 mg/cm?, esta formula libera 5
mg de triacetina. Asumiendo que se distribuyen 1, 4 mg de
granulos blanqueadores sobre la cinta, junto con 0,3 mg de
granulos de la enzima, esta dosis es suficiente para producir
suficiente acido peracético directamente en la superficie
dental como para funcionar considerablemente mejor que una
cinta blanqueadora con unicamente peroxido. (Las cintas con
Unicamente peroxido tipicamente tienen una dosis total de

aproximadamente 3-10 mg de peroxido).
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Cuando se exponen a la saliva u otras fuentes de agua
(tal como agua de grifo), los granulos se disuelven de
inmediato y se activan. La capa adhesiva también se activa y
adhiere a los dientes de una manera eficaz. Se disenio el
Ejemplo 1 para erosionarse lentamente en la boca con el
tiempo, de forma tal que el usuario no tenga que extraerla.

Ejemplo 2

Se prepard una cinta de acuerdo con la descripcion que
antecede, formando la pelicula adhesiva hidratable y luego,
mientras la cinta aun se encuentra adherente, agregando los
agentes granulados a un lado y la capa protectora de respaldo
al otro lado, utilizando los ingredientes en la Tabla 2.
Dado que la capa de respaldo no se disuelve, el usuario debe
extraerla luego de transcurrido un periodo suficiente para
permitir que tenga lugar el blanqueamiento, tipicamente
alrededor de 10-30 minutos. Las dos capas pueden también
producirse simultaneamente por extrusion o vaciado a base de
solventes y luego se puede agregar el agente blangqueador

granulado a la superficie de la pelicula adhesiva hidratable.
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Tabla 2

Ingredientes en la Capa #1

Concentracion en la Cinta Seca

(% en peso)

Etilcelulosa 94
Propilenglicol 5
Dioxido de titanio 1
Total 100

Ingredientes en la Capa #2

Concentracién en la Cinta Seca

(% en peso)

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 69
Acetato de polivinilo (PVACc) 15
Carbopol, 971 5
Triacetina S
Dioxido de titanio 1
Sabor 5
Total 100

Ingredientes en el Granulo Blanqueador

Concentracion (% en peso)

Goma arabiga

10

Perdxido de urea

90

Ingredientes en el Granulo de la Enzima

Concentracion (% en peso)

Almidén de maiz

99

Enzima perhidrolasa

1
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Ejemplo 3

Se evaluaron diversos tamafios de particulas de un
complejo de peréxido de hidrégeno-polivinilpirrolidona y una
enzima que tiene actividad perhidrolitica (“enzima”) en
términos de su capacidad de generar acido peraceéetico
uniformemente a lo largo de 1la superficie de una cinta
adhesiva hidratable que contiene triacetina.

Para evaluar la generacion de acido peracético de este
producto, se cortaron discos de 3/8” de la pelicula. Cada
disco se hidraté con 20 pL de buffer de fosfato de sodio 50
mM, pH 7,2 y se 1incub6 a 37 °C durante 15 minutos. Se
agregaron 380 pL de acido fosforico 0,1 M a la pelicula para
detener la reaccidon enzimatica y diluir la muestra para
deteccion. Se analizé el acido peracético presente en la
solucidn por analisis de HPLC de acido peracético utilizando
el método previamente descrito en la Patente de los EE.UU.
7.829.315 otorgada a DiCosimo et al. En cada evaluacion, se
cortdé un minimo de tres muestras de la cinta a lo largo de
una longitud de 24 pulgadas de la pelicula.

Las muestras de la cinta con la enzima vy el
recubrimiento de peroxido de hidrogeno-polivinilpirrolidona
se elaboraron primero incorporando la enzima en una pelicula
polimérica de pululano. La pelicula seca que contenia la

enzima se molié y tamizdé a un tamafio de particula de malla 60
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a 80 (de 177 pm a 250 um). La forma particulada de la enzima
luego se combino con peroxido de hidrogeno-
polivinilpirrolidona (PEROXYDONE" XL-10, Ashland Inc.,
Wilmington, DE). Esta mezcla se depositdé sobre una
estructura de una pelicula de dos capas con una capa adhesiva
hidratable que principalmente contenia O0xido de polietileno y
triacetina y una capa de respaldo de alcohol polivinilico
para obtener una capa de apoyo insoluble. Los resultados de
la evaluacion de la generacion de acido peracético de dos
operaciones consecutivas se enumeran en la Tabla 3. Las
muestras se evaluaron al comienzo y al final de la operacion
de produccion y demostraron tener una consistencia pobre de
acido peracético.

Tabla 3: Produccion de acido peracético de las cintas
adhesivas hidratables producidas con un recubrimiento de la

enzima perhidrolasa en pululano y PEROXYDONE" XL-10.

Muestra Inicio de la Operacion Fin de la Operacion
PAA Promedio | Desviacion | PAA Promedio | Desviacion
(ppm) Estandar (ppm) Estandar
(3 réplicas) (3 réplicas)
1 304 27 110 5
2 132 16 55 3

Luego se proces6 el PEROXYDONE®™ XL-10 para formar

particulas mas grandes con granulacién de alto corte con
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etanol. Luego de la granulacidn, la muestra se tamizé a un
tamano de particula de malla 60 a 200 (de 75 pm a 250 pm).
La distribucién del tamafio de particula del PEROXYDONE" XL-

10, utilizado para producir las muestras descritas en la

Tabla 3, y el PEROXYDONE" XL-10 luego de la granulacion de
alto corte y el tamizado se describen en la Tabla 4. Las
muestras se midieron en un Beckman Coulter LS13320 provisto
de un alimentador en seco Tornado. Los polvos se analizaron
directamente sin dispersarse en un litquido.

Tabla 4: Distribucion del tamano de particula del
PEROXYDONE" XL-10 utilizado en la deposicidon antes y después
de la granulacion.

Muestra de Estadisticas de la Distribucién del Tamafio de Particula (um)
PEROXYDONE™ Media Mediana D10 D90
XL-10

Conforme se 75,9 64,0 28,5 143,5
recibio

Luego de la 100,5 93,8 49,9 165,1
granulacion

Se llevo a cabo otra operacion de produccion de cintas

primero preparando una muestra de la enzima cargada en la
matriz de pululano a dos veces la concentracion de las
muestras de la Tabla 3. La pelicula de pululano se molio y

tamizé a una malla 60 a 80 (de 177 pm a 250 um) y luego se
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combin6é con el PEROXYDONE" XL-10 granulado. La mezcla luego
se aplicd sobre una estructura de una pelicula de dos capas
similar de acuerdo con la descripcién que antecede. La
evaluacién de esta muestra en términos de la generacidén de
acido peracético se incluye en la Tabla 4, y demostrd tener
una produccidn superior y mas consistente de acido peracético
a lo largo de la operacion de produccioén.

Tabla 5: Produccién de acido peracético de las cintas
adhesivas hidratables producidas con un recubrimiento de la
enzima perhidrolasa en pululano y PEROXYDONE" XL-10 granulado

con un alto grado de corte.

Muestra Inicio de la Operacion Fin de la Operacién
PAA Promedio Desviacion PAA Promedio Desviacion
(ppm) Estandar (ppm) Estandar
(3 réplicas) (3 réplicas)
3 828 51 1039 162
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito el presente invento, se considera como
una novedad y, por lo tanto se reclama como propiedad lo

contenido en las siguientes.

REIVINDICACIONES:

1. Se reivindica una cinta blanqueadora dental que
incluye una pelicula adhesiva hidratable con un primer lado y
un segundo lado, donde el primer lado tiene un ingrediente
blanqueador granular adherido al mismo, y donde la cinta
blanqueadora dental ademas incluye, en o sobre la pelicula o
en la forma de granulos adheridos al primer lado de Ila
pelicula;

a) una enzima que tiene actividad perhidrolitica,
donde la enzima tiene un motivo distintivo de la familia 7 de
carbohidrato esterasas (CE-7) que se alinea con una secuencia
de referencia SEQ ID NO: 1, y donde el motivo distintivo
incluye:

i) un motivo RGQ en las posiciones correspondientes
a las posiciones 118-120 de la SEQ ID NO: 1;

i) un motivo GXSQG en las posiciones
correspondientes a las posiciones 186-190 de la SEQ ID NO: 1;

y

i) un motivo HE en las posiciones correspondientes a
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las posiciones 303-304 de la SEQ ID NO: 1; vy

(b) al menos un sustrato donante de acilo, donde el
sustrato se selecciona del grupo que consiste en:

1) ésteres que tienen la estructura

[X1nRs

donde X = un grupo éster de la formula ResC(0)O

Re = grupo hidrocarbilo C1 a C7 lineal, ramificado o
ciclico, opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo o
grupos alcoxi Cl a C4, donde Rg opcionalmente incluye uno o
mas enlaces éter cuando Rg = C2 a C7;

Rs = un grupo hidrocarbilo C1 a C6 lineal, ramificado, o
ciclico o un grupo heteroaromatico ciclico de 5 miembros o un
grupo aromatico o heteroaromatico ciclico de seis miembros
opcionalmente sustituido con grupos hidroxilo; donde cada
atomo de carbono en Rs individualmente incluye no mas de un
grupo hidroxilo o no mas de un grupo éster o un grupo acido
carboxilico; donde Rs opcionalmente incluye uno o mas enlaces
éeter;

M es un numero entero que oscila entre 1 y el numero de
atomos de carbono en Rs; y

donde dichos ésteres tienen una solubilidad en agua de
al menos 5 ppm a 25 °C;

i) glicéridos que tienen la estructura
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[

A
L
(]
L]
T

CH CH:z OR.
] 3

donde R;= alquilo C1 a C7 de cadena recta o ramificada
opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un grupo alcoxi

Cl aC4 vy Rz vy Rs individualmente son H o R;C(0);

i) uno o mas ésteres de la formula

ﬁ
C

donde R; es un alquilo C1 a C7 de cadena recta o

Ry O0—R,

ramificada opcionalmente sustituido con un hidroxilo o un
grupo alcoxi Cl1 a C4 y R, es un alquilo C1 a C10 de cadena
recta o ramificada, alquenilo, alquinilo, arilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, heteroarilo, (CH,CH,0),, o (CH,CH(CH3)-0),H
yneslal0; vy

1v) sacaridos acetilados seleccionados del grupo que
consiste en monosacaridos acetilados, disacaridos acetilados,
y polisacarido acetilado;

donde al hidratarse la pelicula adhesiva hidratable, el
ingrediente blanqueador granular libera perdxido de hidrégeno
y la enzima cataliza la formacion de una cantidad eficaz de
un peracido.

2. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la
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reivindicacion 1 donde la enzima que tiene actividad
perhidrolitica incluye una  secuencia de aminoacidos
seleccionada de:

a) la SEQ ID NO: 1; vy

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
80% de identidad de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
NO: 1.

3. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la
reivindicacion 1 donde la enzima que tiene actividad
perhidrolitica ademas incluye un dominio de unién fusionado
al extremo N o C de la enzima, y donde el dominio de unidn
tiene afinidad hacia un tejido oral o hacia 1la cinta
blanqueadora dental.

4. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la
reivindicacion 3 donde el dominio de unidén que tiene afinidad
hacia un tejido oral incluye una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ D NO: 29-163.

5. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con la
reivindicacion 4 donde la enzima que tiene actividad
perhidrolitica posee afinidad hacia un tejido oral e incluye
una secuencia de aminoacidos seleccionada de

a) la SEQ ID NO: 2, vy

b) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos

80% de identidad de la secuencia de aminoacidos con la SEQ ID
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NO: 2.

6. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, que ademas
incluye una capa de respaldo adherida al segundo lado de la
pelicula adhesiva hidratable, donde la capa de respaldo es
capaz de inhibir la disolucion de la pelicula adhesiva
hidratable.

7. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
ingrediente blanqueador granular se recubre con un
recubrimiento soluble en agua capaz de disolverse al
hidratarse.

8. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
ingrediente blanqueador granular se selecciona de peroxidos
solidos y donantes de peroxidos solidos.

9. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
ingrediente blanqueador granular se selecciona de sales de
peroxido, complejos de peroxido, peroxifosfato,
peroxicarbonato, perborato, peroxisilicato, sales de
persulfato, peroxifosfato de calcio, perborato de sodio,
carbonato de sodio peroxidado, peroxifosfato de sodio,

persulfato de potasio, hipocloritos, peroxido de urea,
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complejos poliméricos de peroxido de hidrégeno, complejos
poliméricos de peroxido de hidrogeno-polivinilpirrolidona,
peréoxidos metalicos, peroéoxido de zinc, peréxido de calcio, y
Sus combinaciones.

10. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
ingrediente blanqueador granular se selecciona de peréxido de
urea, percarbonato de sodio, un complejo polimérico de
peroxido de hidrégeno-polivinilpirrolidona, y una combinacién
de dos o mas de ellos.

11. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
diametro medio del tamafio de particula (D50) del ingrediente
blanqueador granular se ubica entre 10 micrones y 300
micrones.

12. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
diametro medio del tamafio de particula (D50) del ingrediente
blanqueador granular se ubica entre 100 micrones y 250
micrones.

13. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
diametro medio del tamano de particula (D50) de la enzima que

tiene actividad perhidrolitica se ubica entre 100 micrones y
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250 micrones.

14. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde la
cinta genera al menos alrededor de 0,1 % en peso de un
peracido.

15. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde la
cantidad del agente blanqueador granular sobre el primer lado
de la pelicula adhesiva hidratable oscila entre 0,001 mg/ cm?
y 1 mg/ cm?.

16. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
sustrato donante de acilo es 1,2,3-triacetoxipropano.

17. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde la
pelicula adhesiva hidratable incluye uno o mas polimeros
solubles en agua seleccionados de un éter de celulosa
hidrofilico, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,
hidroxipropil metilcelulosa, un acetato de polivinilo, un
carboémero, una goma de polisacaridos, goma de xantano, un
almidon alimenticio modificado, gelatina, gelatina de origen
animal o de pescado, un copolimero de carboxivinilo
reticulado, una polivinilpirrolidona reticulada, oOxido de

polietileno, un &cido poliacrilico, un poliacrilato, un
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alcohol polivinilico, alginato, caseina, pululano, y una
combinacion de dos o mas de ellos.

18. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde Ila
pelicula adhesiva hidratable incluye uno o mas polimeros
solubles en agua seleccionados de un éter de celulosa
hidrofilico, un alcohol polivinilico, un carbdmero, y una
combinacion de dos o mas de ellos.

19. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde la
pelicula adhesiva hidratable ademas incluye un plastificante.

20. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde la
pelicula adhesiva hidratable ademas incluye propilenglicol.

21. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde el
ingrediente blanqueador granular se recubre con un
recubrimiento soluble en agua capaz de disolverse al
hidratarse.

22. La cinta blanqueadora dental de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones que anteceden, donde se
genera una cantidad eficaz de un peracido a una concentracion
esencialmente uniforme a lo largo de la superficie de la

cinta blanqueadora dental.
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23. Un método de blanqueamiento dental que incluye

a) proveer un sistema de envasado que incluye la
cinta blanqueadora dental de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden;

b) extraer la cinta blanqueadora dental del sistema
de envasado; y

C) poner la cinta blanqueadora dental en contacto
directo con los dientes durante un periodo de tiempo
suficiente para blanquear 1los dientes; donde la cinta
blanqueadora dental se hidrata con la humedad presente en la
cavidad oral o sobre la superficie dental o se hidrata luego

del paso (b) pero antes del paso (c).



Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

Carrera 11 N° 86-53 Pise 6 Bogotd Colombia Tek: (57 1) 6131088 -Fax: (57 1} 6350824-Email: info@clarkemodet.com.co

PODER

Yo (nosatros), abujo lirmante(s)

en mi {nuestro) cardeler de representantes) legales de

COLGATE-PALMOLIVE COMPANY

una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de

y enactual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en 360
Park Avenuae, New York, New York [0622 Estados Unidos de
América

por ¢l presente instramento confiere {conferimos) poder especial a favor
de SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ, con Céduia de Ciudadania No.
22468787 de Bamanquilla, v tp. 147463 yo CAROLINA
MERCEDES DAZA MONTALVO, con Cédula de Clwdadanfa No.
60.783.790 de Palmita Valie, y 1p. 141563 con domiciliv er Bogotd,
Colombia, para que sctuando en su orden en nombre del (de 1a) otorgan-
w fe () wepresenien ante cualquier entidad, avtoridad o persona,
especialmenie mle las del orden Administiative, Contencioso Adminis-
trativo, Judicial, Tribunaies de Arbitramento y/o cualquier otio en 1o
referente 2 los signientes asuntos:

1) Solicar. tramitar, oblener /o registrar coalguiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, ales come: patentes de invencidn, modelos de
wtilidad;  diseiios industriales. variedades vegetades; asf como sus
renovaciones, préwrogas, transferencias, cambios de nombre vio donici-
lio, contratos y licencias.

2} Solicitar, ramitar, obtener yio registrar secretos industriaies v know-
how.

3) Ljercer acciones de oposicion, observacién, reclamos, reconsideracion,
reposicidn, apelacidn, cancelacion adorinistaliva o judicial, nulidad,
proteceidn at consumidor, concesion de licencias. proteceidn de secretos
industrigles y demds acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asentos arriba indicados y en contra de Ja competencia
desical, acciones derivadas de Ta oblencidn o explotacion de licencias,
acciones de indennizacion de perjuicios. También poded(n) intervenir en
Jjuicios civiles, comerciales, penales, conlencioso-administrativos, wilelas
y de policia; en acciones ¢ juicios promevidos por el {Ia) mandante o on
contia el (cilaj .

4) En ¢l gjercicio de este nandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, tansigir, comprometer en
drhitros, desistin, reeibir y tomar posesion de la cosa objeto de litigio y
semaneiar o desistiv a derechos concedidos o en curse de coneesién,
admitir fos lechos del progeso,

5) Ratificar o no la agencia oficiosa.

6) Asl mismo lacuito (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apederados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presenie poder y revocar las sustituciones que hicicren.

Dado y fivmado en

o los dias de

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned
Michael ¥. Morgan

legal representative(s) of

COLGATE-PALMOLIVE COMPANY

A organization existing uader the laws of
Delaware

and in present excevtion of its husiness activity, domiciled at 300 Park
Avenue, New York, New York 10022 UL.S.A.

do hereby granl POWER OF ATTORNEY 1o SILVANA MARIA LOPEY
DIAZ, identification card No. 22.468.7870f Barranquilla, and tp. 147463
and/or  CAROLINA MERCEDES DAZA MONTALVO, identification
card No. 66.783.790 of  Palmira Valle, and (p. 141563 residing in Bogotd
Columbia, 10 act in the order of thedr appoingment in behalf of grantor hefore
any entity, anthority and/or natural or juridical person, specially before those
Administrative,  Administrative-Contentions,  Jjudicial, arbitration  courts,
andfor any other, in all matiers concerning the foliowing:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such ast Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varicties; as well as thelr renewals, assigniments, changes of ame andfor
domicile, agreements and Heenses.

2) To apply, process, obtain and/or register secrets or know-liow.

3) To bring actions of apposition, ohservations, claims, reconsideration,
appeal o legal remedies, cancellations, nullity, protection (o the consumer,
granting of licenses, protection of trade seerets and other actions related wigh
rights derived from the above- mentioned matters and against the unlair
compelition, actions resudting from (he obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions, They can aiso intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious- Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuils or litigations instituted by
the grantor or against lim.

4} To the effeet of this mandate the above-named proxy are empowered Lo
conciliate, cancel, setile, submit to arbitration, withdraw and 10 receive and
Lake possession of the litigation telated ebjet and waive or renounce the rights
granted or in - process of granting, admit the facis of the casc.

5) To ralify or not the officious ageney.

6} 1 (we) hereby appoint the atore mentioned atlomeys with powers o receive
notifications and (o designate judicial and extrajudicial aitorneys, substiture
Lhis Power of Atlorney and 1o revoke such sustitutions.

Granted and signed at Piscataway, N3 LISA

on this 25 dayof  July of 2013

bl e~
Michael I°, Morgan
Associale Patent Counsel



Attorney Docket No.: 9357-00-OC

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Kari A Fosser, Robert DiCosimo and Hong Wang (below referred to
as ASSIGNORS), residing, respectively, as set forth hereinafter, have made an invention for
which application for Letters Patent was filed in the United States Patent and Trademark Office
as Application Serial No. PCT/US2012/70371, filed December 18, 2012, naming the
ASSIGNOR(S) as inventor(s), and entited PERACID-GENERATING COMPOSITIONS;

and

WHEREAS, E. I. Du Pont De Nemours and Company, a corporation duly organized and
existing under the laws of the State of Delaware, United States of America and having its
principal office and place of business at 1007 Market Street, Legal-Patents, Wilmington,
Delaware 19898 (below referred to as “ASSIGNEE™), is desirous of obtaining the entire right,
title and interest in and to the aforesaid invention and patent application and corresponding patent

rights worldwide;

NOW, THEREFORE, in consideration of good and valuable consideration, the receipt
and sufficiency of which is hereby acknowledged, ASSIGNOR(S), by these presents do sell,
assign and transfer to ASSIGNEE, the full and exclusive right, title and interest in and to the
aforesaid invention, the aforesaid International Patent Application and all corresponding foreign
patent applications, all divisional, continuation, continuation-in-part, reissue, reexamination, and
any additional United States Patent applications which claim priority to the aforesaid
International application, and all Letters Patent or comparable rights issuing thereon in the United
States and in all foreign countries, together with the right(s) of priority under the International
Convention for the Protection of Industrial Property, Inter-American Convention Relating to
Patents, Designs and Industrial Models, and any other international agreements to which the
United States of America adheres, and the ASSIGNOR(S) hereby authorize and request the
United States Commissioner of Patents and Trademarks and all foreign Patent Offices to issue all
Letters Patent or comparable rights issuing on any application as aforesaid to ASSIGNEE, or to

its successors, assigns or legal representatives;

ASSIGNOR(S) hereby covenant that ASSIGNOR(S) have full right to convey the entire
interest herein assigned, and that ASSIGNOR(S) have not executed, and will not execute, any
agreement in conflict herewith;

ASSIGNOR(S) agree to communicate to ASSIGNEE or to its successors, assigns or legal
representatives any and all facts known to them or any of them respecting said invention, and
without further remuneration to testify in any legal proceeding, sign all lawful papers, execute all
divisional, continuation, continuation-in-part, reissue and reexamination applications, make all
rightful oaths and generally do all lawful acts to aid ASSIGNEE or its successors, assigns or legal
representatives to obtain and enforce proper patent protection for said invention in all countries
and to enhance or perfect ASSIGNEE s title in and to the invention and patent rights therein.

ASSIGNOR(S) hereby authorize attorneys for ASSIGNEE to enter on this document any
applicable serial numbers and filing dates after ASSIGNOR(S’) execution of this document.

This Assignment is effective as of: December 18, 2012,
(date of filing) .

(Sheet 1 of 3)
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M IN TESTIMONY WHEREQOF, I hereunto set my hand and seal this
rih

£y day of
20 14

Ko 4 F——

Kari A. Fosser

Address: 118 Somerset Road

Wilmington, Delaware 19808
United States of America

State of Xﬁf bon
County of Newr ‘{‘ “""z"’

On this 2 ¢ day of ?2344 e 20’51 before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

7’4:62% PR \\\\\uum Iy,
/s

NOTARY PUBLIC ? ?:aoum}&;.j-’,,

' .

-~ O
= ¥ ExPRgs z°
= -"!-AN 20, 2015 :

“ or pr IR
Kot
IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this day of
20 .

Robert Dicosimo

Address: 1607 Masters Way
Chadds Ford, Pennsyivania 19317

United States of America
State of
County of
On this day of 20__, before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence

NOTARY PUBLIC

fQhant ¥ ~F 2N



Attorney Docket No.: 9357-00-0C

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this

day of
20 .
Kari A. Fosser
Address: 118 Somerset Road

Wilmington, Delaware 19808

United States of America
State of
County of

On this day of 20__, before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

NOTARY PUBLIC

IN TESTIMONY WHEREQF, I hereunto

i my hand Jﬁseal this 28 +Lday of
= é 2{:&,}' C}ﬂ:yw

Rober"t Dicosimo

Address: 1607 Masters Way

Chadds Ford, Pennsylvania 19317
United States of America

State of a&c@hm
County of A4«" i

On this _.Lf ’ﬂaay of MM ere Al 20/, before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known\QQ\mﬁ my, »
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence, \\\\\\\-(p: M. 0/

ot Doty S S

.-GOMW%.
"NOTARY PUBLIC /’

Z

Y /.‘

-¥ EXPIRES %
TOAN20, 2015 -
01 -
-.o \Cl.

"’&1}?'-’9.".'3‘2?\;.\?%'\)
Y1705 OF DELF
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IN TESTIMONY WHEREOF, | hereunto set my hand and seal this _~ ¥ day of

20 /& } i .
. _..' [ .th-_ ,hq ':LL"L-“'--- 7
Hg'n/g Wang o

Address: 6035 Kazio Court
Kennett Square, Pennsyulvania 19344
United States of America

State of MJ-‘!./\.L_:-
County of Mt Can LT -

On this 4 ¢ 7+ day of 7"1’ A 20/, before me, a Notary Public in
and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

P Ja L,

1 3 iz,
NOTARY PUBLIC W NAQ;{//,/
'&F sneuy - //
\.'é\h”'\q&,.. ”,

» 0 01-
2 pPRES "
o M 0. Qo

-.4' q.
apy

Ly (9’0. e *
g 3T OF DO
it

iy

\“\\\\IHHI”
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Attorney Docket No.: 9357-00-OC

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Thomas Boyd, Guofeng Xu, Richard Adams, Robert Pierce,
Steven Miller and David Viscio (below referred to as ASSIGNORS), residing, respectively, as
set forth hereinafter, have made an invention for which application for Letters Patent of the
United States was filed in the United States Patent and Trademark Office as Application Serial
No. 61/577.499, filed December 19. 2011, naming the ASSIGNOR(S) as inventor(s), and
entitied PERACID-GENERATING COMPOSITIONS; and

WHEREAS, Colgate-Palmolive Company, a corporation duly organized and existing
under the laws of the State of Delaware, United States of America and having its principal office
and place of business at 300 Park Avenue, New York, New York 10022, and offices and place of
business at 909 River Road, Piscataway, New Jersey 08854 (below referred to as “ASSIGNEE™),
is desirous of obtaining the entire right, title and interest in and to the aforesaid invention and
patent application and corresponding patent rights worldwide;

NOW, THEREFORE, in consideration of good and valuable consideration, the receipt
and sufficiency of which is hereby acknowledged, ASSIGNOR(S), by these presents do sell,
assign and transfer to ASSIGNEE, the full and exclusive right, title and interest in and to the
aforesaid invention, the aforesaid International Patent Application and all corresponding foreign
patent applications, all divisional, continuation, continuation-in-part, reissue, reexamination, and
any additional United States Patent applications which claim priority to the aforesaid
International application, and all Letters Patent or comparable rights issuing thereon in the
United States and in all foreign countries, together with the right(s) of priority under the
International Convention for the Protection of Industrial Property, Inter-American Convention
Relating to Patents, Designs and Industrial Models, and any other international agreements to
which the United States of America adheres, and the ASSIGNOR(S) hereby authorize and
request the United States Commissioner of Patents and Trademarks and all foreign Patent
Offices to issue all Letters Patent or comparable rights issuing on any application as aforesaid to
ASSIGNEE, or to its successors, assigns or legal representatives;

ASSIGNOR(S) hereby covenant that ASSIGNOR(S) have full right to convey the entire
interest herein assigned, and that ASSIGNOR(S) have not executed, and will not execute, any
agreement in conflict herewith;

ASSIGNORC(S) agree to communicate to ASSIGNEE or to its successors, assigns or legal
representatives any and all facts known to them or any of them respecting said invention, and
without further remuneration to testify in any legal proceeding, sign all lawful papers, execute all
divisional, continuation, continuation-in-part, reissue and reexamination applications, make all
rightful oaths and generally do all lawful acts to aid ASSIGNEE or its successors, assigns or
legal representatives to obtain and enforce proper patent protection for said invention in all
countries and to enhance or perfect ASSIGNEE’s title in and to the invention and patent rights
therein.

ASSIGNORC(S) hereby authorize attorneys for ASSIGNEE to enter on this document any
applicable serial numbers and filing dates after ASSIGNOR(S’) execution of this document.

This Assignment is effective as of: December 19, 2011.
(date of filing)

(Sheet 1 of 5)
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g1
IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this ) ﬁ day of

ﬁﬁ&a‘l\/ 20/1. // /WM M

Thomas Boyd
DEN
B A i ERsEY  Address: 226 High Street

NOTARY PU i 112812015 Metuchen, New Jersey 08840

My Commission £4 United States of America
State of ﬂ&ﬂﬁw
County of A im

On this _{4 day of Ducoden ZOL{J before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

o N

<~ NOTARY PUBLIC

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this | Z 'Z\day of

Deremper ZOJ L;(/
k fﬂ )(u

EMILY R R . Guofen
JOTARY PUBLIG OF et 55"
My Commission E—“P*fes ;,‘,g;ﬁmg Address: 40 Silvers Lane
Plainsboro, New Jersey 08536
United States of America
State of Vi) T (4%

County of WW& fJ,\

Onthis {4 W day of _[Cun 20\ , before me, a Notary Public in
and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to

be the person of that name, who executed the foii‘ng\%?meﬂfence.

NOTARY PUBLIC

(Sheet 2 of 5)



Attorney Docket No.: 9357-00-OC

1IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my ha
o ) ;

dseal this 3’ day of
K@w@)

o 20 1% L)
- T\
Richard A
LY RRHODEN chard Adams
NOTARY PUBLIC OF %‘%5" iggii‘i Address: 111 Kingsland Circle
iy Commission Expires 7/28/2015 Monmouth Junction, New Jersey 08§52
United States of America
State of IV WTW ,
County of M p ’ )
Onthis_3'" dayof Jamels 20 | 4 £ before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, peysonally appeared the above signatory, known to me to

be the person of that name, who executed thefor%ﬁstmment inj(;@g:—since.
F |
P

NOTARY PUBLIC

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this _ S day of

TAN ATy 201_? o/ A 2%

Robert f’ierce

e W;wv”m Address: 10 Runyon Drive
Commisse Basking Ridge, New Jersey 07920
United States of America
RN %
State of /141)" gw?
County of A/l W
On this __ day of 7&4%@0’\'/ 20 _[_2, before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to

be the person of that name, who executed the foregoing instrur@ynwesence.

NOTARY PUBLIC

(Sheet 3 of 5)



Attorney Docket No.: 9357-00-OC

_INTESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal th?is 'V dayof

1 ! |
LCEymiber 2001, A

Steven Miller

Address: 66 Sycamore Lane
Skillman, New Jersey 08558
KERRY E. MONTALVO United States of America
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
My Commission Expires 7/13/2015

M LS
State of /{’jé’f/% 'y 5’6/0
County of . ;. .

On this /lp day of D@C{f i &5 /el 201{ , before me, a Notary Public in
and for the State and County aforesaid, personally appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

N;?STARY PUBLIC

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this day of

20 .

David Viscio

Address: 7937 East Rusty Spur Trail
Prescott Valley, Arizona 86315
United States of America

State of
County of

(Sheet 4 of 5)
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IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this day of

20 .
Steven Miller
Address: 66 Sycamore Lane
Skillman, New Jersey 08558
United States of America
State of
County of
On this day of 20 __, before me, a Notary Public in

and for the State and County aforesaid, personally appeared the above si gnatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in my presence.

NOTARY PUBLIC

1

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set#nyhand and seal this _//_day of
iy Ay 20 2— i‘y ([ /y” -
</ R ’; LAt/

= o =g

David Viscio

Address: 7937 East Rusty Spur Trail
Prescott Valley, Arizona 86315
United States of America

State of

County of o

On this | E day of \kﬁ_f Ve 202,_ before me, a Notary Public in
and for the State and County aforesaid, person&aﬁy appeared the above signatory, known to me to
be the person of that name, who executed the foregoing instrument in ny presence.

{Sheet 4 of )
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NOTARY PUBLAC

CFRicy4 SEAL
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Expediente del Apoderado No.: 9357-00-0C

CESION
CONSIDERANDO QUE, NOSOTROS, Thomas Boyd, Guofeng Xu,
Richard, Adams, Robert Pierce, Steven Miller y David Viscio (abajo
referidos como CEDENTES), residiendo, respectivamente, como se
expone a partir de ahora, habiendo hecho una invencién para la
cual la solicitud para Titulo de Patente se presenté en la Oficina
de Patentes y Marcas de los Estados Unidos como la Solicitud con

No. de Serie 61/577,499, presentada el 19 de Diciembre de 2011,

nombrando al (los) CEDENTE(S) como inventor(es), Yy titulada
COMPOSICIONES QUE GENERAN PERACIDO; y
CONSIDERANDO QUE, Colgate-Palmolive Company, una
corporacion debidamente organizada y existente bajo las leyes del
Estado de Delaware, Estados Unidos de América y teniendo su
oficina principal y lugar de negocios en 300 Park Avenue, Nueva
York, Nueva York 10022, y oficinas y domicilio social en 909 River
Road, Piscataway, Nueva Jersey 08855 (abajo referido como
“CESIONARIO”, esta deseoso de obtener el derecho entero, titulo e
interés en y para la invencién anteriormente mencionada y
solicitud de patente y los derechos de la patente correspondientes
internacionalmente;
AHORA, POR LO TANTO, como contraprestacion valida y
efectiva, la recepcion y suficiencia de la cual por la presente es
reconocida, el CESIONARIO(S), por estos documentos vende, cede y

transfiere al CESIONARIO, el derecho, titulo e interés completo y



exhaustivo en y para la invencidén antedicha, la Solicitud de
Patente Internacional antedicha y todas las solicitudes de patente
extranjeras, todas las divisionales, continuacién, continuacidén en
parte, reexpedicion, re-examen, y cualquiera de las solicitudes de
Patente de los Estados Unidos que reclamen la prioridad a la
solicitud Internacional antedicha, y todos los Titulos de Patente
o derechos comparables que se emitan de la misma en los Estados
Unidos y en todos los paises extranjeros, junto con el derecho(s)
de prioridad bajo la Convencién Internacional para la Proteccioén
de Propiedad Industrial, Convencion Inter-Americana Con Respecto a
las Patentes, Disefios y Modelos Industriales, y cualquiera de los
acuerdos internacionales a los cuales los Estados Unidos de
América se adhiere, y el CEDENTE(S) por la presente autoriza(n) y
solicita al Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados Unidos
y todas las Oficinas de Patentes expedir todos los Titulos de
Patente o0 derechos comparables que se expiden en cualquier
solicitud como se menciona por el CESIONARIO, o0 a sus sucesores,
cesionarios o representantes legales;

el (los) CEDENTE(S) por la presente acuerda(n) que el
(los) CEDENTE(S) tiene(n) el completo derecho de transmitir todo
el derecho cedido en la presente, y que el (los) CESIONARIO(S) no
ha (n) ejecutado, y no ejecutarada (n), ningun acuerdo en conflicto
con la misma;

el (los) CEDENTE(S) acuerda(n) comunicar al CESIONARIO
0O a Ssus sucesores, cesionarios o0 representantes legales cualquiera
y todos los hechos conocidos por ellos o a cualquiera de ellos con

respecto a la invencidon, y sin remuneracidén adicional, testificar



en cualquier procedimiento Hlegal, firmar todos los documentos
legales, ejecutar todas las solicitudes divisionales,
continuacién, de continuacion en parte, reexpedicién, y re-examen;
hacer todos los jJuramentos legitimos y hacer generalmente todos
los actos legales para ayudar al CESIONARIO o0 sus sucesores,
cesionarios o0 representantes legales para obtener y hacer cumplir
la proteccion de patente apropiada para dicha invencién en todos
los paises y mejorar o perfeccionar el titulo del CESIONARIO en y
para la invencion y derechos de patente de la misma.

El (los) CEDENTE(S) por la presente autoriza(n) a los
apoderados del CESIONARIO ingresar en este documento cualquiera de
los numeros de serie y fechas de presentacién después de la
ejecucibén de este documento por el (los) CESIONARIO(S).

Esta Cesiodn es efectiva a partir de: 19 de Diciembre de 2011

(fecha de presentacioén)
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 19 de diciembre de 2011.

(rubrica)

Thomas Boyd

Direccidn:226 High Street
Metuchen, Nueva Jersey 08840
Estados Unidos de América

EMILY R. RHODEN
NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
Mi Comision Expira el 28/7/2015

Estado de Nueva Jersey
Condado de Middlesex

Este dia 19 de diciembre de 2011, ante mi, un
Notario Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se
presentd personalmente el firmante anterior, conocido por mi
que es la persona de ese nombre, quien ejecutd el documento
anterior en mi presencia.

_ (rudbrica)_
NOTARIO PUBLICO

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 19 de diciembre de 2011.

(rubrica)

Guofeng Xu

Direccion: 40 Silvers Lane
Plainsboro, Nueva Jersey 08536
Estados Unidos de América

EMILY R. RHODEN
NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
Mi Comision Expira el 28/7/2015

Estado de Nueva Jersey
Condado de Middlesex

Este dia 19 de diciembre de 2011, ante mi, un
Notario Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se
presentd personalmente el firmante anterior, conocido por mi
que es la persona de ese nombre, quien ejecuté el documento
anterior en mi presencia.

_ (rudbrica)
NOTARIO PUBLICO
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 3 de enero de 2012.

(rubrica)

Richard Adams

Direccion: 111 Kingsland Circle
Monmouth, Nueva Jersey 08852
Estados Unidos de América

EMILY R. RHODEN
NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
Mi Comision Expira el 28/7/2015

Estado de Nueva Jersey
Condado de Middlesex

Este dia 3 de enero de 2012, ante mi, un Notario
Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presentd
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecutd el documento anterior en
mi presencia.

_ (rudbrica)_
NOTARIO PUBLICO

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello este dia
3 de enero de 2012.

(rubrica)

Robert Pierce

Direccion: 10 Runyon Drive
Basking Ridge, Nueva Jersey 07920
Estados Unidos de América

EMILY R. RHODEN
NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
Mi Comisidon Expira el 28/7/2015

Estado de Nueva Jersey
Condado de Middlesex

Este dia 3 de enero de 2012, ante mi, un Notario
Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presento
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecutd el documento anterior en
mi presencia.

_ (rudbrica)_
NOTARIO PUBLICO




Expediente del Apoderado No.: 9357-00-0C

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 16 de diciembre de 2011.

(rubrica)

Steven Miller

Direccidén: 66 Sycamore Lane
Skillman, Nueva Jersey 08852
Estados Unidos de América

KERRY E. MONTALVO
NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
Mi Comision Expira el 13/7/2015

Estado de Nueva Jersey
Condado de Middlesex

Este dia 16 de diciembre de 2011, ante mi, un
Notario Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se
presentd personalmente el firmante anterior, conocido por mi
que es la persona de ese nombre, quien ejecutd el documento
anterior en mi presencia.

_ (rudbrica)_
NOTARIO PUBLICO

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello este dia
de de 20__.

(rubrica)

David Viscio

Direccion: 7937 East Rusty Spur Trail
Prescott Valley, Arizona 86315
Estados Unidos de América

Estado de
Condado de

Este dia de de 20__, ante mi, un Notario
Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presento
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecuté el documento anterior en
mi presencia.



Expediente del Apoderado No.: 9357-00-0C

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello

este dia de de 20 .

Steven Miller
Direccidén: 66 Sycamore Lane
Skillman, Nueva Jersey 08852
Estados Unidos de América

Estado de

Condado de
Este dia de de 20 , ante mi, un Notario

Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presento
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecuté el documento anterior en
mi presencia.

“NOTARIO PUBLICO

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 17 de __enero de 2012.

(rubrica)

David Viscio

Direccion: 7937 East Rusty Spur Trail
Prescott Valley, Arizona 86315
Estados Unidos de América

Estado de
Condado de

Este dia 17 de enero de 2012, ante mi, un Notario
Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presento
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecuté el documento anterior en
mi presencia.

_ (rudbrica)
NOTARIO PUBLICO

SELLO OFICIAL

LISA R. OGLE

NOTARIO PUBLICO — Estado de Arizona
CONDADO DE YAVAPAI

Mi comisién expira el 16 de marzo de 2014



Expediente del Apoderado No.: 9357-00-0C

CESION
CONSIDERANDO QUE, NOSOTROS, Kari A Fosser, Robert
DiCosimo y Hong Wang (abajo referidos como CEDENTES), residiendo,
respectivamente, como se expone a partir de ahora, habiendo hecho
una invencién para la cual la solicitud para Titulo de Patente se
presenté en la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

como la Solicitud con No. de Serie PCT/US2012/70371 presentada el

18 de Diciembre de 2012, nombrando al (los) CEDENTE(S) como

inventor(es), y titulada COMPOSICIONES QUE GENERAN PERACIDO; vy

CONSIDERANDO QUE, E. 1 DU Pont De Nemours and Company,
una corporaciéon debidamente organizada y existente bajo las leyes
del Estado de Delaware, Estados Unidos de América y teniendo su
oficina principal y Qlugar de negocios en 1007 Market Street,
Legal-Patents, Wilmington, Delaware 19898 (abajo referido como
“CESIONARIO”, estd deseoso de obtener el derecho entero, titulo e
interés en y para Qla invencién anteriormente mencionada Vy
solicitud de patente y los derechos de la patente correspondientes
internacionalmente;

AHORA, POR LO TANTO, como contraprestacion valida y
efectiva, la recepcion y suficiencia de la cual por la presente es
reconocida, el CESIONARIO(S), por estos documentos vende, cede y
transfiere al CESIONARIO, el derecho, titulo e interés completo y
exhaustivo en y para la invencién antedicha, la Solicitud de

Patente Internacional antedicha y todas las solicitudes de patente



extranjeras, todas las divisionales, continuacién, continuacion en
parte, reexpedicidn, re-examen, y cualquiera de las solicitudes de
Patente de los Estados Unidos que reclamen la prioridad a la
solicitud Internacional antedicha, y todos los Titulos de Patente
0 derechos comparables que se emitan de la misma en los Estados
Unidos y en todos los paises extranjeros, junto con el derecho(s)
de prioridad bajo la Convencidén Internacional para la Proteccioén
de Propiedad Industrial, Convencidén Inter-Americana Con Respecto a
las Patentes, Disefios y Modelos Industriales, y cualquiera de los
acuerdos internacionales a los cuales los Estados Unidos de
América se adhiere, y el (los) CEDENTE(S) por la presente autoriza
y solicita al Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos y todas las Oficinas de Patentes expedir todos los Titulos
de Patente o derechos comparables que se expiden en cualquier
solicitud como se menciona por el CESIONARIO, o0 a sus sucesores,
cesionarios o representantes legales;

el (los) CEDENTE(S) por la presente acuerda(n) que el
(los) CEDENTE(S) tiene(n) el completo derecho de transmitir todo
el derecho cedido en la presente, y que el (los) CESIONARIO(S) no
ha (n) ejecutado, y no ejecutara (n), ningun acuerdo en conflicto
con la misma;

el (los) CEDENTE(S) acuerda(n) comunicar al CESIONARIO
O a Ssus sucesores, cesionarios o0 representantes legales cualquiera
y todos los hechos conocidos por ellos o a cualquiera de ellos con
respecto a la invencién, y sin remuneracidén adicional, testificar
en cualquier procedimiento legal, firmar todos los documentos

legales, ejecutar todas las solicitudes divisionales,



continuacion, de continuacidén en parte, reexpedicion, y re-examen;
hacer todos los juramentos legitimos y hacer generalmente todos
los actos legales para ayudar al CESIONARIO o0 sus sucesores,
cesionarios o0 representantes legales para obtener y hacer cumplir
la proteccién de patente apropiada para dicha invencién en todos
los paises y mejorar o perfeccionar el titulo del CESIONARIO en y
para la invencion y derechos de patente de la misma.

El (los) CEDENTE(S) por la presente autoriza(n) a los
apoderados del CESIONARIO ingresar en este documento cualquiera de
los numeros de serie y Tfechas de presentacion después de la
ejecucion de este documento por el (los) CESIONARIO(S).

Esta Cesidn es efectiva a partir de: 18 de Diciembre de 2012

(fecha de presentacion)



Expediente del Apoderado No.: 9357-00-0C

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 28 de marzo de 2014.

(rubrica)

Kari A. Fosser
Direccidn:118 Somerset Road
Wilmington, Delaware 198089

Estado de Delaware
Condado de New Castle

Este dia 28 de marzo de 2014, ante mi, un Notario
Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presento
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecuté el documento anterior en
mi presencia.

_ (rudbrica)_
NOTARIO PUBLICO

RITA M. NALLY
NOTARIO PUBLICO

MI COMISION EXPIRA EL 20-01-2015
ESTADO DE DELAWARE

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello este dia

de de 20 .

Robert Dicosimo
Direccion: 1607 Masters Way
Chadds Ford, Pennsylvania 19317
Estados Unidos de América

Estado de

Condado de
Este dia__ de de 20 , ante mi, un Notario

Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presento
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecutd el documento anterior en
mi presencia.

“NOTARIO PUBLICO



Expediente del Apoderado No.: 9357-00-0C

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello

este dia _ de de 20 .

Kari A. Fosser
Direccion:118 Somerset Road
Wilmington, Delaware 198089
Estados Unidos de América

Estado de

Condado de
Este dia _ de de 20 , ante mi, un Notario

Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presento
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecuté el documento anterior en
mi presencia.

“NOTARIO PUBLICO

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 28 de marzo de 2014.

(rubrica)

Robert Dicosimo

Direccion: 1607 Masters Way
Chadds Ford, Pennsylvania 19317
Estados Unidos de América

Estado de Delaware
Condado de New Castle

Este dia 28 de marzo de 2014, ante mi, un Notario
Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presentd
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecutd el documento anterior en
mi presencia.

_ (rudbrica)
NOTARIO PUBLICO

RITA M. NALLY

NOTARIO PUBLICO

MI COMISION EXPIRA EL 20-01-2015
ESTADO DE DELAWARE



Expediente del Apoderado No.: 9434-00-0C

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, estampo mi firma y sello
este dia 28 de marzo de 2014.

(rubrica)

Hong Wang

Direccion: 605 Kazio Court
Kennett Square,Pennsylvania 19317
Estados Unidos de América

Estado de Delaware
Condado de New Castle

Este dia 28 de marzo de 2014, ante mi, un Notario
Publico en y para el Estado y Condado antedicho, se presentd
personalmente el firmante anterior, conocido por mi que es la
persona de ese nombre, quien ejecuté el documento anterior en
mi presencia.

_ (rudbrica)
NOTARIO PUBLICO

RITA M. NALLY
NOTARIO PUBLICO

MI COMISION EXPIRA EL 20-01-2015
ESTADO DE DELAWARE
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