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VARIANTES DE ESCUALENO HOPENO CICLASA (SHC)

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona en general con enzimas
SHC/HAC y variantes de las mismas. La presente invencidn se
relaciona ademéds con los diversos usos de las enzimas SHC/HAC
y variantes de las mismas, por ejemplo, para convertir
enzimdticamente (3E,7E)-homofarnesol (EEH) a (-)-Ambrox o para
convertir enzimdticamente E,E-bishomofarnesol (BisEEH) al
6xido de Ambra. La presente invencidén también se relaciona con
los productos de las reacciones enzimdticas, por ejemplo, el
(=) -Ambrox o el ¢éxido de Ambra elaborado usando las enzimas
SHC/HAC vy sus variantes, vy los diversos usos de tales
productos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las escualeno hopeno ciclasas (SHC, por sus siglas en
inglés) son enzimas unidas a la membrana que actian como
biocatalizadores para la ciclacidédn del escualeno triterpenoide
lineal a hopeno y hopanol.

Se ha demostrado que varias enzimas SHC de tipo salvaje y
variantes de wuna variedad de bacterias son Utiles para
convertir (3E, 7E) —homofarnesol en (=) —Ambrox (ver, por
ejemplo, WO 2016/170099; WO 2018/ 157021, Neumann & Simon 1986,
Biol Chem Hoppe-Seyler 367, 723-729, JP2009060799, Seckler &

Poralla 1986, Biochem Biophys Act 356-363, Ochs et al., 1990,
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J Bacteriol 174, 298-302, WO 2010/139719; US 8759043, WO
2012/066059, Seitz et al., 2012, J Molecular Catalysis B:
Enzymatic 84, 72-77 'y Tesis doctoral de Seitz 2012

(http://elib.uni-stuttgart.de/handle/11682/1400), cuyo

contenido se incorpora en la presente como referencia). Es
deseable proporcionar métodos nuevos y mejorados para producir
(=) —Ambrox, por ejemplo, usando nuevas enzimas SHC o variantes
de enzimas. También es deseable proporcionar métodos nuevos y
mejorados para ciclar otros sustratos, por ejemplo, para formar
compuestos Utiles en o como fragancias.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invenciédn,
se proporciona un proceso para preparar (-)-Ambrox o una mezcla
que comprende (-)-Ambrox, el proceso comprende convertir

enzimdticamente (3E, 7E)-homofarnesol (EEH) o una mezcla de

isbmeros de homofarnesol que comprende EEH a (-)-Ambrox o una
mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una variante de enzima
SHC/HAC,

en donde la variante de la enzima SHC/HAC tiene una
secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente
70.0% de identidad con la SEC ID NO.: 1,

en donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la
enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos con respecto
a la SEC ID NO.: 1 en las posiciones correspondientes a las

posiciones 132, 224 y 432 de la SEC ID NO.: 1 gque son MI32R,
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A224V e TI432T respectivamente, vy

en donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la
enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos con respecto
a la SEC ID NO.: 1 en una posicidén correspondiente a la posicidn
557 de la SEC ID NO.: 1 y por lo menos una posicidén
correspondiente a la posicién 81, 431 o 613 de la SEC ID NO.:
1.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente
invencidén, se proporciona (-)-Ambrox obtenido u obtenible
mediante el ©proceso del primer aspecto de la presente
invencién, incluyendo cualquier modalidad del mismo.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invenciédn,
se proporciona el uso del (-)-Ambrox del segundo aspecto de la
presente invencién, incluyendo cualquier modalidad del mismo,
como parte de una fragancia o un cosmético o un producto de
consumo.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencidn,
se proporciona una fragancia o un cosmético o un producto de
consumo que comprende (-)-Ambrox del segundo aspecto de 1la
presente invencidén, incluyendo cualquier modalidad del mismo.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invenciédn,
se proporciona una variante de enzima SHC/HAC que tiene una
secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente
70% de identidad con la SEC ID NO.: 1,

en donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la
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enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos en relacidn
con la SEC ID NO.: 1 en las posiciones correspondientes a las
posiciones 132, 224 y 432 de la SEC ID NO.: 1 que son MI132R,
A224V e TI432T respectivamente, vy

en donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la
enzima SHC/HAC tiene ademds alteraciones de aminoacidos en
relacidén con la SEC ID NO.: 1 en una posicidén correspondiente
a la posicién 557 de la SEC ID NO.: 1 y por lo menos una
posicidén correspondiente a la posicidén 81, 431 o 613 de la SEC
ID NO.: 1.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencién,
se proporciona una secuencia de acido nucleico que codifica la
variante de la enzima SHC/HAC del gquinto aspecto de la presente
invencidén, que incluye cualgquier modalidad de la misma.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente
invencidén, se proporciona una construccidn que comprende la
secuencia de acido nucleico del sexto aspecto de la presente
invencidén, que incluye cualgquier modalidad de la misma.

De acuerdo con un octavo aspecto de la presente invencidn,
se proporciona un vector que comprende la construccidén del
séptimo aspecto de la presente invencidn, que incluye cualquier
modalidad del mismo.

De acuerdo con un noveno aspecto de la presente invencidn,
se proporciona una célula hospedera recombinante que comprende

la secuencia de &4cido nucleico del sexto aspecto de la presente
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invencidén, la construccidén del séptimo aspecto de la presente
invencién o el vector del octavo aspecto de la presente
invencién, incluyendo cualquier modalidad de la misma.

De acuerdo con un décimo aspecto de la presente invencidn
se proporciona un proceso para preparar (-)-Ambrox o una mezcla
que comprende (-)-Ambrox, comprendiendo el proceso convertir
enzimdticamente (3E,7E)-homofarnesol (EEH) o una mezcla de
isémeros de homofarnesol que comprende EEH a (-)-Ambrox o una
mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una variante de la
enzima SHC/HAC, en donde la variante de la enzima SHC/HAC tiene
una secuencia de aminodcidos gque tiene por lo menos
aproximadamente 70% de identidad «con una secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, y en donde
la secuencia de aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o mas alteraciones de amincdcidos con respecto a la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicién seleccionada
entre las posiciones correspondientes a las posiciones 557,
81, 431 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

De acuerdo con un undécimo aspecto de la presente
invencién, se proporciona una variante de la enzima SHC/HAC,
en donde la variante de la enzima SHC/HAC tiene una secuencia
de aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente 70% de
identidad con un aminodcido de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje, y en donde la secuencia de aminodcidos variante de la

enzima SHC/HAC tiene una o mas alteraciones de aminodcidos con
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respecto a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidn
seleccionada de las ©posiciones <correspondientes a las
posiciones 557, 81, 431 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

De acuerdo con un duodécimo aspecto de la presente
invencidén, se proporciona un proceso para preparar (-)-Ambrox
O una mezcla que comprende (-)-Ambrox, el proceso comprende
convertir enzimdticamente (3E,7E)-homofarnesol (EEH) o una
mezcla de isdbmeros de homofarnesol que comprende EEH a (-)-
Ambrox o una mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una enzima
SHC/HAC o una variante de la enzima SHC/HAC, en donde la enzima
SHC/HAC o la variante de la enzima SHC/HAC tiene un aminoacido
secuencia que tiene por 1lo menos aproximadamente 70% de
identidad con una secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje.

De acuerdo con un decimotercer aspecto de la presente
invencidén, se proporciona una enzima SHC/HAC o una variante de
la enzima SHC/HAC, en donde la enzima SHC/HAC o la variante de
la enzima SHC/HAC tiene una secuencia de aminoacidos que tiene
por lo menos aproximadamente 70% de identidad con una secuencia
de aminoédcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

De acuerdo con un decimocuarto aspecto de la presente
invencidén, se proporciona un proceso para preparar o6xido de
Ambra, comprendiendo el proceso convertir enzimdticamente E,E-
Bishomofarnesol o una mezcla de isdémeros de bishomofarnesol

que comprende E,E-Bishomofarnesol en 6xido de Ambra o una
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mezcla que comprende Oxido de Ambra usando una enzima SHC/HAC
o una variante de la enzima SHC/HAC. La enzima SHC/HAC o la
variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, estar de
acuerdo con cualquier aspecto de la presente invencién.

De acuerdo con un decimoquinto aspecto de la presente
invencidén, se proporciona 6xido de Ambra obtenido u obtenible
mediante el proceso del decimocuarto aspecto de la presente
invencidén, incluyendo cualquier modalidad del mismo.

De acuerdo con un decimosexto aspecto de la presente
invencidén, se proporciona el uso del 6xido de Ambra del
decimoquinto aspecto de la presente invencidén, incluyendo
cualgquier modalidad del mismo, como parte de una fragancia o
un cosmético o un producto de consumo.

De acuerdo con un decimoséptimo aspecto de la presente
invencidén, se proporciona una fragancia o un cosmético o un
producto de consumo qgque comprende el o6éxido de Ambra del
decimoquinto aspecto de 1la presente invencidédn, incluyendo
cualquier modalidad del mismo.

En algunas modalidades de cualquier aspecto de la presente
invencidén, la variante de la enzima SHC/HAC tiene una secuencila
de aminodcidos seleccionada de la SEC ID NO.: 2, SEC ID NO.:
3, SEC ID NO.: 4, SEC ID NO.: 5, SEC ID NO.: 17, SEC ID NO.:
18, SEC ID NO.: 24, SEC ID NO.: 25, SEC ID NO.: 26, SEC ID NO.:
27, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 y/o SEC ID NO.: 30.

En algunas modalidades de cualquier aspecto de la presente
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invencidén, la variante de la enzima SHC/HAC estd codificada
por un acido nucleico que tiene una secuencia seleccionada de
la SEC ID NO.: 6, SEC ID NO.: 7, SEC ID NO.: 8, SEC ID NO.: 9,
SEC ID NO.: 22 y SEC ID NO.: 23. Algunas modalidades de 1la
presente invencidén pueden proporcionar una o mas de las
siguientes ventajas:

* tasa de conversién EEH mejorada, particularmente en las
primeras 12 horas o las primeras 6 horas;

e ciclacién de nuevos sustratos e/o identificacidn de
nuevos productos;

. productividad mejorada (g/L/hora o g/L/hora/g
biocatalizador);

* proceso a escala industrial para preparar productos
finales tales como (-)-Ambrox y o6éxido de Ambra y/o mezclas
isoméricas de los mismos;

* selectividad mejorada para EEH sobre otros isdmeros de
homofarnesol.

Los detalles, ejemplos y preferencias proporcionados en
relaciédn con uno o mas de los aspectos establecidos de 1la
presente invencidén se describirdn con més detalle en la
presente y se aplican por igual a todos los aspectos de la
presente invencidén. La presente invencidédn abarca cualquier
combinacién de las modalidades, ejemplos y preferencias
descritas en la presente en todas sus variaciones posibles, a

menos que se indique lo contrario en la presente, o que el



10

15

20

25

contexto lo contradiga claramente.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra las actividades relativas de las
variantes de SHC en condiciones de reaccidédn iniciales vy
optimizadas. Las reacciones se realizaron a 4 g/L de EEH vy
biocatalizador cargado a una ODgsonm de 10.0, vya sea en las
condiciones iniciales (35°C, pH 5.4, 0.070% SDS), oen T, pH y
[SDS] ajustados a las condiciones definidas como éptimas para
cada una de las variantes (condiciones optimizadas).

La Figura 2 muestra la actividad relativa de las variantes
de SHC en condiciones optimizadas en comparacidén con la enzima
original 215G2 SHC. Las reacciones se llevaron a cabo a 4 g/L
de EEH y el biocatalizador se cargd a una ODgsony de 10.0, T, pH
y [SDS] establecidos en condiciones definidas como éptimas para
cada una de las variantes.

La Figura 3 muestra la conversidén de EEH a (-)-Ambrox por
variantes de la enzima SHC/HAC en condiciones Optimas en
comparacién con la enzima SHC/HAC original 215G2. Las
reacciones se realizaron a 125 g/L de EEH y 250 g/L de
biocatalizador en presencia de 1.3% de SDS, y a las condiciones
de T v pH definidas como éptimas para cada una de las variantes.

La Figura 4 muestra el mejoramiento relativo de 1la
conversiédn de EEH con las mejores variantes de la enzima
SHC/HAC en comparacidédn con la enzima original 215G2 SHC/HAC de

referencia. Las reacciones se realizaron a 125 g/L de EEH y



10

15

20

25

10

250 g/L de biocatalizador en presencia de 1.3% de SDS, y a las
condiciones de T y pH definidas como éptimas para cada una de
las variantes. En todos los puntos de tiempo, la conversidén de
EEH obtenida con 215G2 SHC se establecid en 100% (referencia).

La Figura 5 muestra la actividad relativa de las variantes
de SHC/HAC en condiciones 6ptimas en comparacidn con la enzima
original (referencia) 215G2 SHC/HAC. Las reacciones se
realizaron a 4 g/L de BiskEEH y el biocatalizador se cargd a
una ODgsonm de 10.0. T, pH y [SDS] se ajustaron a las condiciones
definidas como é6ptimas para cada una de las variantes.

La Figura 6 muestra la ciclacién de bishomofarnesol con
la enzima original (referencia) 215G2 SHC/HAC y nuevas
variantes de enzimas SHC/HAC. Las reacciones se llevaron a cabo
a 125 g/L de BiskEEH y 250 g/L de biocatalizador en presencia
de SDS al 1.3% y a 35°C y pH 5.4 (todas las enzimas SHC).

La Figura 7 muestra un alineamiento de secuencias de
aminodcidos entre 215G2 SHC/HAC (SEC ID NO.: 10) y las variantes
de la enzima SHC/HAC #49 (SEC ID NO.: 2), #65 (SEC ID NO.: 3),
#66 (SEC ID NO.: 3), #66 (SEC ID NO.: 4), #90C7 (SEC ID NO.:
17), #110B8 (SEC ID NO.: 5) y #115A7 (SEC ID NO.: 18).

La Figura 8 muestra un alineamiento de secuencias de
aminodcidos entre 215G2 (SEC ID NO.: 10) y variantes de enzimas
SHC/HAC derivadas de 215G2 con una o mads de las sustituciones
V1741, F60lY y L37Q.

La Figura 9A muestra una alineacidédn de secuencias de
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aminodcidos usando CLUSTAL O (1.2.4) entre AacSHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 1) y TelSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
19), ApaSHC1 de tipo salvaje (SEC ID NO.: 20), ZmoSHC1l de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 11), ZmoSHC2 de tipo salvaje (SEC ID NO.:
12), BjpSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 13) y GmoSHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 14). Las posiciones de aminoacidos 81,
90, 132, 224, 172, 277, 431, 432, 557 y 613 en AacSHC de tipo
salvaje estédn resaltadas con una letra blanca sobre un fondo
negro.

La Figura 9B muestra un alineamiento de secuencias de
aminoadcidos usando CLUSTAL O (1.2.4) entre AacSHC de tipo salvaje
(SEC ID NO.: 1) y TelSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 19), ApaSHC1
de tipo salvaje (SEC ID NO.: 20), ZmoSHC1l de tipo salvaje (SEC ID
NO.: 11), ZmoSHC2 de tipo salvaje (SEC ID NO.: 12), BjpSHC de
tipo salvaje (SEC ID NO.: 13), GmoSHC de tipo salvaje (SEC ID
NO.: 14), Bme SHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 28), SalSHC de
tipo salvaje (SEC ID NO.: 29) y ApaSHCA de tipo salvaje (SEC ID
NO.: 30), posiciones de aminoacidos 81, 90, 132, 224, 172, 277,
431, 432, 557 y 613 en AacSHC de tipo salvaje estan resaltados
con una letra blanca sobre un fondo negro.

La Figura 10 es el esquema de reaccidn usado para producir
una mezcla inicial de E,E/Z-Bishomofarnesol.

La Figura 11 es el esquema de reaccidn que muestra la
ciclacidén de bishomofarnesol con enzimas SHC. El

bishomofarnesol usado consistid en una mezcla de isdmeros.
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La Figura 12 muestra la conversién de EEH a (-)-Ambrox
por variantes de enzima SHC/HAC en condiciones Optimas en
comparacién con la enzima SHC/HAC original 215G2. Las
reacciones se realizaron a 125 g/L de EEH y 250 g/L de
biocatalizador en presencia de 1.3% de SDS, y a las condiciones
de T yv pH definidas como éptimas para cada una de las variantes.

La Figura 13 muestra la conversidén de EEH a (-)-Ambrox
por variantes de enzima SHC/HAC en condiciones Optimas en
comparacién con la enzima SHC/HAC original 215G2. Las
reacciones se realizaron a 125 g/L de EEH y 125 g/L de
biocatalizador en presencia de 0.65% de SDS, vy a las
condiciones de T y pH definidas como éptimas para cada una de
las variantes.

La Figura 14 muestra la conversidén de EEH a (-)-Ambrox
por la variante de enzima SHC/HAC SHC#65 bajo condiciones
bdptimas en comparacidén con la enzima SHC/HAC original 215G2.
Las reacciones se realizaron a 125 g/L a 300 g/L de EEH y 250
g/L de biocatalizador o a una relacidén [EEH]:[células] de 1.
Se suministrd SDS a una relacidn constante [SDS]:[células] de
0.052. Las reacciones se realizaron en condiciones de T y pH
definidas como 6ptimas para la variante SHC SHC#65.

La Figura 15 muestra la conversién de EEH a (-)-Ambrox
por AacSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 1), BjpSHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 13), Bme SHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:

28), GmoSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 14), ApaSHCA de tipo
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salvaje (SEC ID NO.: 30), ApaSHC1 de tipo salvaje (SEC ID NO.:
20), SalSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 29), TelSHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 19), ZmoSHC1 de tipo salvaje (SEC ID NO.:
11) y ZmoSHC2 de tipo salvaje (SEC ID NO.: 12). Las reacciones
se realizaron a 4 g/L de EEH para todas las enzimas SHC de tipo
salvaje enumeradas y a 125 g/L de EEH para todas las enzimas
SHC de tipo salvaje enumeradas distintas de ApaSHCA de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 30), SalSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
29), TelSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 19) y de tipo salvaje
ZmoSHC2 (SEC ID NO.: 12). Las reacciones se realizaron en
condiciones de T y pH y la concentraciédn de SDS se definid como
bptima para cada enzima SHC de tipo salvaje enumerada. La
concentracién de SDS se ajustd en la bioconversidén EEH de 125
g/L para permitir la mejor actividad biocatalizadora.

La Figura 16 muestra la conversidén de EEH a (-)-Ambrox
por SHC/HAC. Las Dbioconversiones se corrieron con el
biocatalizador SHC#65. Las reacciones se realizaron a 125 g/L
de EEH con 150 g/L de células, a 45°C y pH 5.6, y en presencia
de 0.060 a 0.090% de SDS correspondiente a una relacidén [SDS]:
[células] que oscila entre 0.040 y 0.060. Se indican 1los
valores de conversidén de EEH a las 72 h de reacciédn.

BREVE DESCRIPCION DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEC ID NO.: 1 es la secuencia de aminodcidos de SHC de
Alicyclobacillus acidocaldarius (Aac) de tipo salvaje.

SEC ID NO.: 2 corresponde a la SEC ID NO.: 1 con las
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sustituciones

M132R, AZ224v, 1I432T,

A557T y H431L vy puede
denominarse variante de enzima SHC/HAC #49 en la presente.

SEC ID NO.: 3 corresponde a la SEC ID NO.: 1 con las
sustituciones M132R, A224V, 1432T, A557T y R613S y puede

denominarse variante de enzima SHC/HAC #65 en la presente.

SEC ID NO.: 4 corresponde a la SEC ID NO.:

1 con las
sustituciones M132R, A224V,

I432T, Y81H, A5S57T y R613S y puede

denominarse variante de enzima SHC/HAC #66 en la presente.

SEC ID NO.: 5 corresponde a la SEC ID NO.:

1 con las
A224vV,

10 Sustituciones MI132R,

I432T, Y81H, H431L y A557T y puede
denominarse variante de enzima SHC/HAC #110B8 en la presente.

SEC ID NO.: 6 es

la secuencia de é&cido nucleico que
codifica el polipéptido de la SEC ID NO.: 2 (variante de enzima
SHC/HAC #49).

15 SEC ID NO.: 7

es la secuencia de &cido nucleico dque

codifica el polipéptido de la SEC ID NO.: 3 (variante de enzima
SHC/HAC #65).

SEC ID NO.: 8 es la secuencia de &cido nucleico dque

codifica el polipéptido de la SEC ID NO.: 4 (variante de enzima
20 SHC/HAC #66) .

SEC ID NO.: 9 es 1la

secuencia de &cido nucleico que
codifica el polipéptido de la SEC ID NO.: 5

(variante de enzima
SHC/HAC #110B8) .

SEC ID NO.:

10 puede denominarse 215G2 y corresponde a la
25

secuencia de aminodcidos de AacSHC de tipo salvaje con las
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mutaciones M132R, A224V e I432T.

SEC ID NO.: 11 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de ZmoSHCI.

SEC ID NO.: 12 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de ZmoSHC2.

SEC ID NO.: 13 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de BjpSHC/BjaSHC.

SEC ID NO.: 14 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de GmoSHC.

SEC ID NO.: 15 es la secuencia de nucledtidos que codifica
el AacSHC de tipo salvaje.

SEC ID NO.: 16 es la secuencia de nucledétidos que codifica
215G2 SHC.

SEC ID NO.: 17 corresponde a SEC ID NO.: 1 con las
sustituciones MI132R, A224V, T432T, T90A vy R6135 y puede
denominarse variante de enzima SHC/HAC #90C7 en la presente.

SEC ID NO.: 18 corresponde a la SEC ID NO.: 1 con las
sustituciones M132R, A224Vv, 1I1432T, Al72T y M277K y puede
denominarse variante de enzima SHC/HAC #115A7 en este
documento.

SEC ID NO.: 19 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de TelSHC.

SEC ID NO.: 20 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de ApaSHCI.

SEC ID NO.: 21 es una variante de GmoSHC.
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SEC ID NO.: 22 es la secuencia de nucledétidos que codifica
el polipéptido de la SEC ID NO.: 17 (variante de enzima SHC/HAC
#90C7) .

SEC ID NO.: 23 es la secuencia de nucledtidos que codifica
el polipéptido de la SEC ID NO.: 18 (variante de enzima SHC/HAC
#115A7) .

SEC ID NO.: 24 es la secuencia de aminodcidos de la
variante 215G2 SHC de SHC/HAC con la mutacién adicional L370Q.

SEC ID NO.: 25 es la secuencia de aminodcidos de 1la
variante 215G2 SHC de SHC/HAC con la mutacidén adicional V174TI.

SEC ID NO.: 26 es la secuencia de aminodcidos de la
variante 215G2 SHC de SHC/HAC con las mutaciones adicionales
V1741 y Fo60lY.

SEC ID NO.: 27 es la secuencia de aminodcidos de la
variante 215G2 SHC de SHC/HAC con las mutaciones adicionales
L37Q, V174I y F601Y.

SEC ID NO.: 28 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de BmeSHC.

SEC ID NO.: 29 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de SalSHC.

SEC ID NO.: 30 es la secuencia de aminodcidos de tipo
salvaje de ApaSHCA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

ENZIMAS SHC/HAC Y VARIANTES DE LAS MISMAS

Como se usa en la presente, el término “enzima SHC”
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significa una enzima escualeno hopeno ciclasa de tipo salvaje
(WT) que se produce de forma natural, por ejemplo, en una
bacteria termdéfila, tal como Alicyclobacillus acidocaldarius.
Las SHC que actlan en la ciclacién de homofarnesol a Ambrox
también pueden denominarse enzimas Homofarnesol Ambrox Ciclasa
(HAC) . Por lo tanto, el término “enzima SHC/HAC” puede usarse
en la presente.

Como se usa en la presente, el término “variante” debe
entenderse como un polipéptido que difiere en comparacidén con
el polipéptido del que se deriva por uno o mas cambios en la
secuencia de aminoédcidos. El polipéptido del que se deriva una
variante también se conoce como polipéptido original o de
referencia. Por lo general, una variante se construye
artificialmente, de preferencia por medios tecnoldgicos
genéticos. Normalmente, el polipéptido del que se deriva la
variante es una proteina de tipo salvaje o un dominio de
proteina de tipo salvaje. Sin embargo, las variantes
utilizables en la presente descripcidn también pueden derivarse
de homélogos, ortdlogos o pardlogos del polipéptido original o
de variantes construidas artificialmente, siempre que la
variante muestre por lo menos una actividad bioldgica del
polipéptido original. Los cambios en la secuencia de
aminoacidos pueden ser intercambios de aminoacidos
(sustituciones), inserciones, eliminaciones, truncamientos N-

terminales o) truncamientos C-terminales, o) cualquier



10

15

20

25

18

combinacién de estos cambios, que se pueden presentar en uno o
varios sitios.

Como se usa en la presente, el término “variante de la
enzima SHC/HAC” significa una enzima que se deriva de una
enzima SHC de tipo salvaje, pero dque tiene una o més
alteraciones de aminodcidos en comparacidén con la enzima SHC
de tipo salvaje y, por lo tanto, no se produce de forma natural
en un procariota. Las alteraciones de uno o mds aminoacidos
pueden, por ejemplo, modificar (por ejemplo, aumentar) la
actividad enzimética para un sustrato (por ejemplo, EEH).

Las pruebas para determinar y cuantificar la actividad de
la enzima SHC/HAC y/o la variante de la enzima SHC/HAC se
describen en la presente y son conocidas en la técnica. A modo
de ejemplo, la actividad de la enzima SHC/HAC y/o la variante
de la enzima SHC/HAC puede determinarse incubando la enzima
SHC/HAC purificada o la variante de la enzima o extractos de
células hospederas o un organismo hospedero recombinante
completo que haya producido la enzima SHC/HAC o una variante
enzimdtica con un sustrato adecuado en las condiciones
adecuadas y realizando un andlisis de los productos de reaccidn
(por ejemplo, mediante cromatografia de gases (GC) o analisis
HPLC). En los Ejemplos se proporcionan mas detalles sobre las
pruebas de actividad de la enzima SHC/HAC y/o variante de la
enzima SHC/HAC y el andlisis de los productos de reaccidn.

Estas pruebas incluyen la produccidén de la variante de la
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enzima SHC/HAC en células hospederas recombinantes (por
ejemplo, E. coli).

Como se usa en la presente, el término “actividad”
significa la capacidad de una enzima para reaccionar con un
sustrato para proporcionar un producto deseado. La actividad
se puede determinar en lo gque se conoce como prueba de actividad
para controlar la formacidédn del producto deseado. Los derivados
de 1la enzima SHC/HAC de la presente descripcidén pueden
caracterizarse por su capacidad para ciclar homofarnesol (por
ejemplo, EEH) en (-)-Ambrox y demostrar una actividad bioldgica
tal como una actividad HAC. Los derivados de la enzima SHC/HAC
de la presente descripcidn pueden caracterizarse por su
capacidad para ciclar bishomofarnesol (por ejemplo, E,E-
bishomofarnesol) en 6xido de Ambra.

Una “actividad bioldégica” como se usa en la presente, se
refiere a cualquier actividad que un polipéptido pueda exhibir,
incluyendo, sin limitacidén: actividad enzimdtica; actividad de
unién a otro compuesto (por ejemplo, unidén a otro polipéptido,
en particular unidén a un receptor, o unidén a un adcido nucleico);
actividad inhibidora (por ejemplo, actividad inhibidora de
enzimas) ; actividad activadora (por ejemplo, actividad
activadora de enzimas); o efectos tdéxicos. No se requiere que
la variante muestre tal actividad en la misma medida que el
polipéptido original o de tipo salvaje. Una variante se

considera una variante dentro del contexto de la presente
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solicitud, si exhibe la actividad relevante en un grado de por
lo menos 10% de la actividad del polipéptido original. Del
mismo modo, una variante se considera una variante en el
contexto de la presente solicitud, si muestra la actividad
bioldgica relevante en un grado de por lo menos 10% de 1la
actividad del polipéptido original (ya que los términos
derivado y variante se usan indistintamente en toda la presente
descripcidén) . En otras modalidades, las variantes de la enzima
SHC/HAC de la presente descripcién muestran un mejor
rendimiento que la proteina SHC de referencia (por ejemplo,
una enzima SHC/HAC de tipo salvaje o una variante conocida de
la enzima SHC/HAC). El1 término “rendimiento” se refiere al
gramo de producto recuperable por gramo de materia prima (que
se puede calcular como una tasa de conversién molar
porcentual). En modalidades adicionales, las variantes de la
enzima SHC/HAC de la presente descripcidn muestran una
productividad modificada (por ejemplo, aumentada) en relacidn
con la proteina SHC de referencia (por ejemplo, AacSHC de tipo
salvaje o 215G2 AacSHC). El término “productividad” se refiere
a la cantidad de producto recuperable en gramos por litro de
capacidad de reaccidén por hora de tiempo de bioconversidén (es
decir, tiempo después de adicionar el sustrato). El1 término
“productividad” también se refiere a la cantidad de producto
recuperable en gramos por litro de capacidad de reaccidén por

hora de tiempo de bioconversidén (es decir, tiempo después de
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adicionar el sustrato) por gramo de biocatalizador usado en la
reaccién.

En modalidades adicionales, las variantes de la enzima
SHC/HAC de la presente descripcidn muestran un rendimiento
modificado en comparacidédn con la proteina SHC de referencia
(por ejemplo, AacSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 1) o 215G2
AacSHC (SEC ID NO.: 10) o ZmoSHC1l de tipo salvaje (SEC ID NO.:
11) o ZmoSHC2 de tipo salvaje (SEC ID NO.: 12) o BJjpSHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 13) o GmoSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
14) o TelSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 19) o ApaSHC1l de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 20) o BmeSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
28) o SalSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 29) o ApaSHCA de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 30)). El término “factor de rendimiento
objetivo” se refiere a la relacidén entre la concentraciédn del
producto obtenido y la concentracién de la enzima variante
SHC/HAC (por ejemplo, variante de enzima SHC/HAC purificada o
un extracto de las células hospederas recombinantes que
producen la variante enzimdtica SHC/HAC) en el medio de
reaccién. En varias modalidades, las variantes de la enzima
SHC/HAC de la presente descripcidn muestran un aumento de veces
modificado (por ejemplo, aumentado) en la actividad enzimatica
(por ejemplo, una actividad de homofarnesol Ambrox ciclasa
(HAC) modificada/aumentada) en relacidén con la proteina SHC de
referencia (por ejemplo, SEC ID NO.: 1 o SEC ID NO.: 10 o SEC

ID NO.: 11 o SEC ID NO.: 12 o SEC ID NO.: 13 o SEC ID NO.: 14
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o SEC ID NO.: 19 o SEC ID NO.: 20 o SEC ID NO.: 28 o SEC ID
NO.: 29 o SEC ID NO.: 30). Este aumento de actividad puede ser
por lo menos por un factor de: 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 1e¢,
18, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95 y/o 100.

Como se usa en la presente, el término “alteracidén de
aminoacidos” significa una insercidén de uno o mas aminoédcidos
entre dos aminodcidos, una eliminacidén de uno o més aminodcidos
O una sustitucién (que puede ser conservadora O no
conservadora) de uno o mads aminodcidos <con uno o mas
aminoacidos diferentes en relacién <con la secuencia de
aminoacidos de una secuencia de aminoacidos de referencia. Las
sustituciones reemplazan los aminocdcidos de la secuencia de
referencia con el mismo numero de aminocacidos en la secuencia
variante. Las secuencias de aminocacidos de referencia pueden
ser, por ejemplo, una secuencia de aminodcidos de tipo salvaje
(WT) (por ejemplo, SEC ID NO.: 1 o SEC ID NO.: 11 o SEC ID NO.:
12 o SEC ID NO.: 13 o SEC ID NO.: 14 o SEC ID NO.: 19 o SEC ID
NO.: 20 o SEC ID NO.: 28 o SEC ID NO.: 29 o SEC ID NO.: 30) o
puede, por ejemplo, ser en si mismo una secuencia variante de
enzima SHC/HAC (por ejemplo, la variante Aac 215G2 - SEC ID
NO.: 10).

Las alteraciones de aminoidcidos pueden identificarse
facilmente mediante una comparacidédn de las secuencias de

aminoadcidos de 1la wvariante de 1la enzima SHC/HAC con la
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secuencia de aminodcidos de la secuencia de aminoacidos de
referencia.

Se pueden realizar sustituciones conservadoras de
aminodcidos, por ejemplo, en base a la similitud en polaridad,
carga, tamafio, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilia y/o la
naturaleza anfipatica de los residuos de aminoacidos
involucrados. Los 20 aminoacidos naturales descritos
anteriormente se pueden agrupar en los siguientes seis grupos
de aminodcidos estéandares:

(1) hidrofdébicos: Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) hidrofilico neutro: Cys, Ser, Thr; Asn, Gln;

(3) &cido: Asp, Glu;

(4) bésico: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacién de la cadena:
Gly, Pro; vy

(6) aromatico: Trp, Tyr, Phe.

Por consiguiente, como se usa en la presente, el término
“sustituciones conservadoras” significa un intercambio de un
aminodcido por otro aminodcido enumerado dentro del mismo grupo
de los seis grupos de aminodcidos estdndares que se muestran
arriba. Por ejemplo, el intercambio de Asp por Glu retiene una
carga negativa en el polipéptido asi modificado. Ademés, la
glicina y la prolina pueden sustituirse entre si en funcidn de
su capacidad para interrumpir las hélices alfa. Algunas

sustituciones conservadoras preferidas dentro de los seis
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grupos anteriores son intercambios dentro de los siguientes
subgrupos: (i) Ala, Val, Leu e Ile; (ii) Ser y Thr; (ii) Asn y
Gln; (iv) Lys y Arg; y (v) Tyr y Phe. Dado el cédigo genético
conocido y las técnicas de ADN sintético y recombinante, el
cientifico experimentado puede construir féacilmente ADN que
codifican las variantes de aminodcidos conservadoras.

Como se usa en la presente, “sustituciones no
conservadoras” o) “intercambios de aminoacidos no
conservadores” se definen como intercambios de un aminoacido
por otro aminodcido enumerado en un grupo diferente de los seis
grupos de aminodcidos estédndares (1) a (6) como se muestra
arriba. Tipicamente, las variantes de la enzima SHC/HAC
descritas en la presente se preparan usando sustituciones no
conservadoras que alteran la funcidén bioldégica (por ejemplo,
la actividad de HAC) de las variantes de la enzima SHC/HAC
descritas. Para facilitar la referencia, los simbolos de
aminoadcidos de una letra recomendados por la Comisidén de
Nomenclatura Bioquimica de la IUPAC-IUB se indican a
continuacién. Los cbébdigos de tres letras también se

proporcionan como referencia.

Cédigo de Cébdigo de tres | Nombre del aminoacido
una letra letras

A Ala Alanina

C Cys Cisteina
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D Asp Acido aspéartico

E Glu Acido glutamico

F Phe Fenilalanina

G Gly Glicina

H His Histidina

I Ile Isoleucina

K Lys Lisina

L Leu Leucina

M Met Metionina

N Asn Asparagina

P Pro Prolina

Q Gin Glutamina

R Arg Arginina

S Ser Serina

T Thr Treonina

\ Val Valina

W Trp Triptdéfano

Y Tyr Tirosina

Las alteraciones de aminoacidos, tal como las

sustituciones de aminodcidos, ©pueden introducirse usando

protocolos conocidos de tecnologia de genes recombinantes que
incluyen PCR, clonacidén de genes, mutagénesis dirigida al sitio
de ADNc, transfeccidén de células hospederas y transcripcidén in

Vitro que pueden usarse para introducir tales cambios en la
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secuencia de referencia que da como resultado una variante de
la enzima SHC/HAC. A continuacidn, las variantes de la enzima
pueden examinarse para determinar la actividad funcional de
SHC/HAC.

Las fuentes adecuadas de enzimas SHC/HAC incluyen, por
ejemplo, Alicyclobacillus acidocaldarius (2ac), Zymomonas
mobilis (Zmo), Bradyrhizobium japonicum (Bjp), Gluconobacter
morbifer (Gmo), Burkholderia ambifaria, Bacillus anthracis,
Methylococcus capsulatus, Frankia alni, Acetobacter
pasteurianus (Apa), Thermosynechococcus elongatus (Tel),
Streptomyces coelicolor (Sco), Rhodopseudomonas palustris
(Rpa), Teredinibacter turnerae (Ttu), Pelobacter carbinolicus
(Pca), Bacillus megaterium (Bme), Streptomyces albolongus
(Sal) y Tetrahymena pyriformis (ver, por ejemplo WO
2010/139719, US 2012/01345477, WO 2012/066059, cuyo contenido
se incorpora en la presente como referencia).

En particular, la enzima SHC/HAC (por ejemplo, de la cual
la variante de la enzima SHC/HAC puede derivarse) puede ser la
enzima Alicyclobacillus acidocaldarius (Rac) SHC/HAC, la
enzima Zymomonas mobilis SHC/HAC (ZmoSHC1) la enzima
Bradyrhizobium japonicum (Bjp o Bja) SHC/HAC o la enzima
Gluconobacter morbifer (Gmo) SHC/HAC o una enzima Acetobacter
pasteurianus SHC/HAC (ApaSHC1l) o la enzima Bacillus megaterium
(Bme) SHC/HAC. En particular, la enzima SHC/HAC (por ejemplo,

de la que puede derivarse la variante de la enzima SHC/HAC)
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puede ser la enzima SHC/HAC de Alicyclobacillus acidocaldarius
(Aac) .

Para facilitar la referencia, 1la designacién “AacSHC”
puede usarse para referirse a la enzima SHC/HAC de
Alicyclobacillus acidocaldarius (Rac), “ZmoSHC” puede usarse
para referirse a las enzimas SHC/HAC de Zymomonas mobilis
(Zmo), “BJjpSHC” o “BjaSHC” puede usarse para referirse a la
enzima Bradyrhizobium japonicum (Bjp) SHC/HAC, “ApaSHC” puede
usarse para referirse a las enzimas Acetobacter pasteurianus
(Apa) SHC/HAC, “BmeSHC” puede usarse para referirse a Bacillus
megaterium (Bme) SHC/HAC, “SalSHC” puede usarse para referirse
a la enzima Streptomyces albolongus (Sal) SHC/HAC y “GmoSHC”
puede usarse para referirse a la enzima Gluconobacter morbifer
(Gmo) SHC/HAC.

Las secuencias de enzimas AacSHC, ZmoSHC y BJjpSHC se
describen en BASF WO 2010/139719, US 2012/01345477A1, Seitz et
al., (como se citd anteriormente) y Seitz (tesis doctoral de
2012 como se citd anteriormente). Se describen dos secuencias
diferentes para ZmoSHC, denominadas ZmoSHCl vy ZmoSHC2. La
secuencia de la enzima Gmo SHC/HAC se describe en WO
2018/157021. La enzima SalSHC se describe en Liu et al.,
(2020): A Novel Soluble Squalene-Hopene Cyclase and Its
Application in Efficient Synthesis of Hopene, Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, vol. 8, articulo 426,

https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.00426) .
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La Tabla 1 describe las fuentes y los numeros de acceso
de las enzimas SHC de tipo salvaje.
Tabla 1. Fuentes y numeros de acceso de enzimas SHC de tipo

salvaje (WT).

Cepa de fuente SHC Referencia (e Acceso No. SEC ID NO.: de

(nombre SHC) incorporado en la acuerdo con WO
presente por 2010139719
referencia) UsS2012/0135477

(*)
o a la presente

descripcidén (**)

Alicyclobacillus JP2009-060799 NBRC15652 SEC ID NO.: 1**
acidocaldarius (WT (Kao) Neumann et
AacSHC) al., Biol Chem

(1986) 367;

723-1729
Zymomonas mobilis W02010139719 ATCC31821 SEC ID NO.: 1%
(WT ZmoSHC1) US20120135477 PF62207 2 SEC ID NO.: 2*

Genpept Acceso

No. AAV90172

AAF12829.1
AVZ42714.1
Cepa de fuente SHC Referencia (e Acceso No. SEC ID NO.: de
(nombre SHC) incorporado en la acuerdo con WO
presente por 2010139719
referencia) UsS2012/0135477
(*)
o a la presente
descripcidén (**)
Zymomonas mobilis Reipen et al., EMBL/Genbank SEC ID NO.: 12*x%
(WT ZmoSHC2) (1995) Microbiology Acceso No.
141:155-161 X80766
Bradryhizobium W02010139719 PF62207 5 SEC ID NO.: 5%
japonicum (WT US2012/0135477 ABQ33590.1
BjpSHC)
Burkholderia W02010139719 SEC ID NO.: 6%

ambifaria Us2012/0135477
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megaterium (WT
BmeSHC)

Burkholderia W02010139719 SEC ID NO.: 7%

ambifaria US2012/0135477

Bacillus anthracis W02010139719 SEC ID NO.: 8%
UsS2012/0135477

Frankia alni W02010139719 SEC ID NO.: 9%
UsS2012/0135477

Rhodopseudomonas W02010139719 SEC ID NO.: 10*

palustris Us2012/0135477

Gluconobacter W02018157021 EHH69691.1 SEC ID NO: 14*%*

morbifer (wWT

GmoSHC)

Thermosynechococcu BAC09861.1 SEC ID NO: 19**

s elongates

(TelSHC)

Acetobacter ASC07046.1 SEC ID NO: 20**

pasteurianus

(ApaSHC1)

Bacillus WP 016763969 SEC ID NO: 28**

(nombre SHC)

Cepa de fuente SHC

Referencia (e
incorporado en la
presente por

referencia)

Acceso No.

SEC ID NO.: de
acuerdo con WO
2010139719
US2012/0135477
(*)

o a la presente

descripcidén (**)

Streptomyces
albolongus (wWT
SalSHC)

AZN28579

SEC ID NO.: 29**

Acetobacter
pasteurianus (WT
ApaSHCA)

WP 003625617

SEC ID NO.: 30**

Las secuencias de AacSHC de tipo salvaje,

salvaje,

GmoSHC de tipo salvaje,

tipo salvaje,

ZmoSHC2 de tipo

BmeSHC de tipo salvaje,

salvaje,

ZmoSHC1 de tipo

BjpSHC de tipo salvaje,
TelSHC de tipo salvaje y ApaSHCl de

SalSHC de tipo salvaje y
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ApaSHCA de tipo salvaje, también se describen en la presente
(SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.:
13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 y SEC ID NO.: 30 respectivamente).

Una alineacidén de las secuencias WT SHC preparada por
Hoshino and Sato (2002 como se citd anteriormente) indica que
se detectaron multiples motivos en las cuatro secuencias vy
consiste en la secuencia central Gln-X-X-X-Gly-X-Trp que se
encuentra seis veces en el SHC secuencias tanto de Z. mobilis
como de A. acidocaldarius (ver la Figura 3 de Reipen et al.,
1995, Microbiology 141, 155-161). Hoshino and Sato (2002,
citado anteriormente) reportan que los aminodcidos aromdticos
son inusualmente abundantes en los SHC y que se observaron dos
motivos caracteristicos en los SHC: uno es un motivo QW
representado por motivos de aminoacidos especificos
[ (K/R) (G/A)X2-3(F/Y/W) (L/IV)3X3Q0X2-5GXW] y la alternativa es
un motivo DXDDTA. Wendt et al., (1997, Science 277, 1811-1815
y 1999, J Mol Biol 286, 175-187) reportaron sobre el andlisis
de la estructura de rayos X de A. acidocaldarius SHC. El motivo
DXDDTA parece correlacionarse con el sitio activo SHC.

Una proteina AacSHC de referencia como se usa en el
presente documento puede referirse a la proteina AacSHC de tipo
salvaje como se describe en SEC ID NO.: 1. AacSHC tiene 1la
actividad de una homofarnesol Ambrox ciclasa (HAC) util en la

produccidén de derivados de Ambrox a través de una reaccidn
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biocatalitica de SHC con un sustrato de homofarnesol. La
principal reaccidén de AacSHC es la ciclacidén de un sustrato
lineal o no lineal como el homofarnesol para producir Ambrox.

Los homélogos funcionales de las enzimas SHC/HAC de tipo
salvaje o las variantes de enzimas SHC/HAC descritas en la
presente también son adecuados para usar en reacciones de
ciclacidén, por ejemplo para producir (-)-Ambrox, por ejemplo,
en un hospedero recombinante. Por 1lo tanto, el hospedero
recombinante puede incluir wuno o méds 4cidos nucleicos
heterbélogos que codifican homdélogos funcionales de 1los
polipéptidos descritos anteriormente y/o un &cido nucleico
heterdélogo que codifica una enzima derivada de SHC/HAC como se
describe en la presente.

Un hombélogo funcional es un polipéptido que tiene una
secuencia similar a un polipéptido de referencia y que lleva a
cabo una o méas funciones bioquimicas o fisioldgicas del
polipéptido de referencia. Un homélogo funcional vy 1la
referencia.

El polipéptido puede ser un polipéptido natural y 1la
similitud de secuencia puede deberse a eventos evolutivos
convergentes o divergentes. Como tal, los hombélogos funcionales
a veces se designan en la literatura como hombélogos, ortdlogos
o paradlogos. Las variantes de un hombélogo funcional natural,
como los polipéptidos codificados por mutantes de una secuencia

codificante de tipo salvaje, pueden ser hombdélogos funcionales.
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Los homdélogos funcionales también se pueden crear mediante
mutagénesis dirigida al sitio de la secuencia codificante de
un polipéptido, o mediante la combinacién de dominios de las
secuencias codificantes de diferentes polipéptidos que se
producen de forma natural (“intercambio de dominios”). Las
técnicas para modificar genes que codifican hombdlogos
funcionales descritos en la presente son conocidas e incluyen,
entre otras, técnicas de evolucidén dirigida, técnicas de
mutagénesis dirigida al sitio vy técnicas de mutagénesis
aleatoria, y pueden ser Utiles para aumentar la actividad
especifica de un polipéptido, alterar la especificidad del
sustrato, alterar los niveles de expresidén, alterar la
ubicacién subcelular o modificar las interacciones
polipéptido:polipéptido de la manera deseada. Tales
polipéptidos modificados se consideran homdélogos funcionales.
El término “homdélogo funcional” se aplica a veces al acido
nucleico que codifica un polipéptido funcionalmente homdlogo.
Los hombélogos funcionales pueden identificarse mediante
anadlisis de alineamientos de secuencias de nucledtidos vy
polipéptidos. Por ejemplo, realizar una consulta en una base
de datos de secuencias de nucledétidos o polipéptidos puede
identificar homélogos de las secuencias de &cidos nucleicos
que codifican los polipéptidos derivados de SHC y similares.
La hibridacién también puede wusarse para identificar

homélogos funcionales y/o como una medida de homologia entre
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dos secuencias de &cido nucleico. Una secuencia de 4acido
nucleico que codifica cualgquiera de las proteinas descritas en
la presente, o una parte de la misma, puede usarse como sonda
de hibridacidén de acuerdo con las técnicas de hibridacién
estidndares. La hibridacién de una sonda con ADN o ARN de una
fuente de prueba (por ejemplo, una célula de mamifero) es una
indicacidén de la presencia del ADN o ARN relevante en la fuente
de prueba. Las condiciones de hibridacién son conocidas por
los experimentados en la técnica y se pueden encontrar en
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
N.Y., 6.3.1-6.3.0, 1991. Las condiciones de hibridacidn
moderadas se definen como equivalentes a la hibridacién en
cloruro de sodio/citrato de sodio 2x (SSC) a 30°C seguido de
un lavado en 1x SSC, SDS al 0.1% a 50°C. Las condiciones muy
estrictas se definen como equivalentes a la hibridacidén en
cloruro de sodio/citrato de sodio 6x (SSC) a 45°C seguido de
un lavado en 0.2x SSC, SDS al 0.1% a 65°C. El anilisis de
secuencias para identificar hombélogos funcionales también
puede implicar el andlisis BLAST, BLAST reciproco o PSI-BLAST
de Dbases de datos no redundantes usando una secuencia de
aminoadcidos relevante como la secuencia de referencia. La
secuencia de aminocacidos se deduce, en algunos casos, de la
secuencia de nucledtidos. Los polipéptidos de la base de datos
que tienen una identidad de secuencia superior a 40% son

candidatos para una evaluacidén adicional de su disponibilidad
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para su uso en la reaccién de bioconversién SHC/HAC. La
similitud de la secuencia de aminodcidos permite sustituciones
conservadoras de aminodcidos, tal como la sustitucidén de un
residuo hidrofdébico por otro o la sustitucidédn de un residuo
polar por otro. Si se desea, se puede realizar una inspeccidn
manual de tales candidatos para reducir el numero de candidatos
que se van a evaluar mds a fondo. La inspeccidédn manual se puede
realizar seleccionando aquellos candidatos que parecen tener,
por ejemplo, dominios funcionales conservados.

Tipicamente, los polipéptidos que exhiben por lo menos
aproximadamente 30% de identidad de secuencia de aminodcidos
son Utiles para identificar regiones conservadas. Las regiones

conservadas de polipéptidos relacionados exhiben por lo menos

63%, ©04%, 65%, 06%, 67%, 68%, 69%, identidad de secuencia de
aminodcidos. En algunas modalidades, una regidén conservada
exhibe por lo menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,
78%, 79%, 80%, por lo menos 81%, por lo menos 82%, por lo menos
83%, por lo menos 84%, por lo menos 85%, por lo menos 86%, por
lo menos 87%, por lo menos 88%, por lo menos 89%, por lo menos
90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por
lo menos 94%, por lo menos 95%, por lo menos 96%, por lo menos

97%, por lo menos 98% o por lo menos 99% de identidad de

secuencia de aminoadcidos. La identidad de la secuencia se puede
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determinar como se establece arriba y a continuacidn.

Las enzimas SHC/HAC o las variantes de enzimas descritas
en la presente y usadas en los métodos descritos en la presente,
por ejemplo, basarse en una secuencia de aminoacidos de la SEC
ID NO.: 1, SEC ID NO.: 10, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC
ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20,
SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29, SEC ID NO.: 30, o una variante,
homélogo, mutante, derivado o fragmento del mismo. La enzima
SHC/HAC o variante de enzima puede, por ejemplo, tener una

secuencia de aminodcidos con por lo menos 30%, 40%, 41%, 42%,

67%, 68%, 69%,70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%,
80%, por lo menos 81%, por lo menos 82%, por lo menos 83%, por

¢ ¢ ¢}

lo menos 84%, por lo menos 85%, por lo menos 86%, por lo menos

e} [

87%, por lo menos 88%, por lo menos 89%, por lo menos 90%, por

e

lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos
94%, por lo menos 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por
lo menos 98% o por lo menos 99% de identidad con la SEC ID NO.:
1, SEC ID NO.: 10, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.:
13, SEC ID NO: 14 o la SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID
NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30.

Ademés, la SHC de referencia producida puede basarse en

una secuencia de aminoédcidos producida a partir de E. coll.

El ‘“porcentaje (%) de identidad” <con respecto a la



10

15

20

25

36

secuencia de nucledétidos de un gen se define como el porcentaje
de nucledtidos en una secuencia de ADN candidata que es
idéntica con los nucledétidos en la secuencia de ADN, después
de alinear la secuencia e introducir espacios, si es necesario,
para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y
no considerar ninguna sustitucidén conservadora como parte de
la identidad de secuencia. El alineamiento con el fin de
determinar el porcentaje de identidad de 1la secuencia de
nucledétidos se puede lograr de varias formas que estédn dentro
de la experiencia en la técnica, por ejemplo, usando elementos
de programacién (“software”) disponibles publicamente. Los
experimentados en la técnica pueden determinar los pardmetros
apropiados para medir la alineacidén, incluidos los algoritmos
necesarios para lograr la maxima alineacidén en toda la longitud
de las secuencias que se comparan. Los términos “polipéptido”
y “proteina” se usan 1indistintamente en la presente vy
significan cualquier cadena de aminodcidos unida a péptido,
independientemente de la longitud o la modificacién post-
traduccional.

Como se usa en la presente, el término “derivado” incluye,
pero no se limita a una variante. Los términos “derivado” vy
“variante” se usan indistintamente en la presente.

En modalidades preferidas, una enzima variante utilizable
en la presente descripcidn muestra un numero total de hasta

200 (hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
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40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200) cambios (alteraciones)
en la secuencia de aminodcidos (es decir, intercambios,
inserciones, eliminaciones, truncamientos N-terminales vy/o
truncamientos C-terminales). Los intercambios de aminodcidos
pueden ser conservadores y/o no conservadores. En modalidades
preferidas, una variante utilizable en la presente descripcidn
difiere de la proteina o el dominio del que se deriva en hasta
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 intercambios de
aminoacidos, de preferencia cambios de aminoacidos
conservadores. Las variantes pueden adicional o
alternativamente comprender eliminaciones de aminodcidos, que
pueden ser truncamientos N-terminales, truncamientos C-
terminales o eliminaciones internas o cualguier combinacidén de
estos. Estas variantes que comprenden truncamientos N-
terminales, truncamientos C-terminales vy/o eliminaciones
internas se denominan “variantes de eliminacién” o “fragmentos”
en el contexto de la presente solicitud. Los términos “variante
de eliminacidén” y “fragmento” se usan indistintamente en la
presente. Una variante de eliminacidén se puede presentar de
forma natural (por ejemplo, variantes de corte y empalme) o
puede construirse artificialmente, de preferencia por medios
tecnoldgicos genéticos. Normalmente, la proteina o el dominio

proteico del que se deriva la variante de eliminacidén es una
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proteina de tipo salvaje. $Sin embargo, las variantes de
eliminacidén de la presente descripcidédn también pueden derivar
de homélogos, ortdlogos o pardlogos del polipéptido original o
de wvariantes construidas artificialmente, siempre que las
variantes de eliminacidén exhiban por lo menos una actividad
bioldégica del polipéptido original. De preferencia, una
variante de eliminacién (o fragmento) tiene una eliminacidn de
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 aminoacidos
en su extremo N-terminal y/o en su extremo C-terminal y/o
internamente en comparacidén con el polipéptido original.

En determinadas modalidades, las variantes de la enzima
SHC/HAC descritas en la presente solo incluyen sustituciones y
no incluyen eliminaciones ni inserciones.

Una “wvariante”, como se usa en la presente, puede
caracterizarse alternativa o adicionalmente por un cierto grado
de identidad de secuencia con el polipéptido original del que
se deriva. Una variante del WT/referencia SHC/HAC o el Derivado
de SHC/HAC de la presente descripcidn puede tener una identidad
de secuencia de por lo menos 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 406%,
47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 058%,
59%, 60%, 6l%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%,
71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, por lo menos
81%, por lo menos 82%, por lo menos 83%, por lo menos 84%, por

lo menos 85%, por lo menos 86%, por lo menos 87%, por lo menos
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88%, por lo menos 89%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por

lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos

95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98% o

por lo menos 99% de identidad con el respectivo polipéptido de
referencia o al polinucledtido de referencia respectivo.

La expresidén “por lo menos 30%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%,
45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%,
57%, 58%, 59%, 60%, 6l%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%,
69%, 70%, 71%, 2%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%,

por lo menos 8l%, por lo menos 82%, por lo menos 83%, por 1lo

o)

menos 84% , por lo menos 85%, por lo menos 86%, por lo menos

87%, por lo menos 88%, por lo menos 89%, por lo menos 90%, por

lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos

94%, por lo menos 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por

Q

lo menos 98% o por lo menos 99% de identidad de secuencia” se

usa en toda la descripciones con respecto a las comparaciones

de secuencias de polipéptidos y polinucledétidos. Un

polinucledétido que pertenece a una familia de cualquiera de
las enzimas descritas en la presente o una proteina puede

identificarse en funcién de su similitud con el gen o la

proteina relevante, respectivamente. Por ejemplo, la

identificacidén puede basarse en la identidad de secuencia. En
algunas modalidades

preferidas, la descripcidén caracteriza

moléculas de &cido nucleico aisladas que son por lo menos 30%,
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76%, 77%, 78%, 79%, 80%, por lo menos 81%, por lo menos 82%,

por lo menos 83%, por lo menos 84%, por lo menos 85%, por 1o

menos 86%, por lo menos 87%, por lo menos 88%, por lo menos

89%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por

lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, por lo menos

96%, por lo menos 97%, por lo menos 98% o por lo menos 99%

idéntica a (a) una molécula de &cido nucleico que codifica el

polipéptido de una enzima SHC/HAC de tipo salvaje (por ejemplo,

SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13,

SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:

28, SEC ID NO.: 29, o SEC ID NO.: 30) descrito en la presente,

(b) la secuencia de nucledtidos SEC ID NO.: 15 y (c) una

molécula de &cido nucleico que incluye un segmento de por lo

menos 30 (por ejemplo, por lo menos 30, 40, 50, 60, 80, 100,
125, 150, 175, 200, 250, 3 00, 400, 500, 600, 700, 800, 850,
900, 950, 1000 o 1010) nucledbdtidos de la SEC ID NO.: 15.

De preferencia, el polipéptido en cuestidén y el

polipéptido de referencia exhiben la identidad de secuencia
indicada en un tramo continuo de 20, 30, 40, 45, 50, 60, 70,

80, 90, 100 o méas aminoacidos. De preferencia, el

polinucledétido en cuestidn y el polinucledtido de referencia
exhiben la identidad de secuencia indicada en un tramo continuo

de 60, 90, 120, 135, 150, 180, 210, 240, 270, 300 o méas
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nucledétidos. En caso de gque se comparen dos secuencias y no se
especifique la secuencia de referencia en comparacidén con la
cual se calcularéd el porcentaje de identidad de secuencia, la
identidad de secuencia se calculard con referencia a la mas
larga de las dos secuencias que se compararan, si no
especificamente indicado de otra manera. Si se indica la
secuencia de referencia, la identidad de 1la secuencia se
determina sobre la base de la longitud total de la secuencia
de referencia (por ejemplo, SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 10, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13,
SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 o SEC ID NO.: 30) si no se indica
especificamente lo contrario.

Por ejemplo, una secuencia peptidica que consiste de 130
aminodcidos en comparacidén con los aminocdcidos de longitud
completa de AacSHC de tipo salvaje con 631 residuos de
aminodcidos puede presentar un porcentaje maximo de identidad
de secuencia de 20.6% (130/631 x 100), mientras gque una
secuencia con una longitud de 300 aminodcidos puede presentar
un porcentaje maximo de identidad de secuencia de 47.5%
(300/631 x 100).

La similitud de las secuencias de nucledtidos vy
aminoacidos, es decir, el porcentaje de identidad de secuencia,
se puede determinar mediante alineaciones de secuencias. Estos

alineamientos pueden llevarse a cabo con varios algoritmos
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conocidos en la técnica, de preferencia con el algoritmo
matemédtico de Karlin and Altschul (Karlin & Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), <con hmmalign
(paquete HMMER, http://hmmer.wustl.edu/) o con el algoritmo
CLUSTAL (Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. (1994)
Nucleic Acids Res. 22, 4673-80) disponible, por ejemplo, en

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ o el programa GAP

(algoritmo matemdtico de la Universidad de Iowa) o el algoritmo
matemdtico de Myers y Miller (1989 - Cabios 4: 11-17) o Clone
Manager 9. Los parametros preferidos que se usan son 1los
parametros predeterminados tal Como se establecen en

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.

El grado de identidad de secuencia (coincidencia de
secuencias) puede calcularse usando, por ejemplo, BLAST, BLAT
o BlastZ (o BlastX). Se incorpora un algoritmo similar en los
programas BLASTN y BLASTP de Altschul et al., (1990) J. Mol.
Biol. 215, 403-410. Las busquedas de polinuclebétidos BLAST se
realizan con el programa BLASTN, puntuacién = 100, longitud de
palabra = 12, para obtener secuencias de polinucledbdétidos que
sean homdélogas a los acidos nucleicos que codifican la proteina
relevante.

Las busquedas de proteinas BLAST se realizan con el
programa BLASTP, puntuacidén = 50, longitud de palabra = 3, para
obtener secuencias de aminoacidos homdélogas al polipéptido SHC.

Para obtener alineaciones con huecos con fines comparativos,
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se usa Gapped BLAST como se describe en Altschul et al., (1997)
Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402. Al usar los programas BLAST
y Gapped BLAST, se usan los parametros predeterminados de los
respectivos programas. El andlisis de coincidencia de
secuencias puede complementarse con técnicas de mapeo de
homologia establecidas como Shuffle-LAGAN (Brudno M.,
Bioinformatics 2003b, 19 Suppl 1: 154-162) o campos aleatorios
de Markov. Cuando se hace referencia a porcentajes de identidad
de secuencia en la presente solicitud, estos porcentajes se
calculan en relacidén con la longitud total de la secuencia mas
larga, si no se indica especificamente lo contrario.

En modalidades particulares, el % de identidad entre dos
secuencias se determina usando CLUSTAL O (versidén 1.2.4).

Las enzimas SHC/HAC especificas y las variantes de enzimas
qgue se pueden usar en los métodos descritos en la presente se
describen con més detalle a continuacién.

VARIANTES DE Aac 215G2 SHC/HAC CON NUEVAS MUTACIONES

Sorprendentemente, se ha encontrado que las variantes de
la enzima SHC/HAC derivan de una variante de la enzima Aac
SHC/HAC descrita en WO 2016/170099 (la variante de la enzima
215G2 SHC/HAC) proporciona una actividad enzimética mejorada
para la conversidén de EEH en (-)-Ambrox. Sorprendentemente,
ademéds, se ha encontrado que las variantes de la enzima SHC/HAC
derivadas de 215G2 proporcionan una actividad enzimdtica

mejorada para la conversidén de E,E-bishomofarnesol en 6xido de
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Ambra.

Las nuevas variantes de la enzima SHC/HAC tienen dos o
tres alteraciones de aminocacidos ademas de las sustituciones
de aminoacidos ya presentes en la variante de la enzima 215G2
SHC/HAC.

Por lo tanto, se proporciona en la presente un proceso
para producir (-)-Ambrox mediante la conversidén enzimdtica de
EEH en (-)-Ambrox. También se proporciona en la presente un
proceso para fabricar 6xido de Ambra mediante la conversién
enzimdtica de E,E-bishomofarnesol en 6éxido de Ambra. Estos
procesos pueden usar cualgquier enzima SHC/HAC de tipo salvaje
o variante de enzima descrita en la presente, en particular
las variantes de SHC/HAC RAac 215G2 descritas en la presente.

La variante de la enzima SHC/HAC de Aac 215G2 SHC/HAC
tiene una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos 70%
de identidad con la SEC ID NO.: 1. Por ejemplo, la variante de
la enzima SHC/HAC puede tener por lo menos 75.0% o por lo menos

aproximadamente 80.0% o por lo menos aproximadamente 85.0% o

o°

por lo menos aproximadamente 90.0 o por lo menos

aproximadamente 95.0% o por lo menos aproximadamente 95.5% o

o°

por lo menos aproximadamente 96.0 o por lo menos

aproximadamente 96.5% o por lo menos aproximadamente 97.0% o

o°

por lo menos aproximadamente 97.5 e} por lo menos
aproximadamente 98.0% o por lo menos aproximadamente 98.5% o

por lo menos aproximadamente 99.0% de identidad con la SEC ID
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NO.: 1.

La variante enzimédtica de Aac 215G2 SHC/HAC tiene menos
de 100% de identidad con la SEC ID NO.: 1. Por ejemplo, la
variante enzimdtica SHC/HAC puede tener 99.5% o menos o 99.0%
0 menos de identidad a la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la variante enzimdtica de Aac 215G2 SHC/HAC
puede tener de aproximadamente 70.0% a aproximadamente 99.5% o
de aproximadamente 80.0% a aproximadamente 99.0% o de
aproximadamente 85.0% a aproximadamente 98.5% o) de
aproximadamente 90.0% a aproximadamente 98.0% de identidad a
la SEC ID NO.: 1.

El “porcentaje (%) de identidad” con respecto a una
secuencia polipeptidica o de nucledtidos se define
respectivamente como el porcentaje de aminodcidos o nucledtidos
en una secuencia candidata que son idénticos a los aminoacidos
o nucledétidos en la secuencia de referencia, después de alinear
la secuencia e introducir espacios, si es necesario, para
lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y no
considerar ninguna sustitucidén conservadora como parte de la
identidad de secuencia. El1 alineamiento con el fin de
determinar el porcentaje de identidad de secuencia se puede
lograr de varias formas que estdn dentro de la experiencia en
la técnica, por ejemplo, usando elementos de programacidn
(“software”) de computadora disponibles puUblicamente. Los

experimentados en la técnica pueden determinar los pardmetros
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apropiados para medir la alineacién, incluidos los algoritmos
necesarios para lograr la maxima alineacidén en toda la longitud
de las secuencias que se comparan. Los términos “polipéptido”
y “proteina” se usan indistintamente en la ©presente vy
significan cualquier cadena de aminodcidos unida a péptido,
independientemente de la longitud o la modificacién post-
traduccional.

La similitud de las secuencias de nucledbdtidos vy
aminoacidos, es decir, el porcentaje de identidad de secuencia,
se puede determinar mediante alineaciones de secuencias. Tales
alineamientos pueden llevarse a cabo con varios algoritmos
conocidos en la técnica, de preferencia con el algoritmo
matemdtico de Karlin y Altschul (Karlin & Altschul (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), con hmmalign (paquete
HMMER, http://hmmer.wustl.edu/) o con el algoritmo CLUSTAL
(Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. (1994) Nucleic
Acids Res. 22, 4673-80) disponible, por ejemplo, en
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ o el programa GAP
(algoritmo matemdtico de la Universidad de Iowa) o el algoritmo
matemdtico de Myers y Miller (1989 - Cabios 4: 11-17). Los
pardmetros preferidos que se usan son los paréametros
predeterminados, va que estan configurados en

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.

El porcentaje de identidad de secuencia puede calcularse

usando, por ejemplo, BLAST, BLAT o BlastZ (o BlastX). Se
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incorpora un algoritmo similar en los programas BLASTN y BLASTP
de Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215, 403-410. Las
blisquedas de polinucledétidos BLAST se pueden realizar con el
programa BLASTN, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12,
para obtener secuencias de polinucledtidos que sean homdblogas
a los acidos nucleicos que codifican la proteina relevante.
Las buUsquedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el
programa BLASTP, puntuacidén = 50, longitud de palabra = 3, para
obtener secuencias de aminodcidos hombélogas al polipéptido.

Para obtener alineaciones con huecos con fines
comparativos, se puede usar Gapped BLAST como se describe en
Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402. Al
usar los programas BLAST y Gapped BLAST, se usan los parametros
predeterminados de los respectivos programas. El andlisis de
coincidencia de secuencias puede complementarse con técnicas
de mapeo de homologia establecidas como Shuffle-LAGAN (Brudno
M., Bioinformatics 2003b, 19 Suppl 1: 154-162) o campos
aleatorios de Markov. Cuando en la presente solicitud se hace
referencia a porcentajes de identidad de secuencia, estos
porcentajes se calculan en relacidén con la longitud total de
la secuencia més larga, si no se indica especificamente 1lo
contrario.

En modalidades particulares, el % de identidad entre dos
secuencias se determina usando CLUSTAL O (versidén 1.2.4).

En determinadas modalidades, la wvariante de la enzima
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SHC/HAC puede tener alteraciones iguales o menores a 30
aminoadcidos en comparacidén con la SEC ID NO.: 1. Por ejemplo,
la variante de la enzima SHC/HAC puede tener alteraciones
iguales o inferiores a 25 o iguales hasta o menos de 20 o igual
o menos de 15 o igual o menos de 10 o igual o menos de 9 o
igual o menos de 8 o igual o menos de 7 o igual o menos de
aproximadamente 6 alteraciones de aminodcidos en comparacidn
con la SEC ID NO.: 1. Por ejemplo, la variante de la enzima
SHC/HAC puede tener por lo menos aproximadamente 5 o por lo
menos aproximadamente 6 alteraciones de aminoacidos en
comparaciédn con la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones de
aminoacidos pueden ser, por ejemplo, inserciones,
eliminaciones y/o sustituciones como se ha descrito
anteriormente.

En algunas modalidades, las Unicas alteraciones de
aminodcidos en la variante de la enzima SHC/HAC en comparacidn
con la SEC ID NO.: 1 son sustituciones (es decir, no hay
inserciones ni eliminaciones).

Las alteraciones de aminoédcidos se definen en relacidn
con una secuencia de referencia. Una alteracidén de aminoédcidos
con respecto a una secuencia de referencia significa que la
secuencia de aminoédcidos de la secuencia variante es diferente
a la secuencia de referencia.

A los aminodcidos en la secuencia de referencia y en la

secuencia variante se les puede asignar un nUmero, en donde la
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numeracidn comienza con el aminodcido en el extremo N-terminal
del polipéptido (es decir, el aminocidcido en el extremo N-
terminal del polipéptido se numera 1, el siguiente aminoacido
tiene el numero 2, etc.). La “posicidén” de una secuencia de
referencia se refiere a un residuo de aminocdcido especifico
presente en la secuencia de referencia identificada por la
numeracién especifica de los aminodcidos en la secuencia de
referencia. La “posicidén” de una secuencia variante se refiere
a un residuo de aminodcido especifico presente en la secuencia
variante como se identifica por la numeracidén especifica de
los aminoacidos en la secuencia variante.

Dado que la secuencia variante puede incluir eliminaciones
o inserciones en comparacidén con la secuencia de referencia,
los aminoacidos de la secuencia variante pueden numerarse de
forma diferente a los mismos aminocacidos de la secuencia de
referencia. A modo de ejemplo, si se inserta un aminoacido
entre los aminodcidos 131 y 132 de la SEC ID NO.: 1, el
aminodcido que sigue a la insercidén tendréd la numeracidén 133
en la secuencia variante mientras conserva la numeracién 132
en la secuencia de referencia. En este ejemplo, la posicidn de
la secuencia variante que corresponde a la posicidén 132 de la
secuencia de referencia es la posicién 133. Por lo tanto, los
aminoacidos de la secuencia variante que se han retenido de 1la
secuencia de referencia pueden definirse haciendo referencia a

la “posicidédn correspondiente” de la secuencia de referencia.
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En otras palabras, una “posicidén” en la secuencia variante
puede definirse por referencia a una “posicidn correspondiente”
en la secuencia de referencia. En particular, las sustituciones
en la secuencia variante en comparacién con la secuencia de
referencia pueden definirse haciendo referencia a la “posicidn
correspondiente” de la secuencia de referencia a pesar de
cualquier insercidén vy/o eliminacidén en la secuencia de
referencia. Cuando se han eliminado los aminodcidos de una
secuencia de referencia, no existe una “posicidn
correspondiente” en la secuencia variante. Donde no hay
inserciones o eliminaciones en comparacidén con la secuencia de
referencia (es decir, solo hay sustituciones), la “posiciédén
correspondiente” de la secuencia de referencia serd la misma
que la posicibébn en la secuencia variante.

Las alteraciones de aminoadcidos originales en la variante
de enzima 215G2 SHC/HAC (en comparacidén con Aac SHC de tipo
salvaje) se conservan en la nueva variante de enzima Aac 215G2
SHC/HAC descrita en la presente. Las alteraciones de
aminodcidos originales en la variante de la enzima 215G2
SHC/HAC en comparacidén con Aac SHC de tipo salvaje fueron las
sustituciones M132R, A224V e I432T (es decir, una sustitucidn
del residuo M en la posicidébn 132 por un residuo R, una
sustitucidén del residuo A en la posicidén 224 por un residuo V,
y una sustitucidén del residuo I en la posicidén 432 por un

residuo T).
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Por lo tanto, las nuevas variantes de la enzima Aac 215G2
SHC/HAC tienen alteraciones de aminodcidos en relacidén con la
SEC ID NO.: 1 en las posiciones correspondientes a las
posiciones 132, 224 y 432 de la SEC ID NO.: 1 que son MI132R,
A224V e 1I432T respectivamente. El1 ntumero “132” en “M132R”,
“2247 en “A224V” y “432” en “I432T” se refiere a la numeracidn
de la SEC ID NO.: 1 y, como se menciond anteriormente, no
corresponde necesariamente a la numeracién de la secuencia
variante debido a inserciones y/o eliminaciones adicionales
opcionales.

La nueva secuencia de aminodcidos variante de la enzima
Aac 215G2 SHC/HAC también tiene alteraciones de aminocadcidos en
relacién con la SEC ID NO.: 1 en una posicién correspondiente
a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 y por lo menos una

posicidédn correspondiente a la posicidédn 81, 431 o 613 de la SEC

ID NO.: 1. Estas alteraciones de aminodcidos pueden ser, por
ejemplo, sustituciones, por ejemplo, sustituciones no
conservadoras.

Por ejemplo, la secuencia de aminocdcidos variante de la
enzima SHC/HAC puede tener alteraciones de aminoadcidos con
respecto a la SEC ID NO.: 1 en una posicidén correspondiente a
la posiciébn 557 de la SEC ID NO.: 1 vy wuna posicidn
correspondiente a la posicién 81, 431 o 613 de la SEC ID NO.:
1. Estas alteraciones de aminoacidos pueden ser, por ejemplo,

sustituciones, por ejemplo sustituciones no conservadoras.



10

15

20

25

52

Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener alteraciones de aminoacidos
con respecto a la SEC ID NO.: 1 en una posicidén correspondiente
a la posicién 557 de la SEC ID NO.: 1 vy dos posiciones
seleccionadas de las posiciones correspondientes a las
posiciones 81, 431 y 613 de la SEC ID NO.: 1. Estas alteraciones
de aminocdcidos pueden ser, por ejemplo, sustituciones, por
ejemplo sustituciones no conservadoras.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener alteraciones de aminoadcidos
en relacidén con la SEC ID NO.: 1 en una posicidén correspondiente
a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 y todas las posiciones

correspondientes a las posiciones 81, 431 y 613 de la SEC ID

NO.: 1. Estas alteraciones de aminoacidos pueden ser, por
ejemplo, sustituciones, por ejemplo, sustituciones no
conservadoras.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminodcidos en relacidén con la SEC ID NO.: 1
en las posiciones correspondientes a las posiciones 431 y 557
de la SEC ID NO.: 1. Estas alteraciones de aminodcidos pueden
ser, por ejemplo, sustituciones, por ejemplo sustituciones no
conservadoras. En algunas modalidades, la variante de la enzima
SHC/HAC tiene la secuencia de la SEC ID NO.: 2.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener

alteraciones de aminoédcidos en relacidén con la SEC ID NO.: 1
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en las posiciones correspondientes a las posiciones 557 y 613
de la SEC ID NO.: 1. Estas alteraciones de aminodcidos pueden
ser, por ejemplo, sustituciones, por ejemplo sustituciones no
conservadoras. En algunas modalidades, la variante de la enzima
SHC/HAC tiene la secuencia de la SEC ID NO.: 3.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminodcidos en relacidén con la SEC ID NO.: 1
en las posiciones correspondientes a las posiciones
correspondientes a las posiciones 81, 557 y 613 de la SEC ID
NO.: 1. Estas alteraciones de aminodcidos pueden, por ejemplo,
ser sustituciones, por ejemplo sustituciones no conservadoras.
En algunas modalidades, la variante de la enzima SHC/HAC tiene
la secuencia de la SEC ID NO.: 4.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminodcidos en relacidén con la SEC ID NO.: 1
en las posiciones correspondientes a las posiciones 81, 431 vy
557 de la SEC ID NO.: 1. Estas alteraciones de aminoacidos
pueden ser, por ejemplo, sustituciones, por ejemplo
sustituciones no conservadoras. En algunas modalidades, la
variante de la enzima SHC/HAC tiene la secuencia de la SEC ID
NO.: 5.

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 557 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, A557X. Esto se refiere a una sustitucidén del

aminoadcido A en la posicién 557 de la SEC ID NO.: 1 por
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cualquier aminoacido diferente (X) . Como se indicé
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/0
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoadcido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 557.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
la posicién 557 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteracién
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
557 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoadcido de 1la
SEC ID NO.: 1 (es decir, A) por un aminocdcido hidrofilico
neutro (es decir, Cys, Ser, Thr, Asn o Gln). Por ejemplo, la
alteracidén del aminodcido en una posicidn correspondiente a la
posicidédn 557 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoacido
de la SEC ID NO.: 1 (es decir, A) por treonina (es decir, la
alteracidén del aminodcido en una posicidn correspondiente a la
posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 es A557T).

La alteracidén del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 81 de la SEC ID NO.: 1 puede ser,
por ejemplo, Y81X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminodcido Y en la posicién 81 de la SEC ID NO.: 1 por cualquier
aminoadcido diferente (X). Como se indicdé anteriormente, dado
que las variantes de la enzima SHC/HAC pueden comprender

adicionalmente inserciones y/o eliminaciones, la numeraciébn
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del nuevo aminodcido (X) en la nueva variante de la enzima
SHC/HAC puede no ser 81.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidédn correspondiente a
la posicién 81 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, Met,
Ala, Vval, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Phe. Por ejemplo, la alteracidén del
aminoadcido en una posicidn correspondiente a la posicidén 81 de
la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminocdcido de la SEC ID
NO.: 1 (es decir, Y) por un aminodcido bésico (es decir, His,
Lys o Arg). Por ejemplo, la alteracidén del aminodcido en una
posicidédn correspondiente a la posicidén 81 de la SEC ID NO.: 1
puede sustituir el aminodcido de la SEC ID NO.: 1 (es decir,
Y) por histidina (es decir, la alteracidén del aminoadcido en
una posicidén correspondiente a la posicidén 81 de la SEC ID NO.:
1 es Y81H).

La alteracidén del aminoacido en una posicidén
correspondiente a la posicién 431 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, H431X. Esto se refiere a una sustitucién del
aminodcido H en la posicidén 431 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminoacido diferente (X) . Como se sefiald
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/0
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminodcido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 431.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
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la posicidén 431 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteraciédn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posiciédn
431 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoadcido de 1la
SEC ID NO.: 1 (es decir, H) por un aminodcido hidrofdébico (es
decir, Met, Ala, Val, Leu o Ile). Por ejemplo, la alteraciédn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
431 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoadcido de 1la
SEC ID NO.: 1 (es decir, H) por leucina (es decir, la alteracidn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
431 de la SEC ID NO.: 1 es H431L).

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 613 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, R613X. Esto se refiere a una sustitucién del
aminodcido R en la posicidén 613 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminocacido diferente (X) . Como se indicé
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoacido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 613.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidédn correspondiente a
la posicién 631 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,

His, Lys, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteraciédn
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del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidén
613 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de 1la
SEC ID NO.: 1 (es decir, R) por un aminodcido hidrofilico
neutro (es decir, Cys, Ser, Thr, Asn o Gln). Por ejemplo, la
alteracidén del aminodcido en una posicidn correspondiente a la
posicidén 613 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoéacido
de la SEC ID NO.: 1 (es decir, R) por serina (es decir, la
alteracidén del aminodcido en una posicidn correspondiente a la
posicién 613 de la SEC ID NO.: 1 es R613S).

En algunas modalidades, la nueva variante Aac 215G2 SHC
es idéntica a la SEC ID NO.: 1 excepto por las siguientes
sustituciones de aminoacidos:

(i) M132R, A224V, I432T, A557T y H431L (SEC ID NO.: 2); o

(ii) M132R, A224Vv, I432T, AL57T y R613S (SEC ID NO.: 3);

o

(iii) M132R, A224v, 1432T, A557T, Y81H y R613S (SEC 1ID
NO.: 4); o

(iv) M132R, A224V, T1432T, A557T, Y81H y H431L (SEC ID NO.:
S))

La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
una o mas alteraciones de aminodcidos adicionales en las
posiciones correspondientes a las posiciones 90, 172 y/o 277
de la SEC ID NO.: 1. La alteracidén de aminoacidos en una
posicidédn correspondiente a la posiciédn 90 de la SEC ID NO.: 1

puede, por ejemplo, ser T90X. Esto se refiere a una sustitucidn
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del aminoédcido T en la posicidén 90 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminodcido diferente (X) . Como se indicd
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender ademé&s inserciones vy/o eliminaciones, la
numeracidédn del nuevo aminodcido (X) en la nueva variante de la
enzima SHC/HAC puede no ser 90.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
la posicién 90 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, Met,
Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Asn, Gln, Asp, Glu, His, Lys,
Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteracidén del
aminoadcido en una posicidédn correspondiente a la posicidén 90 de
la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminocdcido de la SEC ID
NO.: 1 (es decir, T) por un aminodcido hidrofdébico (es decir,
Met, Ala, Val, Leu, Ile). Por ejemplo, la alteracidn del
aminodcido en una posicidédn correspondiente a la posicidén 90 de
la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminocdcido de la SEC ID
NO.: 1 (es decir, T) por alanina (es decir, la alteracidédn del
aminodcido en una posicidédn correspondiente a la posicidén 90 de
la SEC ID NO.: 1 es T90A).

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 172 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, Al72X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminoadcido T en la posicién 172 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminoacido diferente (X) . Como se indicé

anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
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pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminodcido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 172.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidédn correspondiente a
la posicién 172 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteraciédn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
172 de SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoédcido de la SEC
ID NO.: 1 (es decir, A) por un aminodcido hidrofilico neutro
(es decir, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln). Por ejemplo, la alteracién
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
172 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de 1la
SEC ID NO.: 1 (es decir, A) por treonina (es decir, 1la
alteracidén del aminodcido en una posicidn correspondiente a la
posicién 172 de la SEC ID NO.: 1 es Al72T).

La alteracidén del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 277 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, M277X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminoadcido M en la posicién 277 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminoacido diferente (X) . Como se sefiald
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoadcido (X) en la

nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 277.
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El nuevo aminodcido (X) en una posicidédn correspondiente a
la posicién 277 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteraciédn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
277 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoacido de la
SEC ID NO.: 1 (es decir, M) por un aminodcido basico (es decir,
His, Lys, Arg). Por ejemplo, la alteracién del aminocdcido en
una posicién correspondiente a la posicién 277 de la SEC ID
NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC ID NO.: 1 (es
decir, M) por lisina, es decir la alteracidén del aminodcido en
una posicién correspondiente a la posicién 277 de la SEC ID
NO.: 1 es M277K).

La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
una o mas alteraciones de aminodcidos adicionales en las
posiciones correspondientes a las posiciones 37, 174 y/o 601
de la SEC ID NO.: 1. Por ejemplo, la variante de la enzima
SHC/HAC puede tener una o mas sustituciones de aminoadcidos (por
ejemplo, sustituciones conservadoras o© no conservadoras) en
las posiciones correspondientes a las posiciones 37, 174 y/o
601 de la SEC ID NO.: 1.

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 37 de la SEC ID NO.: 1 puede ser,
por ejemplo, L37X. Esto se refiere a una sustitucidén del

aminoadcido L en la posicidén 37 de la SEC ID NO.: 1 por cualquier



10

15

20

25

61

aminoadcido diferente (X). Como se indicd anteriormente, dado
que las variantes de la enzima SHC/HAC pueden comprender
adicionalmente inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidn
del nuevo aminodcido (X) en la nueva variante de la enzima
SHC/HAC puede no ser 37.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
la posicién 37 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, Met,
Ala, Val, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His, Lys,
Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteracidén del
aminoadcido en una posicidédn correspondiente a la posicidén 37 de
la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminocdcido de la SEC ID
NO.: 1 (es decir, L) por un aminodcido hidrofilico neutro (es
decir, Cys, Ser, Thr, Asn o Gln). Por ejemplo, la alteracién
del aminocdcido en una posicidn correspondiente a la posiciédn
37 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminoacido de la SEC
ID NO.: 1 (es decir, L) por glutamina (es decir, la alteracién
del aminocdcido en una posicidn correspondiente a la posiciédn
37 de SEC ID NO.: 1 es L370Q).

La alteracidén del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 174 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, V174X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminoadcido V en la posicién 174 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminodcido diferente (X) . Como se indicd
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC

pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
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eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoacido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 174.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidédn correspondiente a
la posicién 174 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. El nuevo aminodcido (X) en
una posicidén correspondiente a la posicidén 174 de la SEC ID
NO.: 1 puede ser, por ejemplo, un aminodcido hidrofdébico (es
decir, Met, Ala, Leu o Ile). Por ejemplo, la alteracidédn del
aminoadcido en una posicidn correspondiente a la posicidén 174
de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC ID
NO.: 1 (es decir, V) por isoleucina (es decir, la alteracién
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
174 de la SEC ID NO.: 1 es V17471).

La alteracidén del aminoacido en una posicidén
correspondiente a la posicién 601 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, F601X. Esto se refiere a una sustitucién del
aminodcido F en la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminocacido diferente (X) . Como se indicé
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoadcido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 601.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidédn correspondiente a

la posicién 601 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
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Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. El nuevo aminodcido (X) en
una posicidén correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID
NO.: 1 puede ser, por ejemplo, un acido aromatico (es decir,
Trp, Tyr, Phe). Por ejemplo, la alteracidén del aminodcido en
una posicidén correspondiente a la posicidédn 601 de la SEC ID
NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC ID NO.: 1 (es
decir, F) por tirosina (es decir, la alteracidén del aminoécido
en una posicidén correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID
NO.: 1 es Fo01lY).

La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
una o mas alteraciones de aminodcidos adicionales en las
posiciones correspondientes a las posiciones 77, 92, 129, 579,
601 y/o 605 de la SEC ID NO.: 1. Por ejemplo, la variante de
la enzima SHC/HAC puede tener una o mAs sustituciones de
aminodcidos (por ejemplo, sustituciones conservadoras o no
conservadoras) en las posiciones correspondientes a las
posiciones 77, 92, 129, 579, 601 y/o 605 de la SEC ID NO.: 1.

La alteracidén del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID NO.: 1 puede ser,
por ejemplo, T77X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminodcido T en la posicién 77 de la SEC ID NO.: 1 por cualquier
aminoadcido diferente (X). Como se indicdé anteriormente, dado
que las variantes de la enzima SHC/HAC pueden comprender

adicionalmente inserciones y/o eliminaciones, la numeraciébn
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del nuevo aminodcido (X) en la nueva variante de la enzima
SHC/HAC puede no ser 77.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
la posicién 77 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, Met,
Ala, Vval, Leu, Ile, Cys, Ser, Asn, Gln, Asp, Glu, His, Lys,
Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteracidén del
aminoacido en una posicidédn correspondiente a la posicidén 77 de
SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC ID NO.:
1 (es decir, T) por un aminodcido hidrofdébico (es decir, Met,
Ala, Val, Leu o Ile). Por ejemplo, la alteracidén del aminoécido
en una posicién correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID
NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de SEC ID NO.: 1 (es
decir, T) por alanina (es decir, la alteracidén del aminoécido
en una posicidédn correspondiente a la posicidébn 77 de la SEC ID
NO.: 1 es T77A).

La alteracidén del aminoacido en una posicidén
correspondiente a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1 puede ser,
por ejemplo, I92X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminodcido I en la posicién 92 de la SEC ID NO.: 1 por cualquier
aminoadcido diferente (X). Como se indicd anteriormente, dado
que las variantes de la enzima SHC/HAC pueden comprender
adicionalmente inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidn
del nuevo aminodcido (X) en la nueva variante de la enzima
SHC/HAC puede no ser 92.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
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la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, Met,
Ala, Vval, Leu, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His, Lys,
Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteracién del
aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidén 92 de
la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminocdcido de la SEC 1ID
NO.: 1 (es decir, I) por un aminodcido hidrofdébico (es decir,
Met, Ala, Val, Leu o Ile). Por ejemplo, la alteracidén del
aminoadcido en una posicidédn correspondiente a la posicidén 92 de
la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminocdcido de la SEC ID
NO.: 1 (es decir, I) por valina (es decir, la alteracidén del
aminoadcido en una posicidédn correspondiente a la posicidén 92 de
la SEC ID NO.: 1 es I92V).

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 129 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, F129X. Esto se refiere a una sustitucién del
aminoadcido F en la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminocacido diferente (X) . Como se indicé
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoacido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 129.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidédn correspondiente a
la posicién 129 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,

His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. Por ejemplo, la alteracidn
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del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
129 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la
SEC ID NO.: 1 (es decir, F) por un aminodcido hidrofébico (es
decir, Met, Ala, Val, Leu o Ile). Por ejemplo, la alteraciédn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
129 de la SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la
SEC ID NO.: 1 (es decir, F) por leucina (es decir, la alteracidn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
129 de SEC ID NO.: 1 es F129L).

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 579 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, Q579X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminoadcido Q en la posicidén 579 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminocacido diferente (X) . Como se indicé
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminocdcido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 579.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
la posicién 579 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, la alteraciédn
del aminodcido en una posicidn correspondiente a la posicidn
579 de SEC ID NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC

ID NO.: 1 (es decir, Q) por un aminodcido béasico (es decir,
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His, Lys o Arg). Por ejemplo, la alteracidén del aminodcido en
una posicidén correspondiente a la posicidédn 579 de la SEC ID
NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC ID NO.: 1 (es
decir, Q) por histidina (es decir, la alteracidén del aminoédcido
en una posicidén correspondiente a la posicidén 579 de la SEC ID
NO.: 1 es Q579H).

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 601 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, F601X. Esto se refiere a una sustitucién del
aminoadcido F en la posicién 601 de la SEC ID NO.: 1 por
cualqguier aminoacido diferente (X) . Como se indicé
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminocdcido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 601.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. El nuevo aminoacido (X) en
una posicidén correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID
NO.: 1 puede, por ejemplo, ser un acido aromatico (es decir,
Trp, Tyr, Phe). Por ejemplo, la alteracidén del aminoacido en
una posicidén correspondiente a la posicidédn 601 de la SEC ID
NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC ID NO.: 1 (es

decir, F) por histidina (es decir, la alteracidén del aminoacido
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en una posicidén correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID
NO.: 1 es Fo01lY).

La alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 605 de la SEC ID NO.: 1 puede
ser, por ejemplo, F605X. Esto se refiere a una sustitucidén del
aminoadcido F en la posicién 605 de la SEC ID NO.: 1 por
cualquier aminodcido diferente (X) . Como se indicd
anteriormente, dado que las variantes de la enzima SHC/HAC
pueden comprender adicionalmente inserciones y/o
eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminodcido (X) en la
nueva variante de la enzima SHC/HAC puede no ser 605.

El nuevo aminodcido (X) en una posicidn correspondiente a
la posicién 605 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. El nuevo aminoacido (X) en
una posicidén correspondiente a la posicién 605 de la SEC ID
NO.: 1 puede ser, por ejemplo, un acido aromatico (es decir,
Trp, Tyr, Phe). Por ejemplo, la alteracién del aminocadcido en
una posicién correspondiente a la posicién 605 de la SEC ID
NO.: 1 puede sustituir el aminodcido de la SEC ID NO.: 1 (es
decir, F) por triptdfano (es decir, la alteracidédn del
aminodcido en una posicidén correspondiente a la posicidédn 601
de la SEC ID NO.: 1 es F605W).

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener

alteraciones de aminodcidos (por ejemplo, sustituciones) en
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las posiciones correspondientes a las posiciones 132 y 432 de
la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
una alteracién de aminodcido (por ejemplo, sustitucidn) en una
posicidédn correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.:
1.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminoadcidos (por ejemplo, sustituciones) en
las posiciones correspondientes a las posiciones 77, 92 y 129
de la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminoadcidos (por ejemplo, sustituciones) en
las posiciones correspondientes a las posiciones 579 y 601 de
la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminocacidos (por ejemplo, sustituciones) en
las posiciones correspondientes a las posiciones 129, 132 vy
432 de la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones) en
las posiciones correspondientes a las posiciones 132, 432 vy
601 de la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
alteraciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones) en

las posiciones correspondientes a las posiciones 129, 132, 432
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y 601 de la SEC ID NO.: 1.

Las nuevas variantes de la enzima SHC/HAC pueden, por
ejemplo, tener una mayor actividad enzimdtica para la
conversién de EEH en (-)-Ambrox o la conversién de BisEEH en
6xido de Ambra en comparacidn con la enzima SHC/HAC de la SEC
ID NO.: 1 y/o la variante enzimética SHC/HAC de la SEC ID NO.:
10. E1 aumento de la actividad enzimadtica puede referirse a
cualquier aspecto de la conversidén enzimdtica de EEH en (-)-
Ambrox o la conversidén enzimdtica de BisEEH en 6xido de Ambra,
incluido, por ejemplo, el aumento de la conversidén total de
EEH o BisEEH, aumento de la tasa de conversidén de EEH o BisEEH
(por ejemplo, en las primeras 6 horas o en las primeras 12
horas de reaccidén), aumento de la produccidédn de (-)-Ambrox u
6xido de Ambra y disminucidén de la produccidén de subproductos.
El aumento de la actividad enzimdtica puede definirse por el
aumento de la productividad en general, que puede definirse en
términos de (-)-Ambrox u 6xido de Ambra producido por gramo de
biocatalizador, por hora y por litro de reacciédn.

Las nuevas variantes de la enzima SHC/HAC pueden, por
ejemplo, proporcionar una mayor conversién de EEH o E,E-
bishomofarnesol (BisEEH) en comparacién con la enzima de tipo
salvaje SHC/HAC de la SEC ID NO.: 1 y/o la variante de enzima
Aac 215G2 SHC/HAC de la SEC ID NO.: 10. Por lo tanto, el proceso
descrito en la presente puede tener un mayor nivel de

conversién de EEH o BisEEH en comparacidén con el proceso que
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usa la enzima de tipo salvaje SHC/HAC de la SEC ID NO.: 1 y/o
la variante de la enzima SHC/HAC de la SEC ID NO.: 10. Las
nuevas variantes de enzima SHC/HAC pueden, por ejemplo,
proporcionar una mayor tasa de conversidédn de EEH o BisEEH en
comparacién con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje de la SEC ID
NO.: 1 y/o la variante de la enzima SHC/HAC de la SEC ID NO.:
10. Por lo tanto, el proceso descrito en la presente puede
tener una mayor tasa de conversién de EEH o BisEEH en
comparacidén con la enzima de tipo salvaje SHC/HAC de la SEC ID
NO.: 1 y/o la variante de la enzima SHC/HAC de la SEC ID NO.:
10. Las nuevas variantes de enzima SHC/HAC pueden, por ejemplo,
proporcionar una mayor tasa de conversién de EEH o BisEEH
durante las primeras 4 horas o durante las primeras 6 horas o
durante las primeras 8 horas o durante las primeras 12 horas o
durante las primeras 24 horas de la reaccidn en comparacidn
con la enzima de tipo salvaje SHC/HAC de la SEC ID NO.: 1 y/o
la variante de la enzima SHC/HAC de la SEC ID NO.: 10. Por lo
tanto, el proceso descrito en la presente puede tener una mayor
tasa de conversidén de EEH o BisEEH durante las primeras 4 horas
o durante las primeras 6 horas o durante las primeras 8 horas
o durante las primeras 12 horas o durante el primeras 24 horas
de la reaccidédn en comparacidén con la enzima de tipo salvaje
SHC/HAC de la SEC ID NO.: 1 y/o la variante de la enzima SHC/HAC
de la SEC ID NO.: 10. Esto podria ser cuando se compara usando

ambas enzimas (es decir, la nueva variante de la enzima Aac
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215G2 SHC/HAC y la enzima de tipo salvaje de la SEC ID NO.: 1
o la enzima 215G2 de 1la SEC ID NO.: 10) en las mismas
condiciones de reaccidédn (por ejemplo, mismo pH y temperatura)
0 en comparacidén con el uso de cada enzima en sus respectivas
condiciones de reaccidén optimizadas (por ejemplo, pH vy
temperatura optimizados) que pueden ser diferentes entre si.
Por ejemplo, la nueva variante de la enzima SHC/HAC puede
proporcionar o el proceso puede tener por 1o menos
aproximadamente 40% de conversiédn de EEH o BisEEH en las
primeras 12 horas de 1la reaccidén. Por ejemplo, la nueva
variante de enzima SHC/HAC puede proporcionar o el proceso
puede tener por lo menos 45% o por lo menos 50% o por lo menos
55% o por lo menos 60% de conversidén de EEH o BisEEH en las
primeras 12 horas de 1la reaccidén. Por ejemplo, la nueva
variante de enzima SHC/HAC puede proporcionar o el proceso
puede tener por lo menos aproximadamente 30% de conversidn de
EEH o BRiskEEH en las primeras 6 horas de la reaccidén. Por
ejemplo, la nueva variante de enzima SHC/HAC puede proporcionar
o el proceso puede tener por lo menos 35% o por lo menos 45% o
por lo menos 50% o por lo menos 55% de conversidén de EEH o
BisEEH en las primeras 12 horas de la reaccidn. Esto puede ser
en comparacidén con el uso de ambas enzimas (es decir, la nueva
variante de la enzima SHC/HAC y la enzima de la SEC ID NO.: 1
o la SEC ID NO.: 10) en las mismas condiciones de reaccidén (por

ejemplo, el mismo pH y temperatura) o cuando se compara con



10

15

20

25

73

usando cada enzima en sus respectivas condiciones de reaccidn
optimizadas (por ejemplo, pH y temperatura optimizados) que
pueden ser diferentes entre si.

La conversién de EEH en (-)-Ambrox o la conversidén de
BisEEH en ¢éxido de Ambra puede, por ejemplo, determinarse
usando una prueba de actividad como se describid anteriormente
y puede calcularse como gramo de producto recuperable por gramo
de materia prima (que puede calcularse como tasa de conversioén
molar porcentual).

Como se usa en la presente, cualgquier referencia en la
presente a una tasa de conversidén de 99%/100% para un sustrato
de homofarnesol en (-)-Ambrox es una referencia a una
conversidn de 99%/100% del isdmero de homofarnesol (es decir,
EEH) capaz de convertirse en (-)-Ambrox usando una enzima
SHC/HAC o una variante de enzima.

Como se usa en la presente, cualquier referencia en la
presente a una tasa de conversidn de 99%/100% para un sustrato
de bishomofarnesol en 6xido de Ambra es una referencia a una
conversidén de 99%/100% del isdémero de bishomofarnesol (es
decir, BisEEH) capaz de convertirse en 6xido de Ambra usando
una enzima SHC/HAC o variante de enzima.

La temperatura Oéptima para las variantes enzimaticas
SHC/HAC de Aac 215G2 SHC/HAC puede, por ejemplo, ser igual o
superior a aproximadamente 35°C. Por ejemplo, la temperatura

bdptima para las variantes enzimdticas SHC/HAC de Aac 215G2
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SHC/HAC puede variar desde aproximadamente 40°C hasta
aproximadamente 50°C, por ejemplo, de aproximadamente 42°C
hasta aproximadamente 48°C o de aproximadamente 44°C a
aproximadamente 46°C. Por ejemplo, la temperatura Optima de
las variantes enzimdticas SHC/HAC de Aac 215G2 SHC/HAC puede
ser de aproximadamente 45°C. Los procesos para elaborar (-)-
Ambrox u o6xido de Ambra descritos en la presente pueden
llevarse a cabo a la temperatura oéptima de la variante de la
enzima SHC/HAC.

El pH o6ptimo para las variantes enzimdticas SHC/HAC de
RAac 215G2 SHC/HAC puede, por ejemplo, ser igual o superior a
aproximadamente 5.4. Por ejemplo, el pH oéptimo para las
variantes enzimdticas SHC/HAC de Aac 215G2 SHC/HAC puede
oscilar entre 5.2 y 6.0, por ejemplo entre 5.4 y 5.8, por
ejemplo entre 5.6 y 5.8. Por ejemplo, el pH oéptimo de 1las
variantes de la enzima SHC/HAC de Aac 215G2 SHC/HAC puede ser
de aproximadamente 5.6 o aproximadamente 5.8. Los procesos para
elaborar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra descritos en la presente
pueden llevarse a cabo al pH 6ptimo de la variante de enzima
SHC/HAC.

La concentracién éptima de dodecil sulfato de sodio (SDS)
en el medio de reaccidén del proceso para elaborar (-)-Ambrox u
6xido de Ambra descrito en la presente puede ser, por ejemplo,
de aproximadamente 0.010% p/p a aproximadamente 0.10% p/p. Por

ejemplo, la concentracidédn Oéptima de SDS puede ser de



10

15

20

25

75

aproximadamente 0.040% p/p a aproximadamente 0.080% p/p, por
ejemplo, aproximadamente 0.050% p/p cuando el sustrato (por
ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a 4 g/L con células a una ODgsomm
de 10. La concentracién oéptima de dodecil sulfato de sodio
(SDS) en el medio de reaccidn de los procesos para fabricar (-
) —Ambrox u 6xido de Ambra descritos en la presente puede, por
ejemplo, ser de aproximadamente 1.0% p/p a aproximadamente 1.5%
p/p cuando el sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a
125 g/L con 250 g/L de células. Por ejemplo, la concentracidn
bdptima de SDS puede ser de aproximadamente 1.2% p/p a
aproximadamente 1.4% p/p, por ejemplo, aproximadamente 1.3%
p/p cuando el sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a
125 g/L con 250 g/L de células.

Los procesos para elaborar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra
descritos en la presente pueden llevarse a cabo en el intervalo
de temperatura O6ptimo o la temperatura optima y/o el intervalo
de pH o6ptimo o el pH déptimo y/o el intervalo de concentracidn
bptimo de SDS o la concentracién oééptima de SDS para la enzima
especifica usada, como se establece en la Tabla 7 o 9 u 11 en
los Ejemplos a continuacién.

OTRAS VARIANTES CON NUEVAS MUTACIONES EN LAS POSICIONES

CORRESPONDIENTES A LAS POSICIONES 81, 90, 172, 277, 431, 557

Y/O 613 DE LA SEC ID NO.: 1

Como se describidé anteriormente, se ha encontrado

sorprendentemente que las variantes de 1la enzima SHC/HAC
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derivadas de una variante de la enzima Aac SHC/HAC descrita en
WO 2016/170099 (la wvariante de la enzima 215G2 SHC/HAC)
proporcionan una actividad enzimdtica mejorada para la
conversidén de EEH en (-)-Ambrox y para la conversidén de BisEEH
a 6xido de Ambra. Las nuevas variantes de la enzima SHC/HAC
tienen dos o tres alteraciones de aminodcidos ademds de las
sustituciones de aminocdcidos ya presentes en la variante de la
enzima 215G2 SHC/HAC.

Se espera que otras variantes de la enzima SHC/HAC que
tengan una o mas de las nuevas mutaciones identificadas en las
posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.:
1 también proporcionen actividad enzimatica (por ejemplo,
actividad enzimdtica mejorada) para la conversidén de EEH en (-
) -Ambrox o BiskEEH en 6xido de Ambra.

En particular, se espera que las variantes de la enzima
SHC/HAC deriven de otras especies distintas de Aac, pero que
tengan una o mas de las nuevas alteraciones de aminoacidos
identificadas en las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y
613 de la SEC ID NO.: 1 también proporcionard una actividad
enzimdtica para la conversién de EEH en (-)-Ambrox o BisEEH en
6xido de Ambra. En particular, se espera que las variantes
enzimdticas derivadas de ZmoSHC1l, ZmoSHC2, BjpSHC, GmoSHC,
TelSHC, ApaSHCl, BmeSHC, SalSHC o ApaSHCA tengan una o méas de
las nuevas alteraciones de aminodcidos identificadas en las

posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.:



10

15

20

25

77

1 también proporcionard una actividad enzimatica para la
conversidén de EEH en (-)-Ambrox o BiskEEH en 6xido de Ambra.

Por lo tanto, se proporciona en la presente un proceso
para producir (-)-Ambrox mediante la conversidén enzimdtica de
EEH en (-)-Ambrox. También se proporciona en la presente un
proceso para elaborar 6xido de Ambra mediante la conversidn
enzimdtica de E,E-bishomofarnesol en 6éxido de Ambra. Estos
procesos pueden usar cualquier enzima SHC/HAC de tipo salvaje
0 variante de enzima descrita en la presente.

Ademés, en la presente se proporciona una variante de la
enzima SHC/HAC que tiene por lo menos aproximadamente 70% de
identidad con una secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje, en la que la secuencia de aminoédcidos de la
variante de la enzima SHC/HAC tiene una o mas alteraciones de
aminodcidos relativas a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en
una posicidédn seleccionada de las posiciones correspondientes a
las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID
NO.: 1.

En particular, se proporciona en la presente un proceso
para preparar (-)-Ambrox o una mezcla que comprende (-)-Ambrox,
el proceso comprende convertir enzimdticamente EEH o una mezcla
que comprende EEH en (-)-Ambrox o una mezcla que comprende (-
) —Ambrox usando una variante de SHC/HAC que tiene por lo menos
aproximadamente 70.0% de identidad con wuna secuencia de

aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, en donde la
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secuencia de aminoédcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o mas alteraciones de aminocdcidos con respecto a la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidén seleccionada de
las posiciones correspondientes a las posiciones 81, 90, 172,
277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

En particular, se proporciona en la presente un proceso
para preparar 6xido de Ambra o una mezcla que comprende 6xido
de Ambra, el proceso comprende convertir enzimaticamente BisEEH
0 una mezcla que comprende BisEEH en 6xido de Ambra o una
mezcla que comprende 6xido de Ambra usando una variante SHC/HAC
que tiene por lo menos aproximadamente 70.0% de identidad con
una secuencia de aminocdcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje, en donde la secuencia de aminocadcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC tiene una o mas alteraciones de
aminodcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
en una posicidén seleccionada de las posiciones correspondientes
a las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID
NO.: 1.

La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
una secuencia de aminodcidos que tenga por 1lo menos
aproximadamente 70.0% de identidad con wuna secuencia de
aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje. Por ejemplo,
la variante de 1la enzima SHC/HAC tiene una secuencia de
aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente 75.0% o por

lo menos aproximadamente 80.0% o por lo menos aproximadamente
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85.0% o por lo menos aproximadamente 90.0% o por lo menos
aproximadamente 95.0% o por lo menos aproximadamente 95.5% o
por lo menos aproximadamente 96.5% o por lo menos
aproximadamente 97.0% o por lo menos aproximadamente 97.5% o
por lo menos aproximadamente 98.0% o por lo menos
aproximadamente 98.5% o por lo menos aproximadamente 99.0% de
identidad con una secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede, por
ejemplo, tener una secuencia de aminodcidos gque tenga menos de
100% de identidad, por ejemplo, igual o menos de 99.5% o igual
o menos de 99.0% de identidad con una secuencia de aminoacido
de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener

de aproximadamente 70.0% a aproximadamente 99.5% o de

aproximadamente 80.0% a aproximadamente 99.0% o de
aproximadamente 85.0% a aproximadamente 98.5% o) de

aproximadamente 90.0% a aproximadamente 98.0% de identidad con
una secuencia de aminodcido de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje.

La secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje puede ser, por ejemplo, la de AacSHC (SEC ID NO.: 1),
ZmoSHC1 (SEC ID NO.: 11), ZmoSHC2 (SEC ID NO.: 12), BjpSHC (SEC
ID NO.: 13), GmoSHC (SEC ID NO.: 14), TelSHC (SEC ID NO.: 19)

o ApaSHC1l (SEC ID NO.: 20), BmeSHC (SEC ID NO.: 28), SalSHC
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(SEC ID NO.: 29), o ApaSHCA (SEC ID NO.: 30). En particular,
la secuencia de aminoédcidos de 1la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje puede ser la de AacSHC (SEC ID NO.: 1).

Por lo tanto, en algunas modalidades, la variante de la
enzima SHC/HAC puede tener una secuencia de aminoacidos que
tenga por lo menos aproximadamente 70% de identidad con la SEC
ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC
ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19 o SEC ID NO.: 20. Por ejemplo, la
variante de la enzima SHC/HAC tiene wuna secuencia de

aminoadcidos que tiene por lo menos aproximadamente de 75.0% o

o°

por lo menos aproximadamente 80.0 o por lo menos

aproximadamente 85.0% o por lo menos aproximadamente 90.0% o

o°

por lo menos aproximadamente 95.0 o por lo menos

aproximadamente 95.5% o por lo menos aproximadamente 96.5% o

oo

por lo menos aproximadamente 97.0 o por lo menos

aproximadamente 97.5% o por lo menos aproximadamente 98.0% o

o°

por lo menos aproximadamente 98.5 o por lo menos
aproximadamente 99.0% de identidad con la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o la SEC ID NO.: 30.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede, por
ejemplo, tener una secuencia de aminodcidos gque tenga menos de

100% de identidad, por ejemplo, igual o menos de 99.5% o igual

o menos de 99.0% de identidad con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.:
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11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.:
19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID
NO.: 30.

Por ejemplo, la variante de enzima SHC/HAC puede tener de

aproximadamente 70.0% a aproximadamente 99.5% o) de
aproximadamente 80.0% a aproximadamente 99.0% o) de
aproximadamente 85.0% a aproximadamente 98.5% o) de

aproximadamente 90.0% a aproximadamente 98.0% de identidad con
la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO: 11, SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 13,
SEC ID NO: 14, SEC ID NO: 19, SEC ID NO: 20, SEC ID NO: 28,
SEC ID NO: 29 o la SEC ID NO.: 30.

El “porcentaje (%) de identidad” con respecto a una
secuencia polipeptidica o de nucledtidos se define
respectivamente como el porcentaje de aminodcidos o nucledtidos
en una secuencia candidata que son idénticos a los aminoacidos
o nucledétidos en la secuencia de referencia, después de alinear
la secuencia e introducir espacios, si es necesario, para
lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y no
considerar ninguna sustitucidén conservadora como parte de la
identidad de secuencia. El1 alineamiento con el propdsito de
determinar el porcentaje de identidad de secuencia, se puede
lograr de varias formas que estdn dentro de la experiencia en
la técnica, por ejemplo, usando elementos de programacidn
(“software”) de computadora disponible publicamente. Los

experimentados en la técnica pueden determinar los pardmetros
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apropiados para medir la alineacién, incluidos los algoritmos
necesarios para lograr la maxima alineacidén en toda la longitud
de las secuencias que se comparan. Los términos “polipéptido”
y “proteina” se usan indistintamente en la ©presente vy
significan cualquier cadena de aminodcidos unida a péptido,
independientemente de la longitud o la modificacién post-
traduccional.

La similitud de las secuencias de nucledbdtidos vy
aminoacidos, es decir, el porcentaje de identidad de secuencia,
se puede determinar mediante alineaciones de secuencias. Tales
alineamientos pueden llevarse a cabo con varios algoritmos
conocidos en la técnica, de preferencia con el algoritmo
matemadtico de Karlin and Altschul (Karlin & Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), con hmmalign
(paquete HMMER, http://hmmer.wustl.edu/) o con el algoritmo
CLUSTAL (Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. (1994)
Nucleic Acids Res. 22, 4673-80) disponible, por ejemplo, en

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ o el programa GAP

(algoritmo matematico de la Universidad de Iowa) o el algoritmo
matemdtico de Myers y Miller (1989 - Cabios 4: 11-17). Los
pardmetros preferidos que se usan son los parédmetros
predeterminados, va que estan configurados en

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.

El porcentaje de identidad de secuencia puede calcularse

usando, por ejemplo, BLAST, BLAT o BlastZ (o BlastX). Se
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incorpora un algoritmo similar en los programas BLASTN y BLASTP
de Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215, 403-410. Las
blisquedas de polinucledétidos BLAST se pueden realizar con el
programa BLASTN, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12,
para obtener secuencias de polinucledtidos que sean homdblogas
a los acidos nucleicos que codifican la proteina relevante.
Las buUsquedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el
programa BLASTP, puntuacidén = 50, longitud de palabra = 3, para
obtener secuencias de aminodcidos hombélogas al polipéptido.

Para obtener alineaciones con huecos con fines
comparativos, se puede usar Gapped BLAST como se describe en
Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402. Al
usar los programas BLAST y Gapped BLAST, se usan los parametros
predeterminados de los respectivos programas. El andlisis de
coincidencia de secuencias puede complementarse con técnicas
de mapeo de homologia establecidas, como Shuffle-LAGAN (Brudno
M., Bioinformatics 2003b, 19 Suppl 1: 154-162) o campos
aleatorios de Markov. Cuando se hace referencia a porcentajes
de identidad de secuencia en la presente solicitud, estos
porcentajes se calculan en relacidén con la longitud total de
la secuencia més larga, si no se indica especificamente 1lo
contrario.

En modalidades particulares, el % de identidad entre dos
secuencias se determina usando CLUSTAL O (versidén 1.2.4).

En determinadas modalidades, la wvariante de la enzima
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SHC/HAC puede tener alteraciones iguales © menores a
aproximadamente 200 aminodcidos en comparacidén con la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje, por ejemplo, en comparacidén con la
SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC. NO.: ID: 12, SEC ID NO.:
13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29, o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la
variante de la enzima SHC/HAC puede tener una cantidad igual o
menor de aproximadamente 150 o igual o menor de aproximadamente
120 o igual o menor de aproximadamente 100 o igual o menor de
aproximadamente 95 o igual o menor de aproximadamente 90 o
igual o menor de aproximadamente 85 o 1igual o menor de
aproximadamente 80 o igual o menor de aproximadamente 75 o
igual o menor de aproximadamente 70 o igual o menor de
aproximadamente 65 o igual o menor de aproximadamente 60 o
igual o menor de aproximadamente 55 o igual o menor de
aproximadamente 50 o igual o menor de aproximadamente 45 o
igual o menor de aproximadamente 40 o 1igual o menor de
aproximadamente 35 o igual o menor de aproximadamente 30 o
igual o menor de aproximadamente de 25 o igual o menor de
aproximadamente 20 o igual o menor de aproximadamente 15 o
igual o menor de aproximadamente 10 alteraciones de aminoédcidos
en comparacién con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, por
ejemplo comparada con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID
NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC.

ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o SEC ID NO.: 30.
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La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
por lo menos 1 o por lo menos 2 o por lo menos 3 o por lo menos
4 o por lo menos 5 o por lo menos 6 alteraciones de aminoédcidos
en comparacién con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, por
ejemplo, en comparacidén con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11,
SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.:
19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID
NO.: 30.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 alteraciones de
aminoadcidos en comparacidén con la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje, por ejemplo en comparacién con la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19 o la SEC ID NO.: 20. Por ejemplo, la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener de aproximadamente 2 a
aproximadamente 25 alteraciones de aminodcidos en comparacién
con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, por ejemplo comparada
con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC 1ID
NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20 o SEC
ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo,
la variante de la enzima SHC/HAC puede tener de aproximadamente
3 a aproximadamente 20 alteraciones de aminodcidos en
comparacidédn con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, por ejemplo
en comparacién con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID

NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC
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ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.:
30. Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
de aproximadamente 4 a aproximadamente 15 alteraciones de
aminoadcidos en comparacidén con la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje, por ejemplo, en comparacidén con la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la variante de la enzima
SHC/HAC puede tener de aproximadamente 5 a aproximadamente 10
alteraciones de aminoacidos en comparacién con la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje, por ejemplo, en comparacidén con la
SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13,
SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30.

Las alteraciones de aminoédcidos pueden ser, por ejemplo,
inserciones, eliminaciones y/o sustituciones como se describid
anteriormente. Por ejemplo, las alteraciones de aminoéacidos
pueden ser sustituciones, por ejemplo, sustituciones no
conservadoras.

En algunas modalidades, las UGnicas alteraciones de
aminoadcidos en comparacidén con la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje (por ejemplo, en comparacién con la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29

o la SEC ID NO.: 30) son sustituciones (es decir, no hay
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inserciones ni eliminaciones).

Las alteraciones de aminodcidos se definen en relacién
con una secuencia de referencia. Una alteracidén de aminodcidos
con respecto a una secuencia de referencia significa que la
secuencia de aminoédcidos de la secuencia variante es diferente
a la secuencia de referencia.

A los aminodcidos en la secuencia de referencia y en la
secuencia variante se les puede asignar un nUmero, en donde la
numeracidén comienza con el aminodcido en el extremo N-terminal
del polipéptido (es decir, el aminocidcido en el extremo N-
terminal del polipéptido se numera 1, el siguiente aminoacido
tiene el numero 2, etc.). La “posicidén” de una secuencia de
referencia se refiere a un residuo de aminocdcido especifico
presente en la secuencia de referencia identificada por 1la
numeracidén especifica de los aminodcidos en la secuencia de
referencia. La “posicidén” de una secuencia variante se refiere
a un residuo de aminoacido especifico presente en la secuencia
variante como se identifica por la numeracidén especifica de
los aminodcidos en la secuencia variante.

Dado que la secuencia variante puede incluir eliminaciones
0 inserciones en comparacidén con la secuencia de referencia,
los aminodcidos de la secuencia variante pueden numerarse de
forma diferente a los mismos aminodcidos de la secuencia de
referencia. A modo de ejemplo, si se inserta un aminoacido

entre los aminodcidos 131 y 132 de la SEC ID NO.: 1, el
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aminoadcido que sigue a la insercidén tendrd la numeracidn 133
en la secuencia variante mientras conserva la numeracidén 132
en la secuencia de referencia. En este ejemplo, la posicidn de
la secuencia variante que corresponde a la posicidén 132 de la
secuencia de referencia es la posicidén 133. Por lo tanto, los
aminoadcidos en la secuencia variante que se han retenido de 1la
secuencia de referencia pueden definirse haciendo referencia a
la “posicidén correspondiente” de la secuencia de referencia.
En otras palabras, una “posicidén” en la secuencia variante
puede definirse por referencia a una “posicidn correspondiente”
en la secuencia de referencia. En particular, las sustituciones
en la secuencia variante en comparacidén con la secuencia de
referencia pueden definirse haciendo referencia a la “posicidn
correspondiente” de la secuencia de referencia a pesar de
cualquier insercidén vy/o eliminacidén en la secuencia de
referencia. Cuando se han eliminado los aminoacidos de una
secuencia de referencia, no existe una “posicidn
correspondiente” en la secuencia variante. Donde no hay
inserciones o eliminaciones en comparacidén con la secuencia de
referencia (es decir, solo hay sustituciones), la “posicidn
correspondiente” de la secuencia de referencia serd la misma
que la posicidén en la secuencia variante.

Las enzimas SHC/HAC de tipo salvaje de diferentes especies
tienen diferentes longitudes de polipéptido. Las secuencias de

tipo salvaje pueden alinearse usando algoritmos como se
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describidé anteriormente para identificar las ‘“posiciones
correspondientes” en dos enzimas SHC/HAC de tipo salvaje
diferentes. Por lo tanto, el aminodcido en una posicidén de la
secuencia variante correspondiente a una posicidén en una
secuencia de referencia puede, por ejemplo, ser un residuo de
aminodcido diferente y/o puede tener un numero diferente al de
la secuencia de referencia. A manera de ejemplo, el aminoéacido
M en la posicién 132 de AacSHC (SEC ID NO.: 1) puede
corresponder al aminodcido Y en la posicidédn 185 de ZmoSHC1 (SEC
ID NO.: 11).

Por lo tanto, la alteracidén de aminodcidos puede definirse
en relacidén con dos secuencias de referencia diferentes. Por
ejemplo, la alteracidén de aminodcidos puede ser un cambio en
comparacién con una primera secuencia de referencia (por
ejemplo, una secuencia de enzima SHC/HAC de tipo salvaje de la
que se deriva la variante) y la posicidén de la alteracidn de
aminodcidos en la secuencia de variante puede definirse por
referencia a una segunda secuencia de referencia (por ejemplo,
la AacSHC (SEC ID NO.: 1). Por lo tanto, la alteracidén de
aminodcidos en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
relativa a una primera enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicién definida por referencia a una segunda enzima SHC/HAC
de tipo salvaje.

La secuencia de aminoadcidos de la variante de la enzima

SHC/HAC tiene una o més alteraciones de aminoacidos con
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respecto a la secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en una posicidn seleccionada entre las posiciones
correspondientes a las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y
613 de la SEC ID NO.: 1. Por ejemplo, las alteraciones de
aminoacidos pueden estar en una o mas posiciones seleccionadas
de las posiciones correspondientes a las posiciones 81, 431,
557 y 613 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones de aminoé&cidos
pueden, por ejemplo, ser sustituciones, por ejemplo
sustituciones no conservadoras. La secuencia de aminodcidos de
la enzima SHC/HAC de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, SEC
ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC
ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28,
SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la secuencia
de tipo salvaje puede ser la SEC ID NO.: 1.

En algunas modalidades, la secuencia de aminoacidos de la
variante de la enzima SHC/HAC tiene una alteracidén de
aminodcidos con respecto a la secuencia de aminoadcidos de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidn correspondiente
a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 y por lo menos una
posicidédn correspondiente a la posicidédn 81, 431 o 613 de la SEC
ID NO.: 1. Las alteraciones de aminodcidos pueden ser, por
ejemplo, sustituciones, por ejemplo, sustituciones no
conservadoras. La secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, la SEC ID NO.: 1, SEC

ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
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SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la secuencia de tipo salvaje
puede ser la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener una alteracién de aminodcidos
en relacién con una secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje en una posicién correspondiente a la
posicién 557 de la SEC ID NO.: 1 y una posicidén correspondiente
a la posicidén 81, 431 o 613 de la SEC ID NO.: 1. Las
alteraciones de aminodcidos  pueden ser, por ejemplo,
sustituciones, por ejemplo sustituciones no conservadoras. La
secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
puede ser, por ejemplo, la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC
ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19,
SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.:
30. Por ejemplo, la secuencia de tipo salvaje puede ser la SEC
ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener alteraciones de aminodcidos
con respecto a una secuencia de aminocadcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidn correspondiente a la
posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 y dos posiciones seleccionadas
de las posiciones correspondientes a las posiciones 81, 431 y
613 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones de aminocacidos pueden

ser, por ejemplo, sustituciones, por ejemplo sustituciones no
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conservadoras. La secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la secuencia de tipo salvaje
puede ser la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener alteraciones de aminodcidos
con respecto a una secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje en una posicién correspondiente a la
posicién 557 de la SEC ID NO.: 1 y todas las posiciones
correspondientes a las posiciones 81, 431 y 613 de la SEC ID
NO.: 1. Las alteraciones de aminocdcidos pueden ser, por
ejemplo, sustituciones, por ejemplo, sustituciones no
conservadoras. La secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la secuencia de tipo salvaje
puede ser la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la variante
de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos con
respecto a la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en las ©posiciones correspondientes a las

posiciones 90 y 613 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones de
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aminodcidos pueden, por ejemplo, ser sustituciones, por ejemplo
sustituciones no conservadoras. La secuencia de aminoacidos de
la enzima SHC/HAC de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, SEC
ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC
ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28,
SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la secuencia
de tipo salvaje puede ser la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos con
respecto a la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en las ©posiciones correspondientes a las
posiciones 172 y 277 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones de
aminoacidos pueden, por ejemplo, ser sustituciones, por ejemplo
sustituciones no conservadoras. La secuencia de aminoacidos de
la enzima SHC/HAC de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, la
SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13,
SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la
secuencia de tipo salvaje puede ser la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la variante
de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos en
relacidén con la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 557 y 431 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones de

aminoacidos pueden, por ejemplo, ser sustituciones, por ejemplo
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sustituciones no conservadoras. La secuencia de aminodcidos de
la enzima SHC/HAC de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, la
SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13,
SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la
secuencia de tipo salvaje puede ser la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos con
respecto a la secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones de
aminoacidos pueden, por ejemplo, ser sustituciones, por ejemplo
sustituciones no conservadoras. La secuencia de aminodcidos de
la enzima SHC/HAC de tipo salvaje puede ser, por ejemplo, la
SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13,
SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 o SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la secuencia
de tipo salvaje puede ser la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos con
respecto a la secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en las ©posiciones correspondientes a las
posiciones 81, 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones
de aminodcidos pueden ser, por ejemplo, sustituciones, por

ejemplo, sustituciones no conservadoras. La secuencia de
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aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje puede ser,
por ejemplo, la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12,
SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.:
20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por
ejemplo, la secuencia de tipo salvaje puede ser la SEC ID NO.:
1.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos con
respecto a la secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 81, 431 y 557 de la SEC ID NO.: 1. Las alteraciones
de aminocdcidos pueden ser, por ejemplo, sustituciones, por
ejemplo, sustituciones no conservadoras. La secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje puede ser,
por ejemplo, SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12,
SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.:
20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por
ejemplo, la secuencia de tipo salvaje puede ser la SEC ID NO.:
1.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidédn 557 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente

(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
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tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminodcido (X) en la secuencia variante podria no ser 557.

El nuevo aminodcido (X) en la secuencia de aminodcidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicién correspondiente
a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 puede, por ejemplo, ser
Met, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminoadcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminoédcido hidrofilico neutro (es decir, Cys, Ser, Thr, Asn
0 Gln). Por ejemplo, el nuevo aminodcido en la variante de
enzima SHC/HAC puede ser treonina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidén 81 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminoacido (X) puede no ser 81.

El nuevo aminoacido (X) en la secuencia de aminoécidos

variante de la enzima SHC/HAC en una posicién correspondiente



10

15

20

25

97

a la posicién 81 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido basico (es decir, His, Lys o Arg). Por ejemplo,
el nuevo aminocdcido en la variante de la enzima SHC/HAC puede
ser histidina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminocdcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidédn correspondiente a la posicidén 90 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicdé anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminodcido (X) en la secuencia variante puede no ser 90.

El nuevo aminocédcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicién 90 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminoadcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido hidrofdébico (es decir, Met, Ala, Val, Leu, Ile).

Por ejemplo, el nuevo aminodcido en la variante de la enzima



10

15

20

25

98

SHC/HAC puede ser alanina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidén 172 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminodcido diferente
(X) . Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones y/o eliminaciones, la numeracidén del nuevo
aminoacido (X) en la secuencia variante puede no ser 172.

El nuevo aminocdcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 172 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido hidrofilico neutro (es decir, Cys, Ser, Thr, Asn,
Gln) . Por ejemplo, el nuevo aminoacido en la variante de enzima
SHC/HAC puede ser treonina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidén 277 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminocacido de la

enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminodcido diferente
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(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminoacido (X) en la secuencia variante puede no ser 277.

El nuevo aminodcido (X) en la secuencia de aminoédcidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicién correspondiente
a la posicidén 277 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido basico (es decir, His, Lys, Arg). Por ejemplo,
el nuevo aminocdcido en la variante de la enzima SHC/HAC puede
ser lisina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidédn 431 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidén del nuevo
aminodcido (X) puede no ser 431.

El nuevo aminodcido (X) en la secuencia de aminoacidos
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variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 431 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminoadcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido hidrofdébico (es decir, Met, Ala, Val, Leu o Ile).
Por ejemplo, el nuevo aminodcido en la variante de la enzima
SHC/HAC puede ser leucina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidén 613 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminodcido (X) puede no ser 613.

El nuevo aminocédcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicién 613 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser

un aminodcido hidrofilico neutro (es decir, Cys, Ser, Thr, Asn
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o Gln). Por ejemplo, el nuevo aminodcido en la variante de la
enzima SHC/HAC puede ser serina.

Los aminodcidos y posiciones en las secuencias de tipo
salvaje ZmoSHC1l, ZmoSHC2, BjpSHC, GmoSHC, TelSHC y ApaSHC1 (SEC
Ib NO.: 11, 12, 13, 14, 19 y 20 respectivamente) dque
corresponden a los aminodcidos de AacSHC (SEC ID NO.: 1) (por
ejemplo, los aminodcidos en las posiciones 81, 431, 557 y 613
de AacSHC) se muestran en la Figura 9A. Los aminodcidos y las
posiciones en las secuencias de tipo salvaje ZmoSHC1l, ZmoSHC2,
BjpSHC, GmoSHC, TelSHC, ApaSHC1l, BmeSHC, SalSHC y ApaSHCA (SEC
Ib NO.: 11, 12, 13, 14, 19, 20, 28, 29 y 30 respectivamente)
que corresponden a los aminodcidos de AacSHC (SEC ID NO.: 1)
(por ejemplo, los aminoadcidos en las posiciones 81, 431, 557 y
613 de AacSHC) se muestran en la Figura 9B.

Las posiciones de aminoécidos 81, 90, 132, 224, 172, 277,
431, 432, 557 y 613 en AacSHC de tipo salvaje estan resaltadas
con una letra Dblanca sobre un fondo negro. Los aminoacidos
directamente encima o debajo del aminodcido resaltado son, por
lo tanto, los aminoacidos y las posiciones en ZmoSHC2, BjaSHC,
GmoSHC, ApaSHC1l, ApaSHC1l, ZmoSHCl1l y TelSHC que corresponden a
las posiciones 81, 90, 132, 224, 172, 277, 431, 432, 557 y 613
de AacSHC (SEC ID NO.: 1). Por ejemplo, el aminodcido en BjaSHC,
GmoSHC, ApaSHCl y ZmoSHC1l que corresponde al aminodcido Y en
la posicidén 81 de AacSHC (SEC ID NO.: 1) es Y. El1l aminoéacido

en ZmoSHC2 y TelSHC que corresponde al aminodcido Y en la
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posicidén 81 de AacSHC (SEC ID NO.: 1) es F. La posicién 84 de
TelSHC es la posiciédn de TelSHC que corresponde a la posicidn
81 de AacSHC (SEC ID NO.: 1).

En algunas modalidades, una o mas de las alteraciones de
aminoadcidos originales en la variante de enzima 215G2 SHC/HAC
(en comparacidén con Aac SHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 1))
pueden conservarse en las nuevas variantes de enzima SHC/HAC
descritas en la presente. Las alteraciones de aminodcidos en
la variante de la enzima 215G2 SHC/HAC en comparacidédn con Aac
SHC de tipo salvaje fueron las sustituciones MI132R, A224V e
I432T (es decir, una sustitucién del residuo M en la posicidn
132 por un residuo R, una sustitucidén del residuo A en posicidn
224 por un residuo V, y una sustitucidén del residuo I en la
posicién 432 por un residuo T).

Por lo tanto, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener una o més alteraciones de
aminodcidos con respecto a la secuencia de aminoadcidos de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje en las posiciones
correspondientes a las posiciones 132, 224 y 432 de la SEC ID
NO.: 1. 1las alteraciones de aminocdcidos pueden ser, por
ejemplo, sustituciones.

Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener una, dos o tres alteraciones
de aminodcidos con respecto a la secuencia de aminoacidos de

la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en las posiciones
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seleccionadas para las posiciones correspondientes a las
posiciones 132, 224 y 432 de la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener alteraciones de amino&cidos
con respecto a la secuencia de aminoédcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 132 y 432 de la SEC ID NO.: 1.

Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener alteraciones de aminodcidos
con respecto a la secuencia de aminoédcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 132, 224 y 432 de la SEC ID NO.: 1.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidédn correspondiente a la posicidédn 132 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminodcido (X) en la secuencia variante puede no ser 132.

El nuevo aminodcido (X) en la secuencia de aminodcidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente

a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
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Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido bédsico (es decir, His, Lys o Arg). Por ejemplo,
el nuevo aminocdcido en la variante de la enzima SHC/HAC puede
ser arginina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicién correspondiente a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicdé anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminoadcido (X) en la secuencia variante puede no ser 224.

El nuevo aminocédcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminoacido hidrofébico (es decir, Met, Val, Leu o Ile). Por
ejemplo, el nuevo aminoadcido en la variante de la enzima

SHC/HAC puede ser valina.
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La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidédn 432 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminocacido de la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminodcido diferente
(X) . Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidén del nuevo
aminoacido (X) en la secuencia variante puede no ser 432.

El nuevo aminocdcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminoédcido hidrofilico neutro (es decir, Cys, Ser, Thr, Asn
o Gln). Por ejemplo, el nuevo aminoadcido en la variante de
enzima SHC/HAC puede ser treonina.

Los aminodcidos y posiciones en las secuencias de tipo
salvaje ZmoSHC1l, ZmoSHC2, BjpSHC, GmoSHC, TelSHC y ApaSHC1 (SEC
I NO.: 11, 12, 13, 14, 19 vy 20 respectivamente) que
corresponden a los aminodcidos de AacSHC (SEC ID NO.: 1) (por
ejemplo, en las posiciones 132, 224 y 432 de AacSHC) se muestran

en la Figura 9.
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Las variantes de la enzima SHC/HAC descritas en la
presente pueden, por ejemplo, tener ademds una O mas
alteraciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones) en
las otras posiciones de AacSHC identificadas en WO 2016/170099.

Por lo tanto, las variantes de la enzima SHC/HAC descritas
en la presente pueden tener una o© mas alteraciones de
aminoadcidos adicionales en comparacidén con la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 77, 92, 129, 579, 601 y/o 605 de la SEC ID NO.: 1.
Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener una
o mé&s sustituciones de aminoacidos en relacidén con la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje (por ejemplo, sustituciones
conservadoras ¢} no conservadoras) en las posiciones
correspondientes a las posiciones 77, 92, 129, 579, 601 y/o
605 de SEC ID NO.: 1.

La alteracién de aminocacidos en una posicién relativa a
la secuencia de aminoacidos de 1la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje en una posicidén correspondiente a la posicidén 77 de la
SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, una sustitucidédn del
aminodcido de 1la enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un
aminoadcido diferente (X). Como se indicd anteriormente, dado
que la secuencia de tipo salvaje puede tener una longitud
diferente a la SEC ID NO.: 1 y dado que la variante puede
comprender adicionalmente inserciones y/o eliminaciones, la

numeracidédn del nuevo aminodcido (X) en la secuencia variante
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puede no ser 77.

El nuevo aminodcido (X) en la secuencia de aminoédcidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicién 77 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminoadcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido hidrofdébico (es decir, Met, Ala, Val, Leu o Ile).
Por ejemplo, el nuevo aminodcido en la variante de la enzima
SHC/HAC puede ser alanina.

La alteracién de aminocdcidos en una posicién relativa a
la secuencia de aminoadcidos de 1la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje en una posicidén correspondiente a la posicidén 92 de la
SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, una sustitucidédn del
aminodcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje para un aminodcido diferente (X). Como se
indicé anteriormente, dado que la secuencia de tipo salvaje
puede tener una longitud diferente a la SEC ID NO.: 1 y dado
que la variante puede comprender adicionalmente inserciones
y/o eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoacido (X) en
la secuencia variante puede no ser 92.

El nuevo aminocacido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicién correspondiente
a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,

Met, Ala, Val, Leu, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
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Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminoadcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido hidrofébico (es decir, Met, Ala, Val, Leu o Ile).
Por ejemplo, el nuevo aminodcido en la variante de la enzima
SHC/HAC puede ser valina.

La alteracién de aminodcidos en una posicidédn relativa a
la secuencia de aminoédcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje en una posicidén correspondiente a la posicién 129 de
la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del
aminodcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje para un aminoacido diferente (X). Como se
indicé anteriormente, dado que la secuencia de tipo salvaje
puede tener una longitud diferente a la SEC ID NO.: 1 y dado
que la variante puede comprender adicionalmente inserciones
y/0o eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminoacido (X) en
la secuencia variante puede no ser 129.

El nuevo aminocédcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido hidrofébico (es decir, Met, Ala, Val, Leu o Ile).
Por ejemplo, el nuevo aminodcido en la variante de la enzima

SHC/HAC puede ser leucina.
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La alteracién de aminoacidos en una posicidédn relativa a
la secuencia de aminoédcidos de 1la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje en una posicidén correspondiente a la posicidédn 579 de
la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, una sustitucidédn del
aminodcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje para un aminoacido diferente (X). Como se
indicé anteriormente, dado que la secuencia de tipo salvaje
puede tener una longitud diferente a la SEC ID NO.: 1 y dado
que la variante puede comprender adicionalmente inserciones
y/0 eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminodcido (X) en
la secuencia variante puede no ser 579.

El nuevo aminocdcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 579 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido basico (es decir, His, Lys, Arg). Por ejemplo,
el nuevo aminocdcido en la variante de la enzima SHC/HAC puede
ser histidina.

La alteracién de aminoacidos en una posicidédn relativa a
la secuencia de aminoacidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje en una posicidén correspondiente a la posicién 601 de
la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, una sustitucidédn del

aminodcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
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de tipo salvaje para un aminodcido diferente (X). Como se
indicé anteriormente, dado que la secuencia de tipo salvaje
puede tener una longitud diferente a la SEC ID NO.: 1 y dado
que la variante puede comprender adicionalmente inserciones
y/0 eliminaciones, la numeracidén del nuevo aminodcido (X) en
la secuencia variante puede no ser 601.

El nuevo aminodcido (X) en la secuencia de aminoédcidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido aromédtico (es decir, Trp, Tyr, Phe). Por ejemplo,
el nuevo aminocdcido en la variante de la enzima SHC/HAC puede
ser tirosina.

La alteracién de aminocacidos en una posicién relativa a
la secuencia de aminoacidos de 1la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje en una posicidén correspondiente a la posicidén 605 de
la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo, una sustitucién del
aminoadcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje para un aminodcido diferente (X). Como se
indicé anteriormente, dado que la secuencia de tipo salvaje
puede tener una longitud diferente a la SEC ID NO.: 1 y dado
que la variante puede comprender adicionalmente inserciones

y/0 eliminaciones, la numeracidédn del nuevo aminodcido (X) en



10

15

20

25

111

la secuencia variante puede no ser 605.

El nuevo aminodcido (X) en la secuencia de aminoédcidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicién 605 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. Por ejemplo, el nuevo
aminoadcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido aromédtico (es decir, Trp, Tyr, Phe). Por ejemplo,
el nuevo aminocdcido en la variante de la enzima SHC/HAC puede
ser triptdéfano.

Las posiciones de los aminocdcidos en TelSHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 19), ApaSHC1 de tipo salvaje (SEC ID NO.:
20), ZmoSHC1l de tipo salvaje (SEC ID NO.: 11), ZmoSHC2 de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 12), secuencias de BjpSHC de tipo salvaje
(SEC ID NO.: 13) y de GmoSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 14)
que corresponden a las posiciones de aminoadcidos 81, 90, 132,
224, 172, 277, 431, 432, 557 y 613 en AacSHC de tipo salvaje
se resaltan con una letra blanca sobre un fondo negro en AacSHC
de tipo salvaje (SEC ID NO.: 1) en la Figura 9A.

Las posiciones de aminodcidos en TelSHC de tipo salvaje
(SEC ID NO.: 19), ApaSHCl1l de tipo salvaje (SEC ID NO.: 20),
ZmoSHC1 de tipo salvaje (SEC ID NO.: 11), ZmoSHC2 de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 12), BjpSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
13), GmoSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 14), Bme SHC de tipo

salvaje (SEC ID NO.: 28), SalSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
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29) y ApaSHCA de tipo salvaje (SEC ID NO.: 30) que corresponden
a las posiciones de aminoécidos 81, 90, 132, 224, 172, 277,
431, 432, 557 y 613 en AacSHC de tipo salvaje se resaltan con
una letra blanca sobre un fondo negro en AacSHC de tipo salvaije
(SEC ID NO.: 1) en la Figura 9B.

La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
una o mads alteraciones de aminodcidos adicionales con respecto
a la secuencia de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje en las posiciones correspondientes a las posiciones
37, 174 y/o 601 de la SEC ID NO.: 1 Por ejemplo, la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener una o mas sustituciones de
aminoacidos (por ejemplo, conservadoras o no conservadoras) en
relacidén con la secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 37, 174 y/o 601 de la SEC ID NO.: 1.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidén 37 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo

aminoacido (X) puede no ser 37.
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El nuevo aminoacido (X) en la secuencia de aminoécidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicién correspondiente
a la posicién 37 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Val, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminoadcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido hidrofilico neutro (es decir, Cys, Ser, Thr, Asn
o Gln), por ejemplo glutamina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidén 174 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminocdcido diferente
(X). Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones vy/o eliminaciones, la numeracidédn del nuevo
aminodcido (X) puede no ser 174.

El nuevo aminocédcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicién 174 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Leu, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu, His,
Lys, Arg, Gly, Pro, Trp, Tyr o Phe. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser

un aminodcido hidrofdébico (es decir, Met, Ala, Val, Leu o Ile),
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por ejemplo, isoleucina.

La alteracidén de aminodcidos con respecto a la secuencia
de aminoadcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicidén correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1
puede ser, por ejemplo, una sustitucidén del aminodcido de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje para un aminodcido diferente
(X) . Como se indicd anteriormente, dado que la secuencia de
tipo salvaje puede tener una longitud diferente a la SEC ID
NO.: 1 y dado que la variante puede comprender adicionalmente
inserciones y/o eliminaciones, la numeracidén del nuevo
aminoacido (X) puede no ser 601.

El nuevo aminocdcido (X) en la secuencia de aminoacidos
variante de la enzima SHC/HAC en una posicidén correspondiente
a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 puede ser, por ejemplo,
Met, Ala, Leu, Val, Ile, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln, Asp, Glu,
His, Lys, Arg, Gly, Pro, Trp o Tyr. Por ejemplo, el nuevo
aminodcido (X) en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
un aminodcido aromatico (es decir, Trp, Tyr, Phe), por ejemplo
tirosina.

Las posiciones de los aminodcidos en TelSHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 19), ApaSHC1 de tipo salvaje (SEC ID NO.:
20), ZmoSHC1l de tipo salvaje (SEC ID NO.: 11), ZmoSHC2 de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 12), BjpSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
13) y GmoSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 14) que corresponden

a las posiciones de aminoécidos 81, 90, 132, 224, 172, 277,
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431, 432, 557 y 613 en AacSHC de tipo salvaje se resaltan con
una letra blanca sobre un fondo negro en AacSHC de tipo salvaje
(SEC ID NO.: 1) en la Figura 9A.

Las posiciones de aminodcidos en TelSHC de tipo salvaje
(SEC ID NO.: 19), ApaSHCl de tipo salvaje (SEC ID NO.: 20),
ZmoSHC1 de tipo salvaje (SEC ID NO.: 11), ZmoSHC2 de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 12), BjpSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
13), GmoSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.: 14), Bme SHC de tipo
salvaje (SEC ID NO.: 28), SalSHC de tipo salvaje (SEC ID NO.:
29) y ApaSHCA de tipo salvaje (SEC ID NO.: 30) que corresponden
a las posiciones de aminoécidos 81, 90, 132, 224, 172, 277,
431, 432, 557 y 613 en AacSHC de tipo salvaje se resaltan con
una letra blanca en un fondo negro en AacSHC de tipo salvaje
(SEC ID NO.: 1) en la Figura 9B.

Se prevé cualquier combinacidén de las alteraciones de
aminodcidos descritas en la presente. En particular, se prevén
combinaciones de alteraciones de aminodcidos en posiciones
correspondientes a las combinaciones de alteraciones de
aminodcidos identificadas en AacSHC en la presente y en WO
2016/17009.

En algunas modalidades, la variante de la enzima SHC/HAC
es 1déntica a la SEC ID NO.: 1 excepto por las siguientes
sustituciones de aminoacidos:

(i) M132R, A224V, 1432T, A557T y H4331L (SEC ID NO.: 2);

(1i) MI132R, A224V, I432T, A557T y R613S (SEC ID NO.: 3); o
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(iii) M132R, A224v, 1432T, A557T, Y81H y R613S (SEC 1ID
NO.: 4); o

(iv) M132R, A224V, I432T, A557T, Y81H y H431L (SEC ID NO.:

(v) M132R, A224V, I432T, T90A y R613S (SEC ID NO.: 17); o

(vi) M132R, A224V, I432T, Al72T y M277K (SEC ID NO.: 18).

Las nuevas variantes de la enzima SHC/HAC pueden, por
ejemplo, tener una mayor actividad enzimatica para la
conversidén de EEH en (-)-Ambrox o la conversidén de BisEEH en
6xido de Ambra en comparacidédn con la enzima 215G2 SHC. E1
aumento de la actividad enzimatica puede referirse a cualquier
aspecto de la conversidén enzimética de EEH en (-)-Ambrox o la
conversidén enzimidtica de BisEEH en 6xido de Ambra, incluyendo,
por ejemplo, el aumento de la conversidn total de EEH o BisEEH,
el aumento de la tasa de conversidén de EEH o BisEEH (por
ejemplo, en las primeras 6 horas o en las primeras 12 horas de
reaccidén), aumento de la produccidén de (-)-BAmbrox u o6xido de
Ambra vy disminucién de la produccién de subproductos. E1
aumento de la actividad enzimdtica puede traducirse en un
aumento de la productividad en general, que puede definirse en
términos de (-)-Ambrox u 6xido de Ambra producido por litro de
capacidad de reaccidén y por hora de tiempo de bioconversidn, o
(=) —Ambrox u 6xido de Ambra producido por litros de capacidad
de reaccidén por hora de tiempo de reaccidn (es decir, tiempo

después de afiadir el sustrato) y por gramo de biocatalizador
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usado en la reaccidn.

Las nuevas variantes de la enzima SHC/HAC pueden, por
ejemplo, proporcionar una mayor conversiédn de EEH o BisEEH en
comparacién con la enzima 215G2 SHC. Por lo tanto, el proceso
descrito en la presente puede tener un mayor nivel de
conversién de EEH o BisEEH en comparacidén con el proceso que
usa la enzima 215G2 SHC. Las nuevas variantes de la enzima
SHC/HAC pueden, por ejemplo, proporcionar una mayor tasa de
conversidén de EEH o BisEEH en comparacién con la enzima 215G2
SHC. Por lo tanto, el proceso descrito en la presente puede
tener una mayor tasa de conversién de EEH o BisEEH en
comparacidén con la enzima 215G2 SHC.

Las nuevas variantes de enzimas SHC/HAC pueden, por
ejemplo, proporcionar una mayor tasa de conversidén de EEH o
BisEEH durante las primeras 4 horas o durante las primeras 6
horas o durante las primeras 8 horas o durante las primeras 12
horas o durante las primeras 24 horas de la reaccidén en
comparacién con la enzima 215G2 SHC. Por lo tanto, el proceso
descrito en la presente puede tener una mayor tasa de
conversién de EEH o BiskEEH durante las primeras 4 horas o
durante las primeras 6 horas o durante las primeras 8 horas o
durante las primeras 12 horas o durante las primeras 24 horas
de la reaccidén en comparacidén con la enzima 215G2 SHC. Esto
puede ser en comparacidn con el uso de ambas enzimas (es decir,

la nueva variante de enzima SHC/HAC y la enzima 215G2 SHC) en
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las mismas condiciones de reaccidén (por ejemplo, el mismo pH y
temperatura) o en comparacidédn con el uso de cada enzima en sus
condiciones de reaccidén optimizadas (por ejemplo, pH vy
temperatura optimizados) que pueden ser diferentes entre si.
Por ejemplo, la nueva variante de enzima SHC/HAC puede
convertirse o el ©proceso puede permitir por lo menos
aproximadamente 40% de conversiédn de EEH o BisEEH en las
primeras 12 horas de 1la reaccidén. Por ejemplo, la nueva
variante de enzima SHC/HAC puede convertir o el proceso puede
permitir por lo menos 45% o por lo menos 50% o por lo menos
55% o por lo menos 60% de conversién de EEH o BisEEH en las
primeras 12 horas de 1la reaccidén. Por ejemplo, la nueva
variante de enzima SHC/HAC puede convertirse o el proceso puede
permitir por lo menos aproximadamente 30% de conversidén de EEH
o BisEEH en las primeras 6 horas de la reaccién. Por ejemplo,
la nueva variante de enzima SHC/HAC puede convertir o el
proceso puede permitir por lo menos 35% o por lo menos 45% o
por lo menos 50% o por lo menos 55% de conversidén de EEH o
BisEEH en las primeras 12 horas de la reaccidén. Esto puede ser
en comparacidén con el uso de ambas enzimas (es decir, la nueva
variante de enzima SHC/HAC y la enzima 215G2 SHC) en las mismas
condiciones de reaccidn (por ejemplo, el mismo pH vy
temperatura) o en comparacidédn con el uso de cada enzima en sus
condiciones de reaccidén optimizadas (por ejemplo, pH vy

temperatura optimizados) que pueden ser diferentes entre si.
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La conversidén de EEH en (-)-Ambrox o BisEEH en O6xido de
Ambra puede, por ejemplo, determinarse usando una prueba de
actividad como se describid anteriormente y puede calcularse
como gramo de producto recuperable por gramo de materia prima
(que puede calcularse como un porcentaje tasa de conversidn
molar) .

Como se usa en la presente, cualgquier referencia en la
presente a una tasa de conversidn de 99%/100% para un sustrato
de homofarnesol en (-)-Ambrox o sustrato de bishomofarnesol en
6xido de Ambra es una referencia a una conversién de 99%/100%
del isdédmero capaz de convertirse en (-)-Ambrox u é6xido de Ambra
usando una enzima SHC/HAC o una variante de enzima.

La temperatura déptima para la variante de enzima SHC/HAC
puede, por ejemplo, ser igual o mayor a aproximadamente 35°C.
Por ejemplo, la temperatura éptima para la variante de enzima
SHC/HAC puede oscilar entre aproximadamente 40°C y
aproximadamente 50°C, por ejemplo, entre aproximadamente 42°C
y aproximadamente 48°C o entre aproximadamente 44°C vy
aproximadamente 46°C. Por ejemplo, la temperatura Optima de la
variante enzimdtica SHC/HAC puede ser de aproximadamente 45°C.
Los ©procesos para elaborar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra
descritos en la presente pueden llevarse a cabo a la
temperatura optima de la variante de enzima SHC/HAC.

El pH éptimo para la variante enzimdtica SHC/HAC puede,

por ejemplo, ser igual o mayor a aproximadamente 5.4. Por
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ejemplo, el pH Optimo para la variante de la enzima SHC/HAC
puede ser de aproximadamente 5.2 y 6.0, por ejemplo de
aproximadamente 5.4 a aproximadamente 5.8, por ejemplo de
aproximadamente 5.6 a aproximadamente 5.8. Por ejemplo, el pH
bptimo de 1la variante de enzima SHC/HAC puede ser de
aproximadamente 5.6 a aproximadamente 5.8. Los procesos para
elaborar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra descritos en la presente
pueden llevarse a cabo al pH é6ptimo de la variante de enzima
SHC/HAC.

La concentracién optima de dodecil sulfato de sodio (SDS)
en el medio de reaccidén de los procesos para elaborar (-)-
Ambrox u 6xido de Ambra descritos en la presente puede ser,
por ejemplo, de aproximadamente 0.010% p/p a aproximadamente
0.10% p/p cuando el sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se
usa a 4 g/L con células a una ODgsonm de 10. Por ejemplo, la
concentracién éoptima de SDS puede ser de aproximadamente 0.040%
p/p a aproximadamente 0.080% p/p, por ejemplo aproximadamente
0.050% p/p cuando el sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se
usa a 4 g/L con células a una ODgsonn de 10. La concentraciédn
6ptima de dodecil sulfato de sodio (SDS) en el medio de reaccidn
de los procesos para hacer (-)-Ambrox o el 6xido de Ambra
descrito en la presente puede, por ejemplo, ser de
aproximadamente 1.0% p/p a aproximadamente 1.5% p/p cuando el
sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a 125 g/L con 250

g/L de células. La concentracién éptima de dodecil sulfato de
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sodio (SDS) en el medio de reacciédn de los procesos para
fabricar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra descritos en la presente
puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0.45% p/p a
aproximadamente 0.85% p/p. por ejemplo, aproximadamente 0.65%
p/p cuando el sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a
125 g/L con 125 g/L de células. Por ejemplo, la concentracidn
bdptima de SDS puede ser de aproximadamente 1.2% p/p a
aproximadamente 1.4% p/p, por ejemplo, aproximadamente 1.3%
p/p cuando el sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a
125 g/L con 250 g/L de células.

Los procesos para elaborar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra
descritos en la presente pueden llevarse a cabo en el intervalo
de temperatura 6ptimo o la temperatura optima y/o el intervalo
de pH é6ptimo o el pH déptimo y/o el intervalo de concentracidn
bptimo de SDS o la concentracién de SDS éptima para la enzima
especifica usada, como se establece en la Tabla 7 o 9 u 11 en
los Ejemplos a continuacién.

Los siguientes ©péarrafos numerados definen aspectos
adicionales de la presente descripcién.

1. Un proceso para preparar (-)-Ambrox o una mezcla que
comprende (=) —Ambrox, el proceso comprende convertir
enzimdticamente (3E,7E)-homofarnesol (EEH) o una mezcla de
isémeros de homofarnesol que comprende EEH en (-)-Ambrox o una
mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una variante de la

enzima SHC/HAC, en donde la variante de la enzima SHC/HAC tiene
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una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos
aproximadamente 70% de identidad con una secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, y en donde
la secuencia de aminoédcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o mas alteraciones de aminocacidos con respecto a la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidén seleccionada de
las posiciones correspondientes a las posiciones 81, 90, 172,
277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

2. Un proceso para preparar 6xido de Ambra o una mezcla
que comprende 6xido de Ambra, el ©proceso que comprende
convertir enzimdticamente E,E-bishomofarnesol (BisEEH) o una
mezcla de isdmeros de bishomofarnesol que comprende BisEEH en
6xido de Ambra o una mezcla gque comprende 6xido de Ambra usando
un SHC/ variante de la enzima HAC, en donde la variante de la
enzima SHC/HAC tiene una secuencia de aminodcidos que tiene
por lo menos aproximadamente 70% de identidad con una secuencia
de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, y en donde
la secuencia de aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o mas alteraciones de amincdcidos con respecto a la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidén seleccionada de
las posiciones correspondientes a las posiciones 81, 90, 172,
277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

3. El1 proceso de cualquier péarrafo anterior, en donde la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje es la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.:

11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.:
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19 o SEC. ID. NO.: 20.

4. El1 proceso de cualquier péarrafo anterior, en donde la
variante de la -enzima SHC/HAC tiene wuna secuencia de
aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente de 90.0% o
por lo menos aproximadamente 95.0% de identidad con una
secuencia de aminoacidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

5. El proceso de cualquiera de los parrafos 1 a 4, en donde
la secuencia de aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene alteraciones de aminodcidos en relacidén con la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 90 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

6. E1 proceso de cualquiera de los parrafos 1 a 4, en donde
la secuencia de aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene alteraciones de aminodcidos en relaciédn con la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 172 y 277 de la SEC ID NO.: 1.

7. E1 proceso de cualquiera de los parrafos 1 a 4, en donde
la secuencia de aminodcidos variante de la enzima SHC/HAC tiene
una alteracidén de aminodcidos con respecto a la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje en una posicidén correspondiente a la posicidn
557 de la SEC ID NO.: 1 vy por lo menos una posicién
correspondiente a la posicidén 81, 431 o 613 de la SEC ID NO.: 1.

8. El1 proceso del parrafo 7, en donde la secuencia de
aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene

alteraciones de aminodcidos en relacidn con la enzima SHC/HAC
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de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 557 y 431 de la SEC ID NO.: 1.

9. El1 proceso del parrafo 7, en donde la secuencia de
aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene
alteraciones de aminoadcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

10. El1 proceso del parrafo 8 o 9, en donde la secuencia
de aminodcidos variante de 1la enzima SHC/HAC tiene una
alteracidén de aminodcidos con respecto a la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en una posicidédn correspondiente a la posicidn 81
de la SEC ID NO.: 1.

11. El1 proceso de cualquier péarrafo anterior, en donde
una o més, por ejemplo, todas las alteraciones de aminoécidos
en las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 son
sustituciones, por ejemplo, sustituciones no conservadoras.

12. El1 proceso de cualquier parrafo anterior, en donde:

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicién 81 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido basico, por ejemplo, histidina; y/o

la alteracidén de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 90 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo

salvaje por un aminocdcido hidrofébico, por ejemplo, alanina; y/o
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la alteracidn de aminodcidos en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 172 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 277 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un amincdcido basico, por ejemplo, lisina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 431 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofdébico, por ejemplo leucina;
y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un amincdcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteracidn de aminodcidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 613 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
serina.

13. E1l proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la
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secuencia de aminoédcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o mas alteraciones de aminodcidos adicionales en
relacidén con la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje seleccionada entre:

una alteracidén de un aminodcido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1;

una alteraciédén de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 224 de SEC ID NO.: 1; y

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1.

14. El1 proceso del parrafo 13, en donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido béasico, por ejemplo,
arginina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoadcido hidrofdbico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima

SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro,
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por ejemplo, treonina.

15. E1 proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la
secuencia de aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o mas alteraciones de aminodcidos adicionales en
relacidén con la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje seleccionada entre:

una alteraciédén de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 129 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidn 579 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 601 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicién
correspondiente a la posicidén 605 de la SEC ID NO.: 1.

16. El1 proceso del parrafo 15, en donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofébico, por
ejemplo, alanina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
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correspondiente a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdbico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoadcido hidrofdébico, por
ejemplo leucina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 579 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocdcido basico, por ejemplo
histidina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromatico, por
ejemplo tirosina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicién 605 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromdtico, por
ejemplo, triptdfano.

17. E1 proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la
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secuencia de aminoédcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o mas alteraciones de aminodcidos adicionales en
relacidén con la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje seleccionada de:

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 37 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteraciédén de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 174 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1.

18. El1 proceso del parrafo 17, en donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicién 37 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro,
por ejemplo glutamina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidédn 174 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoadcido hidrofdbico, por
ejemplo, isoleucina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima

SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromdtico, por
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ejemplo tirosina.

19. E1 proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la
variante de la -enzima SHC/HAC tiene wuna secuencia de
aminoadcidos seleccionada de la SEC ID NO.: 2, SEC ID NO.: 3,
SEC ID NO.: 4, SEC ID NO.: 5, SEC ID NO.: 17 o la SEC ID NO.:
18.

20. El proceso de cualquier parrafo anterior, en donde el
proceso comprende cultivar células hospederas recombinantes
que producen la variante de la enzima SHC/HAC.

21. El1 proceso del pérrafo 20, en donde la célula
hospedera recombinante comprende una secuencia de acido
nucleico que <codifica la enzima SHC/HAC, por ejemplo
seleccionada de la SEC ID NO.: 6, SEC ID NO.: 7, SEC ID NO.:
8, SEC ID NO.: 9, SEC ID NO.: 22 y la SEC ID NO.: 23.

22. El proceso de cualquier parrafo anterior, en donde (-
) —Ambrox se produce mezclado con por lo menos uno o mas de los

subproductos (II), (III) o (IV).

23. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores para preparar (-)-Ambrox o una
mezcla de reaccidn que comprende (-)-Ambrox, comprendiendo el

proceso convertir enzimdticamente (3E, 7E)-homofarnesol (EEH) o
una mezcla de isdmeros de homofarnesol que comprende EEH a (-
) —Ambrox o una mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una
variante de la enzima SHC/HAC, en donde la variante de la

enzima SHC/HAC tiene una secuencia de aminoadcidos que tiene
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por lo menos aproximadamente 70% de identidad con la SEC ID
NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID
NO.: 14, SEC ID NO.: 19 o la SEC ID NO.: 20, vy

en donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la
enzima SHC/HAC tiene una o méds alteraciones de aminoacidos con
respecto a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidn
seleccionada de las ©posiciones <correspondientes a las
posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.:
1

en donde la mezcla de isdmeros que comprende EEH se
selecciona de uno o mads de los siguientes grupos gque consisten
de [(3E,7E) v [(3Z,7E)] vy/o [(3E,7E) v (3E,72)] y/o [(3%,7E),
(3E,7E) v (3E,7Z2)] también designados como [EE:EZ], [EE:ZE] y
[EE:EZ:ZE] respectivamente.

24. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores para preparar 6xido de Ambra o una
mezcla que comprende 6xido de Ambra, el proceso que comprende
convertir enzimadticamente (E,E)-bishomofarnesol (EEH) o una
mezcla de isdmeros de bishomofarnesol que comprende BisEEH en
6xido de Ambra o una mezcla que comprende 6xido de Ambra usando
una variante de enzima SHC/HAC, en donde la variante de la
enzima SHC/HAC tiene una secuencia de aminodcidos que tiene
por lo menos aproximadamente 70% de identidad con la SEC ID
NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID

NO.: 14, SEC ID NO.: 19 o la SEC ID NO.: 20, vy
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en donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la
enzima SHC/HAC tiene una o mds alteraciones de aminodcidos con
respecto a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidn
seleccionada de las ©posiciones correspondientes a las
posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.:
1

en donde la mezcla de isdmeros que comprende BisEEH se
selecciona de uno o mads de los siguientes grupos gque consisten
de [(E,E) y [(Z2,E)] y/o [(E,E) y (E,Z2)] y/o [(Z,E), (E,E) y
(E,Z)] también designados como [EE:EZ], [EE:ZE] y [EE:EZ:ZE]
respectivamente.

25. (-)-Ambrox obtenido u obtenible por el proceso de
cualquier péarrafo anterior, por ejemplo en forma amorfa o
cristalina.

26. Oxido de Ambra obtenido u obtenible mediante el
proceso de cualquier parrafo anterior, por ejemplo, en forma
amorfa o cristalina.

27. Uso de (-)-Ambrox del parrafo 25 y/u 6xido de Ambra
del parrafo 26 como parte de una fragancia o un cosmético o un
producto de consumo.

28. Una fragancia o un cosmético o un producto de consumo
que comprende (-)-Ambrox del parrafo 25 y/o 6xido de Ambra del
parrafo 26.

29. Una variante de la enzima SHC/HAC gque tiene una

secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente



10

15

20

25

133

70% de identidad con una secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje, en donde la secuencia de aminoacidos
de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una o mas alteraciones
de aminodcidos con respecto a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
en una posicidén seleccionada de las posiciones correspondientes
a las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID
NO.: 1.

30. La variante de la enzima SHC/HAC del péarrafo 29, en
donde la enzima SHC/HAC de tipo salvaje es la SEC ID NO.: 1,
SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.:
14, SEC ID NO.: 19 o la SEC ID NO.: 20.

31. La variante de la enzima SHC/HAC del péarrafo 29 o 30,
en donde la variante de la enzima SHC/HAC tiene una secuencia
de aminocacidos que tiene por lo menos 90.0% o por lo menos
95.0% de identidad con una secuencia de aminoacido de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje.

32. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 31, en donde la secuencia de aminocdcidos de la
variante de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos
en relacidén con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en las
posiciones correspondientes a las posiciones 90 y 613 de la
SEC ID NO.: 1.

33. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 31, en donde la secuencia de aminodcidos de 1la

variante de la enzima SHC/HAC tiene alteraciones de aminodcidos



10

15

20

25

134

en relacidén con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en las
posiciones correspondientes a las posiciones 172 y 277 de la
SEC ID NO.: 1.

34. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 31, en donde la secuencia de aminoacidos de 1la
variante de la enzima SHC/HAC tiene una alteracidén de
aminodcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
en una posicidén correspondiente a la posicidén 557 de la SEC ID
NO.: 1 y por lo menos una posicidédn correspondiente a la posicidn
81, 431 o 613 de la SEC ID NO.: 1.

35. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 31, en donde la secuencia de aminocdcidos de la
variante de la enzima SHC/HAC tiene wuna alteracidén de
aminodcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
en las posiciones correspondientes a las posiciones 557 y 431
de la SEC ID NO.: 1.

36. La variante de enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 31, en donde la secuencia de aminocdcidos de la
variante de enzima SHC/HAC tiene una alteracidén de aminoédcido
relativa a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en las posiciones
correspondientes a las posiciones 557 y 613 de la SEC ID NO.:
1.

37. La variante de la enzima SHC/HAC del parrafo 35 o 36,
en donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la

enzima SHC/HAC tiene una alteracidén de aminodcidos en relacidn
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con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidn
correspondiente a la posicidén 81 de la SEC ID NO.: 1.

38. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 37, en donde una o méas, por ejemplo todas, las
alteraciones de aminodcidos en las posiciones 81, 90, 172, 277,
431, 557 o 613 son sustituciones, por ejemplo sustituciones no
conservadoras.

39. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 38, en donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicién 81 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido basico, por ejemplo, histidina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicién 90 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido hidrofdébico, por ejemplo, alanina;
y/o

la alteracidn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 172 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteraciodén de aminodcidos en una posicidén

correspondiente a la posicidén 277 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
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el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido basico, por ejemplo, lisina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 431 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofdébico, por ejemplo leucina;
y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 557 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 613 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
serina.

40. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 39, en donde la secuencia de aminocdcidos de la
variante de la enzima SHC/HAC tiene una o mas alteraciones de
aminoadcidos adicionales en relacidén <con la secuencia de
aminodcidos de SHC/HAC de tipo salvaje seleccionada de:

una alteracidén de un aminodcido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1;

una alteracién de aminoacido en una posicidn
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correspondiente a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1; vy

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1.

41. La variante de la enzima SHC/HAC del parrafo 40, en
donde:

la alteracién del aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido béasico, por ejemplo,
arginina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidédn 224 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoadcido hidrofdébico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro,
por ejemplo, treonina.

42. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 41, en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
variante de la enzima SHC/HAC tiene una o mas alteraciones de
aminoadcidos adicionales en relacidén <con la secuencia de

aminodcidos de SHC/HAC de tipo salvaje seleccionada de:



10

15

20

25

138

una alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 92 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteraciédén de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 579 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 605 de la SEC ID NO.: 1.

43. La variante de la enzima SHC/HAC del péarrafo 42, en
donde:

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicién 77 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdébico, por
ejemplo, alanina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofébico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
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correspondiente a la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdbico, por
ejemplo leucina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 579 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocdcido basico, por ejemplo
histidina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromatico, por
ejemplo, tirosina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 605 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromatico, por
ejemplo, triptdfano.

44, La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 43, en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
variante de la enzima SHC/HAC tiene una o mas alteraciones de
aminoadcidos adicionales en relacidén con la secuencia de
aminodcidos de SHC/HAC de tipo salvaje seleccionada de:

una alteracién de aminoacidos en una posicidn
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correspondiente a la posicidén 37 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 174 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1.

45. La variante de la enzima SHC/HAC del péarrafo 44, en
donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicién 37 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro,
por ejemplo glutamina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 174 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdébico, por
ejemplo, isoleucina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromético, por
ejemplo tirosina.

46. La variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los
parrafos 29 a 45, en donde la variante de la enzima SHC/HAC

tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada de la SEC ID
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NO.: 2, SEC ID NO.: 3, SEC ID NO.: 4, SEC ID NO.: 5, SEC 1ID
NO.: 17 y la SEC ID NO.: 18.

47. Una secuencia de &cido nucleico que codifica 1la
variante de la enzima SHC/HAC de cualquiera de los péarrafos 29
a 46.

48. La secuencia de &cido nucleico del péarrafo 47, en
donde la secuencia de acido nucleico se selecciona de la SEC
ID NO.: 6, SEC ID NO.: 7, SEC ID NO.: 8, SEC ID NO.: 9, SEC ID
NO.: 22 y la SEC ID NO.: 23.

49. Una construccidédn que comprende la secuencia de acido
nucleico del péarrafo 47 o 48.

50. Un vector que comprende la construccidén del parrafo
49.

51. Una célula hospedera recombinante que comprende la
secuencia de 4cido nucleico del ©péarrafo 47 o 48, la
construccién del parrafo 49 o el vector del péarrafo 50.

52. La célula hospedera recombinante del parrafo 51, en
donde la construccidén se integra en el genoma de la célula
hospedera.

53. La célula hospedera recombinante del parrafo 51 o 52,
en donde la célula hospedera recombinante se selecciona de
células hospederas procariotas, de levadura, vegetales y/o de
insectos.

54. La célula hospedera recombinante de cualquiera de los

parrafos 51 a 53, en donde la célula hospedera recombinante es
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una bacteria que tiene un género seleccionado de Escherichia,
Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus %
Lactococcus, por ejemplo, en donde la célula hospedera
recombinante es E. coli.

55. El proceso de acuerdo con cualquiera de los péarrafos
1-24 en donde 1la mezcla de isdmeros de homofarnesol que
comprende EEH comprende una mezcla de isdmeros EE:EZ.

56. El1 proceso de acuerdo con el parrafo 55 en donde la
mezcla de isdémeros EE:EZ estd en una proporcidén en peso de:
EE:EZ 90:10, EE:EZ 80:20;, EE:EZ 86:14; EE:EZ 70:30; EE:EZ
69:31; o EE:EZ 66:34 o la mezcla de isdmeros EE:EZ se selecciona
del grupo que consiste de: EE:EZ 90:10; EE:EZ 80: 20; EE:EZ
86:14; EE:EZ 70:30; EE:EZ 69:31; y EE:EZ 66:34.

57. E1 proceso de acuerdo con el parrafo 56 en donde la
mezcla de isbdmeros EE:EZ estd en una proporcidén en peso de
80:20.

58. El proceso de acuerdo con cualquiera de los parrafos
1 a 24 o cualquiera de los parrafos 55 a 57, en donde la
proporcién en peso del biocatalizador SHC/HAC a EEH o una
mezcla de isbdmeros de homofarnesol que comprende EEH (de
preferencia una mezcla de isdémeros EE:EZ en una relacidén en
peso de 80:20) estd en el intervalo de aproximadamente 0.5-2:1
0 aproximadamente de 0.25-2:1 o aproximadamente 0.1-2:1 o
aproximadamente 1:1 o aproximadamente 0.5:1.

59. El1 proceso de acuerdo con el parrafo 58 en donde la
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relacidén en peso del biocatalizador SHC/HAC a EEH o una mezcla
de isdbmeros de homofarnesol que comprende EEH (de preferencia
una mezcla de isdmeros EE:EZ en una relacidén en peso de 80:20)
estd en el intervalo de aproximadamente 1:1 o aproximadamente
0.5:1 o aproximadamente 0.1:1.

OTRAS ENZIMAS SHC/HAC Y VARIANTES DE ENZIMAS

Ademés, se ha descubierto sorprendentemente que las
variantes de la enzima SHC/HAC también actlan sobre otros
sustratos, tal como E,E-bishomofarnesol para elaborar
productos, tal como el 6xido de Ambra.

Ademéds, se ha encontrado sorprendentemente que ciertas
enzimas SHC de tipo salvaje proporcionan una selectividad
mejorada (es decir, méds alta) para EEH sobre otros isbdmeros de
homofarnesol en comparacidén con WT AacSHC.

Por lo tanto, se espera que mas enzimas SHC/HAC de tipo
salvaje y otras variantes de enzimas SHC/HAC de tipo salvaje
también proporcionen actividad enzimatica (por ejemplo,
actividad enzimatica mejorada) para la conversidédn de EEH en (-
) -Ambrox y/o para la conversidén de BisEEH a 6xido de Ambra.

Por lo tanto, se proporciona en la presente un proceso
para producir (-)-Ambrox mediante la conversidén enzimdtica de
EEH en (-)-Ambrox. También se proporciona en la presente un
proceso para fabricar 6xido de Ambra mediante la conversidn
enzimdtica de E,E-bishomofarnesol en 6éxido de Ambra. Estos

procesos pueden usar cualquier enzima SHC/HAC de tipo salvaje
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o variante de enzima descrita en la presente.

Ademés, en la presente se proporciona una enzima SHC/HAC
o una variante de la enzima SHC/HAC que tiene por lo menos
aproximadamente 70% de identidad <con una secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

En particular, se proporciona en la presente un proceso
para preparar (-)-Ambrox o una mezcla que comprende (-)-Ambrox,
el proceso comprende convertir enzimdticamente EEH o una mezcla
de isdémeros de homofarnesol que comprende EEH en (-)-Ambrox o
una mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una enzima SHC/HAC
o una variante de la enzima SHC/HAC gque tiene por lo menos
aproximadamente 70% de identidad «con una secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

En particular, se proporciona en la presente un proceso
para preparar 6xido de Ambra o una mezcla que comprende 6xido
de Ambra, el proceso comprende convertir enzimidticamente BisEEH
0 una mezcla de isbémeros de bishomofarnesol gue comprende
BisEEH en 6xido de Ambra o una mezcla que comprende 6xido de
Ambra usando una enzima SHC/HAC o una variante de la enzima
SHC/HAC que tiene por lo menos aproximadamente 70% de identidad
con una secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje.

La “selectividad” de una enzima o variante de enzima se
refiere a la capacidad de la enzima o variante de enzima para

reaccionar con un sustrato particular en comparacidén con otro
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sustrato. Por ejemplo, una enzima WT SHC o wuna variante
enzimatica de WT SHC que es selectiva para EEH sobre otros
isébmeros de homofarnesol o selectiva para BisEEH sobre otros
isémeros de bishomofarnesol significa que es méds probable que
la enzima WT SHC o la variante enzimdtica de WT SHC convierta
EEH que otros isdmeros del homofarnesol o para convertir BisEEH
en otros isdémeros de bishomofarnesol.

Por ejemplo, el % en peso del total de productos formados
como resultado de la reaccidn de la enzima WT SHC o la variante
enzimatica de WT SHC con EEH puede ser de por 1o menos
aproximadamente 1 punto porcentual mayor que el % en peso del
total de productos formados como resultado de la reaccidén de
WT AacSHC con EEH. Por ejemplo, el % en peso de los productos
totales formados como resultado de la reaccidédn de la enzima WT
SHC o la variante enzimatica de WT SHC con EEH puede ser por
lo menos aproximadamente de 2 o por lo menos aproximadamente
de 3 o por lo menos aproximadamente de 4 puntos porcentuales
mayor que el $ en peso del total de productos formados como
resultado de la reaccidén de WT AacSHC con EEH. Por ejemplo, el
% en peso de los productos totales formados como resultado de
la reaccidén de la enzima WT SHC o la variante enzimédtica de WT
SHC con EEH puede ser de hasta aproximadamente 40 o hasta
aproximadamente 30 o hasta aproximadamente 20 o Thasta
aproximadamente 15 o) hasta aproximadamente 10 puntos

o)

porcentuales més que el % en peso de los productos totales
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formados como resultado de la reaccidén de WT AacSHC con EEH.
Por ejemplo, el % en peso de los productos totales formados
como resultado de la reaccidn de la enzima WT SHC o la variante
enzimdtica de WT SHC con EEH pueden ser de aproximadamente 1 a
aproximadamente 40 o de aproximadamente 2 a aproximadamente 30
o) de aproximadamente 3 a aproximadamente 20 o) de
aproximadamente 4 a aproximadamente 10 puntos porcentuales
mayor que el $ en peso de los productos totales formados como
resultado de la reaccidén de WT AacSHC con EEH. Los productos
totales formados como resultado de la reaccidén de la enzima WT
SHC o variante enzimdtica de WT SHC o WT AacSHC o variante de
WT  AacSHC pueden, por ejemplo, comprender, consistir
esencialmente en compuestos de la fédrmula (I) ((-)-Ambrox) vy
la férmula (IV) descritos en la presente cuando se usa EEH como
sustrato. Los productos totales formados como resultado de la
reaccidén de la enzima WT SHC o variante enzimdtica de WT SHC o
WT AacSHC o la variante de WT AacSHC pueden, por ejemplo,
comprender, consistir esencialmente de o consistir de
compuestos de la férmula (X) y/o la férmula (XII) descrita en
la presente cuando se usa bisEEH como sustrato.

Por ejemplo, el % en peso de (-)-Ambrox formado usando la
enzima WT SHC o la variante enzimdtica de WT SHC puede, por
ejemplo, ser de por lo menos aproximadamente 1 punto porcentual

mayor que el $ en peso de (-)-Ambrox formado como un resultado

de la reaccidén de WT AacSHC con EEH. Por ejemplo, el % en peso
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de (-)-Ambrox formado como resultado de la reaccidén de la
enzima WT SHC o la variante enzimatica de WT SHC con EEH puede
ser de por lo menos aproximadamente 2 o por lo menos
aproximadamente 3 o por lo menos aproximadamente 4 puntos
porcentuales mayor que el $ en peso de (-)-Ambrox formado como
resultado de la reaccidén de WT AacSHC con EEH. Por ejemplo, el
% en peso de (-)-Ambrox formado como resultado de la reaccidn
de la enzima WT SHC o la variante enzimdtica de WT SHC con EEH
puede ser de hasta aproximadamente 40 o hasta aproximadamente
30 o hasta aproximadamente 20 o mas hasta aproximadamente 15 o

Q

hasta aproximadamente 10 puntos porcentuales mayor que el $ en

peso de (-)-Ambrox formado como resultado de la reaccidén de WT
AacSHC con EEH. Por ejemplo, el % en peso de (-)-Ambrox formado

como resultado de la reaccidédn de la enzima WT SHC o la variante
enzimdtica de WT SHC con EEH puede ser de aproximadamente 1 a
aproximadamente 40 o de aproximadamente 2 a aproximadamente 30
o) de aproximadamente 3 a aproximadamente 20 o de
aproximadamente 4 a aproximadamente 10 puntos porcentuales
mayor que el $ en peso de (-)-Ambrox formado como resultado de
la reaccidén de WT AacSHC con EEH.

La selectividad de wuna enzima WT SHC o una variante
enzimdtica de WT SHC también puede compararse con la
selectividad de WT AacSHC o wuna variante de WT AacSHC

comparando la relacidén de conversidn EEH:EZH (es decir, % de

conversiédn de EEH:% de conversién de EZH) o relacidén de
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conversidédn de DbisEEH:bisEZH (es decir, % de conversidén de
bisEEH:% de conversidén de bisEZH) de las reacciones gque usan
cada enzima. Esto puede determinarse midiendo la cantidad de
EEH y EZH o bisEEH y bisEZH que queda en la mezcla de reaccidn
cuando se ha completado la reaccidén. Alternativamente, la
selectividad de una enzima WT SHC o una variante enzimdtica de
WT SHC también puede compararse con la selectividad de WT
AacSHC o una variante de WT AacSHC comparando la relacidn de
los productos que surgen de la conversidén de EEH (compuestos
de las férmulas I y IV) y EZH (compuestos de las férmulas II y
ITTI) respectivamente o la conversiédn de bisEEH (compuestos de
la férmula X y XII) y bisEZH (XI y XIII) respectivamente.

La enzima SHC o la variante enzimadtica de WT SHC puede,
por ejemplo, proporcionar una relacidén de conversidn EEH:EZH
de por lo menos aproximadamente 2.0 en un proceso para fabricar
(-) -Ambrox a partir de una mezcla que comprende EEH y EZH. Por
ejemplo, la enzima WT SHC o la variante enzimdtica de WT SHC
puede proporcionar una relacidén de conversidn EEH:EZH de por
lo menos aproximadamente 2.5 o por lo menos aproximadamente
3.0 o por lo menos aproximadamente 3.5 en un proceso para
fabricar (-)-Ambrox a partir de una mezcla que comprende EEH y
EZH. Por ejemplo, la enzima WT SHC o la variante enzimdtica de
WT SHC puede proporcionar una relacidén de conversidédn EEH:EZH
de hasta aproximadamente 5.0 o hasta aproximadamente 4.5 o

hasta aproximadamente 4.0 en un proceso para fabricar (-)-
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Ambrox a partir de una mezcla que comprende EEH y EZH. Por
ejemplo, la enzima WT SHC o la variante enzimatica de WT SHC
puede proporcionar una relacidédn de conversidn EEH:EZH que varia
de aproximadamente 2.0 a aproximadamente 5.0 o de
aproximadamente 2.5 a aproximadamente 4.5 o de aproximadamente
3.0 a aproximadamente 4.0 en un proceso para hacer (-)-Ambrox
de una mezcla que comprende EEH y EZH. Esto puede, por ejemplo,
contrastar con la relacidén de conversidén proporcionada por
AacSHC en un proceso para elaborar (-)-Ambrox a partir de una
mezcla que comprende EEH y EZH, que puede, por ejemplo, ser
menor de aproximadamente 2.0.

La enzima SHC/HAC de tipo salvaje (por ejemplo, de la que
puede derivarse la variante de la enzima SHC/HAC) puede ser,
por ejemplo, una SHC obtenida de Alicyclobacillus
acidocaldarius (2ac), Zymomonas mobilis (Zmo), Bradyrhizobium
Jjaponicum (Bjp), Gluconobacter morbifer (Gmo), Burkholderia
ambifaria, Bacillus anthracis, Methylococcus capsulatus,
Frankia alni, Acetobacter pasteurianus (Apa) ,
Thermosynechococcus elongatus (Tel), Streptomyces coelicolor
(Sco), Rhodopseudomonas palustris (Rpa), Teredinibacter
tumerae (Ttu), Pelobacter carbinolicus (Pca), Tetrahymena
pyriformis (Tpy), Bacillus megaterium (Bme) o Streptomyces
albolongus (Sal) (ver, por ejemplo, WO 2010/139719, US
2012/01345477, WO 2012/066059, cuyo contenido se incorpora en

la presente por referencia).
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En particular, la enzima SHC/HAC de tipo salvaje (por
ejemplo, de la que puede derivarse la variante de la enzima
SHC/HAC) puede ser la enzima SHC/HAC de Alicyclobacillus
acidocaldarius (Rac), la enzima SHC/HAC de Zymomonas mobilis
(Zmo) , la enzima SHC/HAC de Zymomonas mobilis (Zmo), la enzima
SHC/HAC de Bradyrhizobium japonicum (Bjp/Bja), la enzima
SHC/HAC de Acetobacter pasteurianus (2Apa), la enzima SHC/HAC
de Bacillus megaterium (Bme) o la enzima SHC/HAC de
Gluconobacter morbifer (Gmo). En particular, la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje (por ejemplo, de la que puede derivarse la
variante de la enzima SHC/HAC) puede ser la enzima SHC/HAC de
Alicyclobacillus acidocaldarius (Aac).

Cuando la enzima WT SHC o la variante enzimatica de WT
SHC tiene una selectividad més alta para EEH sobre otros
isémeros de homofarnesol en comparacidén con AacSHC vy/o
variantes de AacSHC, la enzima SHC/HAC de tipo salvaje (por
ejemplo, de la cual la variante de la enzima SHC/HAC puede
derivarse) no es la enzima Alicyclobacillus acidocaldarius
(Aac) SHC/HAC. En particular, cuando la enzima WT SHC o la
variante enzimdtica de WT SHC tiene una mayor selectividad por
EEH que otros isdmeros de homofarnesol en comparacidédn con WT
AacSHC y/o variantes de WT AacSHC, la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje (por ejemplo, variante de la enzima SHC/HAC) puede
seleccionarse de TelSHC1l, ApaSHC1l, ZmoSHC1l, ZmoSHC2, BjaSHC,

GmoSHC BmeSHC, SalSHC, ApaSHCA. Por ejemplo, cuando la enzima
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WT SHC o la variante enzimadtica de WT SHC tiene una mayor
selectividad por EEH sobre otros isdémeros de homofarnesol en
comparacidn con WT AacSHC y/o variantes de WT AacSHC, la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje (por ejemplo, variante de la enzima
SHC/HAC) puede seleccionarse de ZmoSHC1, BjaSHC, GmoSHC,
ApaSHC1 y BmeSHC.

Para facilitar la referencia, la designacidén “AacSHC”
puede usarse para referirse a la enzima SHC/HAC de
Alicyclobacillus acidocaldarius (Rac), “ZmoSHC” puede usarse
para referirse a la enzima SHC/HAC de Zymomonas mobilis (Zmo),
“BjpSHC” o “BjaSHC” puede usarse para referirse a la enzima
Bradyrhizobium japonicum (Bjp) SHC/HAC, “GmoSHC” puede usarse
para referirse a 1la enzima Gluconobacter morbifer (Gmo)
SHC/HAC, “BmeSHC” puede usarse para referirse a Enzima SHC/HAC
de Bacillus megaterium.

La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima SHC/HAC
puede, por ejemplo, tener una secuencia de aminodcidos que
tiene por lo menos aproximadamente 70% de identidad con una
secuencia de aminocdcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.
Por ejemplo, la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima
SHC/HAC puede tener una secuencia de aminodcidos que tiene por
lo menos aproximadamente 75.0% o por lo menos aproximadamente
80.0% o por lo menos aproximadamente 85.0% o por lo menos
aproximadamente 90.0% o por lo menos aproximadamente 95.0% o

por lo menos aproximadamente 95.5% o por lo menos
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aproximadamente 96.5% o por lo menos aproximadamente 97.0% o
por lo menos aproximadamente 97.5% o por lo menos
aproximadamente 98.0% o por lo menos aproximadamente 98.5% o
por 1lo menos aproximadamente 99.0% de identidad con una
secuencia de aminodcido de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

La enzima SHC/HAC tiene una secuencia de aminodcidos que
tiene una identidad de 100% con una enzima SHC/HAC de tipo
salvaje.

La variante de la enzima SHC/HAC tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene menos de 100% de identidad, por ejemplo,
igual o menor de 99.5% o igual o menor de 99.0% de identidad
con una secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener

de aproximadamente 70.0% a aproximadamente 99.5% o de

aproximadamente 80.0% a aproximadamente 99.0% o de
aproximadamente 85.0% a aproximadamente 98.5% o) de

aproximadamente 90.0% a aproximadamente 98.0% de identidad con
una secuencia de aminocdcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje.

La secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje puede ser, por ejemplo, AacSHC (SEC ID NO.: 1), ZmoSHC1
(SEC ID NO.: 11), ZmoSHCZ2 (SEC ID NO.: 12), BjpSHC (SEC ID NO.:
13), GmoSHC (SEC ID NO.: 14), TelSHC (SEC ID NO.: 19), ApaSHCI1

(SEC ID NO.: 20), BmeSHC (SEC ID NO.: 28), SalSHC (SEC ID NO.:
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29) o ApaSHCA (SEC ID NO.: 30). Por ejemplo, la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje puede ser AacSHC (SEC ID NO.: 1).

Por lo tanto, en determinadas modalidades, la enzima
SHC/HAC o la variante de la enzima SHC/HAC puede tener una
secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente
70% de identidad con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID
NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC
ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.:
30. Por ejemplo, la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima
SHC/HAC tiene una secuencia de aminodcidos que tiene por 1lo
menos aproximadamente 75.0% o por lo menos aproximadamente
80.0% o por lo menos aproximadamente 85.0% o por lo menos

aproximadamente 90.0% o por lo menos aproximadamente 95.0% o

o°

por lo menos aproximadamente 95.5 o por lo menos

aproximadamente 96.5% o por lo menos aproximadamente 97.0% o

o°

por lo menos aproximadamente 97.5 o por lo menos
aproximadamente 98.0% o por lo menos aproximadamente 98.5% o
por lo menos aproximadamente 99.0% de identidad con la SEC ID
NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID
NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC
ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30.

Por ejemplo, la enzima SHC/HAC puede tener una secuencia
de aminodcidos que tiene una identidad de 100% con la SEC ID

NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13 SEC ID

NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC
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ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede, por
ejemplo, tener una secuencia de aminoacidos que tiene menos de
100% de identidad, por ejemplo, igual o menor de 99.5% o igual
o menor de 99.0% de identidad con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.:
11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13 SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.:
19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o SEC ID
NO.: 30.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
de aproximadamente 70.0% a aproximadamente 99.5% o de
aproximadamente 80.0% a aproximadamente 99.0% o) de
aproximadamente 85.0% a aproximadamente 98.5% o) de
aproximadamente 90.0% a aproximadamente 98.0% de identidad con
la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO: 11, SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 13
SEC ID NO: 14, SEC ID NO: 19, SEC ID NO: 20, SEC ID NO: 28,
SEC ID NO: 29 o la SEC ID NO.: 30.

El “porcentaje (%) de identidad” con respecto a una
secuencia polipeptidica o) de nucledtidos se define
respectivamente como el porcentaje de aminodcidos o nucledtidos
en una secuencia candidata que son idénticos a los aminoédcidos
o nucledétidos en la secuencia de referencia, después de alinear
la secuencia e introducir espacios, si es necesario, para
lograr el méaximo porcentaje de identidad de secuencia, y no
considerar ninguna sustitucidén conservadora como parte de la

identidad de secuencia. El alineamiento <con el fin de
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determinar el porcentaje de identidad de secuencia se puede
lograr de varias formas que estdn dentro de la experiencia en
la técnica, por ejemplo, usando elementos de programacidn
(“software”) de computadora disponible publicamente. Los
experimentados en la técnica pueden determinar los pardmetros
apropiados para medir la alineacidén, incluidos los algoritmos
necesarios para lograr la maxima alineacidén en toda la longitud
de las secuencias que se comparan. Los términos “polipéptido”
y “proteina” se usan 1indistintamente en la ©presente vy
significan cualquier cadena de aminodcidos unida a péptido,
independientemente de la longitud o la modificacién post-
traduccional.

La similitud de las secuencias de nucledbdtidos vy
aminodcidos, es decir, el porcentaje de identidad de secuencia,
se puede determinar mediante alineaciones de secuencias. Tales
alineamientos pueden llevarse a cabo con varios algoritmos
conocidos en la técnica, de preferencia con el algoritmo
matematico de Karlin and Altschul (Karlin & Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), con hmmalign

(paquete HMMER, http://hmmer.wustl.edu/) o con el algoritmo

CLUSTAL (Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. (1994)
Nucleic Acids Res. 22, 4673-80) disponible, por ejemplo, en

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ o el programa GAP

(algoritmo matemdtico de la Universidad de Iowa) o el algoritmo

matemdtico de Myers y Miller (1989 - Cabios 4: 11-17). Los
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parédmetros preferidos que se usan son los parametros
predeterminados, va que estéan configurados en

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.

El porcentaje de identidad de secuencia puede calcularse
usando, por ejemplo, BLAST, BLAT o BlastZ (o BlastX). Se
incorpora un algoritmo similar en los programas BLASTN y BLASTP
de Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215, 403-410. Las
btsquedas de polinucledétidos BLAST se pueden realizar con el
programa BLASTN, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12,
para obtener secuencias de polinucledtidos que sean hombdlogas
a los é&cidos nucleicos que codifican la proteina relevante.
Las buUsquedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el
programa BLASTP, puntuacidén = 50, longitud de palabra = 3, para
obtener secuencias de aminocdcidos hombélogas al polipéptido.

Para obtener alineaciones con huecos con fines
comparativos, se puede usar Gapped BLAST como se describe en
Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402. Al
usar los programas BLAST y Gapped BLAST, se usan los parametros
predeterminados de los respectivos programas. El andlisis de
coincidencia de secuencias puede complementarse con técnicas
de mapeo de homologia establecidas como Shuffle-LAGAN (Brudno
M., Bioinformatics 2003b, 19 Suppl 1: 154-162) o campos
aleatorios de Markov. Cuando se hace referencia a porcentajes
de identidad de secuencia en la presente solicitud, estos

porcentajes se calculan en relacidén con la longitud total de
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la secuencia més larga, si no se indica especificamente 1lo
contrario.

En modalidades particulares, el $ de identidad entre dos
secuencias se determina usando CLUSTAL O (versidén 1.2.4).

En determinadas modalidades, la wvariante de la enzima
SHC/HAC puede tener alteraciones iguales o menores a
aproximadamente 200 aminodcidos en comparacidén con la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje, por ejemplo, en comparacidén con la
SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13,
SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la variante
de la enzima SHC/HAC puede tener un valor igual o menor a
aproximadamente 150 o igual o menor a aproximadamente 120 o
igual o menor a aproximadamente 100 o igual o menor a
aproximadamente 95 o igual o menor a aproximadamente 90 o igual
0 menor de aproximadamente 85 o igual o menor de
aproximadamente 80 o igual o menor de aproximadamente 75 o
igual o menor de aproximadamente 70 o igual o menor de
aproximadamente 65 o igual o menor de aproximadamente 60 o
igual o menor de aproximadamente 55 o igual o menor de
aproximadamente 50 o igual o menor de aproximadamente 45 o
igual o menor de aproximadamente 40 o igual o menor de
aproximadamente 35 o igual o menor de aproximadamente 30 o
igual o menor de aproximadamente 25 o igual 1 o menor de

aproximadamente 20 o igual o menor de aproximadamente 15 o
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igual o menor de aproximadamente 10 alteraciones de aminoédcidos
en comparacién con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, por
ejemplo en comparacidén con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11,
SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.:
19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID
NO.: 30.

La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
por lo menos 1 o por lo menos 2 o por lo menos 3 o por lo menos
4 o por 1o menos 5 o por lo menos 6 alteraciones de aminodcidos
en comparacién con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, por
ejemplo en comparacién con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11,
SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.:
19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID
NO.: 30.

Por ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener
de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 alteraciones de
aminodcidos en comparacidén con la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje, por ejemplo en comparaciédn con la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la variante de la enzima
SHC/HAC puede tener de aproximadamente 2 a aproximadamente 25
alteraciones de aminoadcidos en comparacién con la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje, por ejemplo, en comparacidén con la

SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 1,
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SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.:
28, SEC ID NO.: 29 o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la variante
de enzima SHC/HAC puede tienen de aproximadamente 3 a
aproximadamente 20 alteraciones de aminodcidos en comparacidn
con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje, por ejemplo, en
comparacidén con la SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.:
12, SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.:
20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o SEC ID NO.: 30. Por
ejemplo, la variante de la enzima SHC/HAC puede tener desde
aproximadamente 4 a aproximadamente 15 alteraciones de
aminoadcidos en comparacidén con la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje, por ejemplo en comparacién con la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o la SEC ID NO.: 30. Por ejemplo, la variante de la enzima
SHC/HAC puede tener de aproximadamente 5 a aproximadamente 10
amino alteraciones &cidas en comparacidén con la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje, por ejemplo en comparacidén con la SEC ID NO.:
1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.:
14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.:
29 o la SEC ID NO.: 30.

Las alteraciones de aminocacidos pueden ser, por ejemplo,
inserciones, eliminaciones y/o sustituciones como se describid
anteriormente. Por ejemplo, las alteraciones de aminodcidos

pueden ser sustituciones, por ejemplo, sustituciones no
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conservadoras.

En algunas modalidades, las Unicas alteraciones de
aminoadcidos en comparacidén con la enzima SHC/HAC de tipo
salvaje (por ejemplo, en comparacién con la SEC ID NO.: 1, SEC
ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o la SEC ID NO.: 30) son sustituciones (es decir, no hay
inserciones ni eliminaciones).

Las alteraciones de aminodcidos se definen en relacidn
con una secuencia de referencia. Una alteracidén de aminoédcidos
con respecto a una secuencia de referencia significa que la
secuencia de aminodcidos de la secuencia variante es diferente
a la secuencia de referencia.

A los aminoédcidos en la secuencia de referencia y en la
secuencia variante se les puede asignar un numero, en donde la
numeracién comienza con el aminodcido en el extremo N-terminal
del polipéptido (es decir, el aminocdcido en el extremo N-
terminal del polipéptido se numera 1, el siguiente aminoacido
tiene el numero 2, etc.). La “posicidén” de una secuencia de
referencia se refiere a un residuo de aminodcido especifico
presente en la secuencia de referencia identificada por 1la
numeracidén especifica de los aminodcidos en la secuencia de
referencia. La “posicidén” de una secuencia variante se refiere
a un residuo de aminoécido especifico presente en la secuencia

variante como se identifica por la numeracidén especifica de
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los aminodcidos en la secuencia variante.

Dado que la secuencia variante puede incluir eliminaciones
0 inserciones en comparacidén con la secuencia de referencia,
los aminodcidos de la secuencia variante pueden numerarse de
forma diferente a los mismos aminodcidos de la secuencia de
referencia. A modo de ejemplo, si se inserta un aminoacido
entre los aminodcidos 131 y 132 de la SEC ID NO.: 1, el
aminoadcido que sigue a la insercidén tendrd la numeracidn 133
en la secuencia variante mientras conserva la numeracién 132
en la secuencia de referencia. En este ejemplo, la posiciédn de
la secuencia variante que corresponde a la posicién 132 de la
secuencia de referencia es la posicidén 133. Por lo tanto, los
aminoacidos en la secuencia variante que se han retenido de 1la
secuencia de referencia pueden definirse haciendo referencia a
la “posicidédn correspondiente” de la secuencia de referencia.
En otras palabras, una “posicidén” en la secuencia variante
puede definirse por referencia a una “posicidn correspondiente”
en la secuencia de referencia. En particular, las sustituciones
en la secuencia variante en comparacidén con la secuencia de
referencia pueden definirse haciendo referencia a la “posicidn
correspondiente” de la secuencia de referencia a pesar de
cualquier insercidén vy/o eliminacidén en la secuencia de
referencia. Cuando se han eliminado los aminodcidos de una
secuencia de referencia, no existe una “posicidn

correspondiente” en la secuencia variante. Donde no hay
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inserciones o eliminaciones en comparacidén con la secuencia de
referencia (es decir, solo hay sustituciones), la “posicidn
correspondiente” de la secuencia de referencia serd la misma
que la posicidén en la secuencia variante.

Las enzimas SHC/HAC de tipo salvaje de diferentes especies
tienen diferentes longitudes de polipéptido. Las secuencias de
tipo salvaje pueden alinearse usando algoritmos como se
describid anteriormente para identificar “posiciones
correspondientes” en dos enzimas SHC/HAC de tipo salvaje
diferentes. Por lo tanto, el aminodcido en una posicidén de la
secuencia variante correspondiente a una posicién en una
secuencia de referencia puede, por ejemplo, ser un residuo de
aminoadcido diferente y/o puede tener un numero diferente al de
la secuencia de referencia. A modo de ejemplo, el aminoacido M
en la posicidédn 132 de AacSHC (SEC ID NO.: 1) puede corresponder
al aminodcido Y en la posicidén 185 de ZmoSHC1 (SEC ID NO.: 11).

Por lo tanto, la alteracidén de aminodcidos puede definirse
en relacidén con dos secuencias de referencia diferentes. Por
ejemplo, la alteracidén de aminodcidos puede ser un cambio en
comparacién con una primera secuencia de referencia (por
ejemplo, una secuencia de enzima SHC/HAC de tipo salvaje de la
que se deriva la variante) y la posicién de la alteracidn de
aminoadcidos en la secuencia de variante puede definirse por
referencia a una segunda secuencia de referencia (por ejemplo,

la AacSHC (SEC ID NO.: 1)). Por lo tanto, la alteracidén de
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aminodcidos en la variante de la enzima SHC/HAC puede ser
relativa a una primera enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una
posicién definida por referencia a una segunda enzima SHC/HAC
de tipo salvaje.

La variante de la enzima SHC/HAC puede, por ejemplo, tener
una o més de las sustituciones especificas, o combinaciones de
sustituciones, definidas anteriormente con referencia a la SEC
ID NO.: 1.

En particular, la variante de la enzima SHC/HAC puede
tener una o mads de las sustituciones especificas, o)
combinaciones de sustituciones, en una o mas posiciones
correspondientes a las posiciones 77, 81, 90, 92, 129, 132,
172, 224, 277, 431, 432, 557, 579, 601, 605 y 613 de la SEC ID
NO.: 1.

Cada una de estas sustituciones puede, por ejemplo, ser
independientemente como se definié anteriormente en las
subsecciones tituladas “Wariantes de Aac 215G2” vy “Otras
variantes con nuevas mutaciones en las posiciones
correspondientes a las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 y
613 de la SEC ID NO.: 1”.

En particular, la variante de la enzima SHC/HAC puede
tener una o mas de las siguientes combinaciones de
sustituciones:

(1) sustituciones en las posiciones correspondientes a

las posiciones 132, 224 y 432 de la SEC ID NO.: 1;
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(i1i) sustituciones en las posiciones correspondientes
posiciones 132, 224, 432, 557 y 431 de la SEC ID NO.: 1;
(i1i) sustituciones en las posiciones correspondientes
posiciones 132, 224, 432, 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1;

(iv) sustituciones en las posiciones correspondientes

posiciones 132, 224, 432, 557, 81 y 613 de la SEC ID NO.:

(v) sustituciones en las posiciones correspondientes

posiciones 132, 224, 432, 557, 81 y 431 de la SEC ID NO.:

(vi) sustituciones en las posiciones correspondientes
posiciones 132, 224, 432, 90 y 613 de la SEC ID NO.: 1;

(vii) sustituciones en las posiciones correspondientes
posiciones 132, 224, 432, 172 y 277 de la SEC ID NO.: 1;

(viii) sustituciones en las posiciones correspondientes
posiciones 132, 224, 432 y 37 de la SEC ID NO.: 1;

(ix) sustituciones en las posiciones correspondientes
posiciones 132, 224, 432 y 174 de la SEC ID NO.: 1;

(x) sustituciones en las posiciones correspondientes
posiciones 132, 224, 432, 174 y 601 de la SEC ID NO.: 1;

(x1i) sustituciones en las posiciones correspondientes

posiciones 132, 224, 432, 37, 174 y 601 de la SEC ID NO.

a

En algunas modalidades, la variante de la enzima SHC/HAC

1 excepto por las siguientes
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sustituciones de amino&cidos:
(i) M132R, A224V, I432T, A557T y H431L (SEC ID NO.: 2); o

(ii) M132R, A224Vv, I432T, AS57T y R613S (SEC ID NO.: 3);

(iii) M132R, A224Vv, 14327, A557T, Y81lH y R613S (SEC 1ID
NO.: 4); o

(iv) M132R, A224V, I432T, A557T, Y81H y H431L (SEC ID NO.:

5); o
(v) M132R, A224V, I432T, T90A y R613S (SEC ID NO.: 17); o
(vi) M132R, A224V, I432T, Al72T y M277K (SEC ID NO.: 18);
o
(vii) M132R, A224V, I432T y L37Q (SEC ID NO.: 24); o
(viii) MI132R, A224V, I1I432T, V1741 (SEC ID NO.: 25); o
(ix) MI132R, A224V, 14327, V1741 y F60lY (SEC ID NO.: 26);
o
(x) M132R, A224V, 1432T, L37Q, V1741 y F60lY (SEC ID NO.:
27) .

Los siguientes ©péarrafos numerados definen aspectos
adicionales de la presente descripcidn:

1. Un proceso para preparar (-)-Ambrox o una mezcla que
comprende (=) —Ambrox, el proceso comprende convertir
enzimdticamente (3E,7E)-homofarnesol (EEH) o una mezcla de
isémeros de homofarnesol que comprende EEH en (-)- Ambrox o
una mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una enzima SHC/HAC

o una variante de la enzima SHC/HAC,
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en donde la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima
SHC/HAC tiene una secuencia de aminodcidos que tiene por 1lo
menos aproximadamente 70% de identidad con una secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje,

en donde la enzima WT SHC/HAC tiene una mayor selectividad
por EEH sobre otros isdmeros de homofarnesol.

2. Un proceso para preparar 6xido de Ambra o una mezcla
que comprende 6xido de Ambra, el proceso Jque comprende
convertir enzimdticamente E,E-bishomofarnesol (BisEEH) o una
mezcla de isdmeros de bishomofarnesol que comprende BisEEH en
6xido de Ambra o una mezcla gque comprende 6xido de Ambra usando
una enzima SHC/HAC o una variante de la enzima SHC/HAC, en
donde la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una secuencia de aminoacidos gque tiene por lo menos
aproximadamente 70% de identidad «con una secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

3. Un proceso para preparar (-)-Ambrox o una mezcla que
comprende (-) —Ambrox, el proceso comprende convertir
enzimdticamente 3E, 7E-homofarnesol (EEH) o wuna mezcla de
isémeros de homofarnesol que comprende EEH en (-)-Ambrox o una
mezcla que comprende (-)-Ambrox usando una enzima SHC/HAC o
una variante de la enzima SHC/HAC,

en donde la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima
SHC/HAC tiene una secuencia de aminodcidos que tiene por 1lo

menos aproximadamente 70% de identidad con la SEC ID NO.: 1,
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SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12. SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.:
14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.:
29 o SEC ID NO.: 30; y

en donde la mezcla de isdmeros que comprende EEH se
selecciona de uno o mas de los siguientes grupos que consisten
de [(3E,7E) v [(3Z,7E)] vy/o [(3E,7E) v (3E,72)] vy/o [(3%,7E),
(3E,7E) v (3E,7Z)] también designados como [EE:EZ], [EE:ZE] y
[EE:EZ:ZE] respectivamente.

4. Un proceso para preparar 6xido de Ambra o una mezcla
que comprende 6xido de Ambra, el ©proceso que comprende
convertir enzimdticamente E,E-bishomofarnesol (BisEEH) o una
mezcla de isdmeros de bishomofarnesol que comprende BisEEH en
6xido de Ambra o una mezcla gque comprende 6xido de Ambra usando
una enzima SHC/HAC o una variante de la enzima SHC/HAC, en
donde la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una secuencia de aminocacidos gque tiene por lo menos
aproximadamente 70% de identidad con la SEC ID NO.: 1, SEC ID
NO.: 11, SEC ID NO.: 12. SEC ID NO.: 13, SEC ID NO.: 14, SEC
ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29 o
la SEC ID NO.: 30; vy

en donde la mezcla de isdmeros que comprende EEH se
selecciona de uno o mas de los siguientes grupos que consisten
de [(E,E) y [(Z,E)] y/o [(E,E) y (E,Z)] y/o [(Z,E), (E,E) vy
(E,Z)] también designados como [EE:EZ], [EE:ZE] y [EE:EZ:ZE]

respectivamente.
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5. El proceso del parrafo 1 o 3, en donde la enzima SHC/HAC
tiene una mayor selectividad por EEH sobre otros isdmeros de
homofarnesol en comparacidén con la de WT AacSHC.

6. El proceso de cualquiera de los parrafos 1, 3 o 5, en
donde % en peso de los productos totales formados como
resultado de la reaccidén de la enzima SHC/HAC o la variante de
enzima con EEH es por lo menos aproximadamente 1 punto
porcentual, por ejemplo en por 1lo menos aproximadamente 2
puntos porcentuales o por 1lo menos aproximadamente 3 puntos
porcentuales superior al % en peso de los productos totales
formados como resultado de la reaccidédn de AacSHC con EEH.

7. E1 proceso de cualquiera de los péarrafos 1, 3, 5 o 6,
en donde la relacidén de conversidén EEH:EZH es por lo menos
aproximadamente 2.0, por ejemplo, por lo menos aproximadamente
2.5 o por lo menos aproximadamente 3.0.

8. El1 proceso de cualgquiera de los parrafos 1 a 7, en
donde la enzima SHC/HAC de tipo salvaje se obtiene de

Alicyclobacillus acidocaldarius (Rac), Zymomonas mobilis

(Zmo) , Bradyrhizobium japonicum (Bjp), Gluconobacter morbifer

(Gmo) , Burkholderia ambifaria, Bacillus anthracis,
Methylococcus capsulatus, Frankia alni, Acetobacter
pasteurianus (Apa), Thermosynechococcus elongatus (Tel),

Streptomyces coelicolor (sco), Rhodopseudomonas palustris
(Rpa), Teredinibacter turnerae (Ttu), Pelobacter carbinolicus

(Pca), Tetrahymena  pyriformis, Bacillus megaterium o
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Streptomyces albolongus.

9. El1 proceso de cualquiera de los parrafos 1 a 8, en
donde la enzima SHC/HAC de tipo salvaje es la SEC ID NO.: 1,
SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 1, SEC ID NO.: 14,
SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC ID NO.: 29
o la SEC ID NO.: 30, por ejemplo, en donde la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje es la SEC ID NO.: 1.

10. El1 proceso del parrafo 1, en donde la mezcla de
isébmeros de homofarnesol se selecciona de una o més de las
siguientes mezclas: [(32,72), (3E,72), (3Z2,7E) vy (3E,7E)],
[(3Z2,7E), (3E/7E) vy (3E,72)1, [(3z,78E) yv (3E,7E)], [(3Z,7E),
(3E,7Z)]1 y/o [(3E,7E) vy (3E,72)].

11. El proceso de cualquier parrafo anterior, en donde el
proceso usa un agente solubilizante seleccionado de Triton X-
100, Tween 80, taurodesoxicolato, taurodesoxicolato de sodio,
dodecil sulfato de sodio (SDS) y/o lauril sulfato de sodio
(SLS) .

12. El1 proceso de cualquiera de los parrafos 1 a 11, en
donde la variante de la enzima SHC/HAC tiene una secuencia de
aminodcidos que tiene por lo menos 90.0% o por lo menos 95.0%
de identidad con una secuencia de aminoadcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje.

13. E1l proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la
secuencia de aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC

tiene una alteracidén de aminodcidos con respecto a la enzima
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SHC/HAC de tipo salvaje en una o mas posiciones seleccionadas
de las posiciones correspondientes a las posiciones 81, 90,
172, 277, 431, 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

14. E1 proceso de cualquiera de los parrafos 1 a 13, en
donde la secuencia de aminodacidos de la variante de la enzima
SHC/HAC tiene alteraciones de aminoadcidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 90 y 613 de la SEC ID NO.:
1.

15. El1 proceso de cualgquiera de los péarrafos 1 a 13, en
donde la secuencia de aminodcidos de la variante de la enzima
SHC/HAC tiene alteraciones de aminoadcidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones 172 y 277 de la SEC ID NO.:
1.

16. El1 proceso de cualquiera de los péarrafos 1 a 13, en
donde la secuencia de aminoacidos de la variante de la enzima
SHC/HAC tiene una alteracidén de aminodcido con respecto a la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje en una posicidn correspondiente
a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 y por lo menos una
posicidédn correspondiente a la posicidédn 81, 431 o 613 de la SEC
ID NO.: 1.

17. E1 proceso del péarrafo 16, en donde la secuencia de
aminoadcidos variante de la enzima SHC/HAC tiene una alteracidn
de aminodcidos con respecto a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
en las posiciones correspondientes a las posiciones 557 y 431

de la SEC ID NO.: 1.



10

15

20

25

171

18. E1 proceso del péarrafo 16, en donde la secuencia de
aminodcidos variante de la enzima SHC/HAC tiene una alteracidn
de aminodcidos con respecto a la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
en las posiciones correspondientes a las posiciones 557 y 613
de la SEC ID NO.: 1.

19. E1 proceso del parrafo 17 o 18, en donde la secuencia
de aminodcidos de la wvariante de la enzima SHC/HAC tiene una
alteracidédn de aminocdcidos con respecto a la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en una posicidédn correspondiente a la posicidn 81
de la SEC ID NO.: 1.

20. El1 proceso de cualquier péarrafo anterior, en donde
una o més, por ejemplo todas, las alteraciones de aminoécidos
en las posiciones 81, 90, 172, 277, 431, 557 o 613 son
sustituciones, por ejemplo, sustituciones no conservadoras.

21. El proceso de cualquier parrafo anterior, en donde:

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 81 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un amincdcido basico, por ejemplo, histidina; vy/o

la alteracidn de aminodcidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 90 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofdébico, por ejemplo, alanina;
y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
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correspondiente a la posicién 172 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 277 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un amincdcido basico, por ejemplo, lisina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 431 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofdébico, por ejemplo leucina;
y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un amincdcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteracidn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 613 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
serina.

22. E1 proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la

secuencia de aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
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tiene una o més alteraciones de aminodcidos en relacidén con la
secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo salvaje
seleccionada de:

una alteracidén de un aminodcido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1;

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1; vy

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1.

23. El proceso del parrafo 22, en donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido basico, por ejemplo,
arginina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdébico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro,

por ejemplo, treonina.
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24. E1 proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la
secuencia de aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una o més alteraciones de aminoadcidos en relacidén con la
secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo salvaje
seleccionada de:

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 579 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracidén de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidn 601 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 605 de la SEC ID NO.: 1.

25. El1 proceso del parrafo 24, en donde:

la alteracidn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicién 77 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdbico, por
ejemplo, alanina; y/o

la alteracién del aminoacido en una posicidn

correspondiente a la posicidédn 92 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
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el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje para un aminoacido hidrofdébico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminoidcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofébico, por
ejemplo leucina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 579 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocdcido basico, por ejemplo
histidina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromdtico, por
ejemplo, tirosina; y/o

la alteracidn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 605 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromdtico, por
ejemplo, triptdfano.

26. E1 proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la

secuencia de aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC
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tiene una o mas alteraciones de aminodcidos adicionales en
relacidén con la secuencia de aminodcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje seleccionada de:

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 37 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 174 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1.

27. E1l proceso del parrafo 26, en donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicién 37 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro,
por ejemplo glutamina; y/o la alteracidn de aminodcidos en una
posicidén correspondiente a la posicidén 174 de la SEC ID NO.: 1
sustituye el aminodcido de la secuencia de aminodcidos de 1la
enzima SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoadcido hidrofébico,
por ejemplo, isoleucina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicién 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromdtico, por
ejemplo tirosina.

28. El proceso de cualquier parrafo anterior, en donde la
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variante de la enzima SHC/HAC tiene wuna secuencia de
aminoacidos seleccionada de la SEC ID NO.: 2, SEC ID NO.: 3,
SEC ID NO.: 4, SEC ID NO.: 5, SEC ID NO.: 17, SEC ID NO.: 18,
SEC ID NO.: 24, SEC ID NO.: 25, SEC ID NO.: 26 y la SEC ID NO.:
27.

29. El proceso de cualquier parrafo anterior, en donde el
proceso comprende cultivar células hospederas recombinantes
que producen la variante de la enzima SHC/HAC.

30. El1 proceso del parrafo 29, en donde la célula
hospedera recombinante comprende una secuencia de &acido
nucleico que codifica la enzima SHC/HAC, por ejemplo
seleccionada de la SEC ID NO.: 6, SEC ID NO.: 7, SEC ID NO.:
8, SEC ID NO.: 9, SEC ID NO.: 22 o la SEC ID NO.: 23.

31. El proceso de cualquier parrafo anterior, en donde (-
) —Ambrox se produce mezclado con por lo menos uno o mas de los
subproductos (II), (III) o (IV).

32. (-)-Ambrox obtenido u obtenible mediante el proceso
de cualquiera de los parrafos anteriores, por ejemplo, en forma
amorfa o cristalina.

33. Oxido de Ambra obtenido u obtenible mediante el
proceso de cualquier parrafo anterior, por ejemplo, en forma
amorfa o cristalina.

34. Uso de (-)-Ambrox del parrafo 32 y/u 6xido de Ambra
del pérrafo 33 como parte de una fragancia o un cosmético o un

producto de consumo.
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35. Una fragancia o un cosmético o un producto de consumo
que comprende (-)-Ambrox del parrafo 32 y/u 6xido de Ambra del
parrafo 33.

36. Una enzima SHC/HAC o una variante de la enzima SHC/HAC
que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos
aproximadamente 70% de identidad con una secuencia de
aminodcidos de la enzima SHC/HAC de tipo salvaje.

37. La enzima SHC/HAC o variante de enzima del péarrafo
36, en donde la enzima SHC/HAC de tipo salvaje es la SEC ID
NO.: 1, SEC ID NO.: 11, SEC ID NO.: 12, SEC ID NO.: 13, SEC ID
NO.: 14, SEC ID NO.: 19, SEC ID NO.: 20, SEC ID NO.: 28, SEC
ID NO.: 29 o SEC ID NO.: 30, por ejemplo, la SEC ID NO.: 1.

38. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima del
parrafo 36 o 37, en donde la variante de la enzima SHC/HAC
tiene una secuencia de aminocacidos gque tiene por lo menos
aproximadamente 90.0% o por lo menos aproximadamente 95.0% de
identidad con una secuencia de aminodcidos de la enzima SHC/HAC
de tipo salvaje.

39. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 38, en donde la secuencia de
aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una
alteracidén de aminoadcidos en relacidn con la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en una o mas posiciones seleccionadas de las
posiciones correspondientes a las posiciones 81, 90, 172, 277,

431, 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1.
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40. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 39, en donde la secuencia de
aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene
alteraciones de aminodcidos en las posiciones correspondientes
a las posiciones 90 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

41. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 39, en donde la secuencia de
aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene
alteraciones de aminodcidos en las posiciones correspondientes
a las posiciones 172 y 277 de la SEC ID NO.: 1.

42. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 39, en donde la secuencia de
aminodcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una
alteracidén de aminoadcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en una posicidén correspondiente a la posicidédn 557
de la SEC ID NO.: 1 y por lo menos una posicidén correspondiente
a la posicién 81, 431 o 613 de la SEC ID NO.: 1.

43. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 39, en donde la secuencia de
aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una
alteracidén de aminoadcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en las ©posiciones correspondientes a las
posiciones 557 y 431 de la SEC ID NO.: 1.

44, La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de

cualquiera de los péarrafos 36 a 39, en donde la secuencia de
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aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una
alteracién de aminodcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC de
tipo salvaje en las posiciones correspondientes a las
posiciones 557 y 613 de la SEC ID NO.: 1.

45. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima del
parrafo 43 o 44, en donde la secuencia de aminoadcidos de 1la
variante de la enzima SHC/HAC tiene wuna alteracidén de
aminodcidos en relacidén con la enzima SHC/HAC de tipo salvaje
en una posicién correspondiente a la posicidén 81 de la SEC ID
NO.: 1.

46. La enzima SHC/HAC o variante de enzima de cualquiera
de los parrafos 36 a 45, en donde una o més, por ejemplo todas,
las alteraciones de aminodcidos en las posiciones 81, 90, 172,
277, 431, 557 o 613 son sustituciones, por ejemplo
sustituciones no conservadoras.

47. La enzima SHC/HAC o variante de enzima de cualquiera
de los parrafos 36 a 46, en donde:

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicién 81 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido basico, por ejemplo, histidina; y/o

la alteracién de aminodcidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 90 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo

salvaje por un aminodcido hidrofdébico, por ejemplo, alanina;
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y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 172 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 277 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido basico, por ejemplo, lisina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 431 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminocdcido hidrofdébico, por ejemplo leucina;
y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 557 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoacidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un amincdcido hidrofilico neutro, por ejemplo,
treonina; y/o

la alteracidén de aminodcidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 613 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminodcido de la secuencia de aminoadcidos de SHC/HAC de tipo
salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro, por ejemplo,

serina.
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48. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 47, en donde la secuencia de
aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una o
mas alteraciones de aminodcidos en relacidédn con la secuencia
de aminodcidos de SHC/HAC de tipo salvaje seleccionada de:

una alteracidén de un aminodcido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1;

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1; vy

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1.

49. La enzima SHC/HAC o variante de enzima del péarrafo
48, en donde:

la alteraciédn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 132 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido basico, por ejemplo,
arginina; y/o

la alteracidn de aminoacidos en una posicién
correspondiente a la posicidén 224 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdbico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn

correspondiente a la posicidén 432 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
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el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofilico neutro,
por ejemplo, treonina.

50. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 49, en donde la secuencia de
aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una o
mas alteraciones de aminodcidos en relacidédn con la secuencia
de aminoédcidos de SHC/HAC de tipo salvaje seleccionada de:

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidn 129 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidn 579 de la SEC ID NO.: 1; vy/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 601 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de un aminodcido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 605 de la SEC ID NO.: 1.

51. La enzima SHC/HAC o variante de enzima del péarrafo
50, en donde:

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 77 de la SEC ID NO.: 1 sustituye

el aminodcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
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SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoacido hidrofdbico, por
ejemplo, alanina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 92 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido hidrofébico, por
ejemplo, valina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 129 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoadcido hidrofdébico, por
ejemplo leucina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 579 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocacido basico, por ejemplo
histidina; y/o

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicidén 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromético, por
ejemplo, tirosina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidén 605 de la SEC ID NO.: 1 sustituye

el aminodcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
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SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromdtico, por
ejemplo, triptdfano.

52. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los péarrafos 36 a 51, en donde la secuencia de
aminoadcidos de la variante de la enzima SHC/HAC tiene una o
mas alteraciones de aminodcidos en relacidédn con la secuencia
de aminodcidos de SHC/HAC de tipo salvaje seleccionada de:

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 37 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicidén 174 de la SEC ID NO.: 1; y/o

una alteracién de aminoacido en una posicidn
correspondiente a la posicién 601 de la SEC ID NO.: 1.

53. La enzima SHC/HAC o variante de enzima del péarrafo
52, en donde:

la alteraciédn de aminoacidos en una posicidén
correspondiente a la posicién 37 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminocdcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminocdcido hidrofilico neutro,
por ejemplo glutamina; y/o

la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicién 174 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminoadcido hidrofdbico, por

ejemplo, isoleucina; y/o
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la alteracién de aminoacidos en una posicidn
correspondiente a la posicidédn 601 de la SEC ID NO.: 1 sustituye
el aminocdcido de la secuencia de aminodcidos de la enzima
SHC/HAC de tipo salvaje por un aminodcido aromdtico, por
ejemplo tirosina.

54. La enzima SHC/HAC o la variante de la enzima de
cualquiera de los parrafos 36 a 53, en donde la variante de la
enzima SHC/HAC tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada
de la SEC ID NO.: 2, SEC ID NO.: 3, SEC ID NO.: 4, SEC ID NO.:
5, SEC ID NO.: 17, SEC ID NO.: 18, SEC ID NO.: 24, SEC ID NO.:
25, SEC ID NO.: 26 y la SEC ID NO.: 27.

55. Una secuencia de 4cido nucleico que codifica la enzima
SHC/HAC o la variante de la enzima de cualquiera de los parrafos
36 a 54.

56. La secuencia de &cido nucleico del parrafo 55, en
donde la secuencia de &acido nucleico se selecciona de la SEC
ID NO.: 2, SEC ID NO.: 3, SEC ID NO.: 4, SEC ID NO.: 5, SEC ID
NO.: 22 o la SEC ID NO.: 23.

57. Una construccidén que comprende la secuencia de acido
nucleico del parrafo 55 o 56.

58. Un vector que comprende la construccidédn del péarrafo
57.

59. Una célula hospedera recombinante que comprende la
secuencia de 4cido nucleico del ©péarrafo 52 o 53, 1la

construccién del parrafo 57 o el vector del péarrafo 58.
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60. La célula hospedera recombinante del péarrafo 59, en
donde la construccidén se integra en el genoma de la célula
hospedera.

61. La célula hospedera recombinante del parrafo 59 o 60,
en donde la célula hospedera recombinante se selecciona de
células hospederas procariotas, de levadura, vegetales y/o de
insectos.

62. La célula hospedera recombinante de cualquiera de los
parrafos 59 a 61, en donde la célula hospedera recombinante es
una bacteria que tiene un género seleccionado de Escherichia,
Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus %
Lactococcus, por ejemplo, en los que la célula hospedera
recombinante es E. colli.

63. El1l proceso de acuerdo con cualquiera de los péarrafos
1-31 en donde 1la mezcla de isdmeros de homofarnesol que
comprende EEH comprende una mezcla de isdmeros EE:EZ.

64. E1l proceso de acuerdo con el parrafo 63 en donde la
mezcla de isdmeros EE:EZ se selecciona del grupo que consiste
de: EE:EZ 90:10; EE:EZ 80:20; EE:EZ 86:14; EE:EZ 70:30; EE:EZ
69:31; vy EE:EZ 66:34 o en donde la mezcla de isdmeros EE:EZ es
EE:EZ 90:10, EE:EZ 80:20;, EE:EZ 86:14; EE:EZ 70:30; EE:EZ
69:31; o EE:EZ 66:34.

65. El proceso de acuerdo con el parrafo 64 en donde la
mezcla de isbdmeros EE:EZ estd en una proporcidédn en peso de

80:20.
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66. El proceso de acuerdo con cualquiera de los péarrafos
1-31 o los parrafos 63-65 en donde la proporcidn en peso de la
enzima SHC/HAC a EEH o una mezcla de isdémeros de homofarnesol
que comprende EEH (de preferencia una mezcla de isbdmeros EE:EZ
en una proporcién en peso de 80:20) estd en el intervalo de
aproximadamente 0.5-2:1 o) aproximadamente 0.25-2:1 o)
aproximadamente 0.1-2:1 o) aproximadamente 1:1 o)
aproximadamente 0.5:1.

67. E1 proceso de acuerdo con el parrafo 66 en donde la
relacidén en peso de la enzima SHC/HAC a EEH o una mezcla de
isémeros de homofarnesol que comprende EEH (de preferencia una
mezcla de isdémeros EE:EZ en una relacidén en peso de 80:20) estéa
en el intervalo de aproximadamente 1:1 o aproximadamente 0.5:1
0 aproximadamente 0.1:1.

Los siguientes ©péarrafos numerados definen aspectos
adicionales de la presente descripciédn

1. Un proceso para preparar (-)-Ambrox o una mezcla dque
comprende (-)-Ambrox, en donde EE-homofarnesol (EEH) o una
mezcla de 1isbémeros que comprende EE-homofarnesol (EEH) se
convierte enzimdticamente en (-)-Ambrox o una mezcla Jque
comprende (-)-Ambrox en la que la conversidén enzimadtica se
lleva a cabo usando un Dbiocatalizador de escualeno hopeno
ciclasa/homofarnesol Ambrox ciclasa (SHC/HAC) que tiene una
secuencia polipeptidica con por lo menos 70%, por lo menos 75%,

por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por 1lo
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menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos
94%, por lo menos 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por
lo menos 98%, por lo menos 99% de identidad con la SEC ID NO.:
20 (ApaSHC1l), SEC ID NO.: 19 (TelSHC), SEC ID NO.: 14 (GmoSHC),
SEC ID NO.: 28 (BmeSHC), SEC ID NO.: 29 (SalSHC) y/o la SEC ID
NO.: 30 (ApaSHCA) en condiciones de reaccidédn adecuadas para la
produccidén de (-)-Ambrox y en donde la mezcla de isbdmeros que
comprende EEH se selecciona de uno o mds de los siguientes
grupos que consisten de [(3E,7E) y [(3Z,7E)] y/o [(3E,7E) vy
(3E,72)]1 y/o [(3Z,7E), (3E, 7E) y (3E,7Z)] también designados
como [EE:EZ] y/o [EE:ZE] y/o [EE:EZ:ZE] respectivamente.

2. El1 proceso de acuerdo con el parrafo 1 en donde el
proceso se lleva a cabo usando un biocatalizador SHC/HAC con
por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por 1lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por 1lo menos
92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, por
lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, por lo menos
99% de identidad con la SEC ID NO.:20 (ApaSHCl) o la SEC 1ID
NO.: 28 (BmeSHC).

3. E1 proceso de acuerdo con el parrafo 2, en donde la
conversién de EEH o una mezcla de isbdmeros que comprende EEH
en (-)-Ambrox tiene lugar a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 30°C a aproximadamente 50°C, por ejemplo, de
aproximadamente 35°C a aproximadamente 50°C a un pH en el

intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 7.
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4. E1 proceso de acuerdo con el parrafo 1 o el péarrafo 2
en donde el proceso se lleva a cabo en presencia de un agente
solubilizante, por ejemplo, SDS.

5. El1 proceso de acuerdo con cualquiera de los péarrafos
1-4, en donde el proceso comprende (a) cultivar una o més
células hospederas recombinantes que expresan la enzima SHC/HAC
en condiciones que permiten la produccidén del biocatalizador
WT SHC/HAC antes de la conversién de EEH o una mezcla de
isbémeros que comprende EEH a (-)-Ambrox o una mezcla dJue
comprende (-)-Ambrox.

6. E1 proceso de acuerdo con el péarrafo 5 en donde la
etapa de cultivo y la etapa de conversidédn subsiguiente tienen
lugar opcionalmente en el mismo recipiente de reaccidén bajo
diferentes condiciones de reaccidn.

7. E1 proceso de acuerdo con el parrafo 6, en donde la
etapa de cultivo tiene un intervalo de pH de 6 a 7 y la etapa
de EEH a (-)-Ambrox tiene un intervalo de pH de 4.8 a 5.5.

8. E1 proceso de acuerdo con cualquiera de los parrafos
1-7, en donde la mezcla de isdmeros que comprende EEH comprende
una mezcla de isdmeros EE:EZ.

9. El1 proceso de acuerdo con el parrafo 8, en donde la
mezcla de isdémeros EE:EZ estd en una proporcidédn en peso
seleccionada del grupo que consiste de: EE:EZ 90:10; EE:EZ 80:
20; EE:EZ 86:14; EE:EZ 70:30; EE:EZ 69:31; y EE:EZ 66:34 o la

mezcla de isbdmeros EE:EZ en una relacidén en peso de: EE:EZ



10

15

20

25

191

90:10; EE:EZ 80:20; EE:EZ 86:14; EE:EZ 70:30; EE:EZ 69:31; vy/o
EE:EZ 66:34.

10. E1 proceso del parrafo 9 en donde la mezcla de isbdbmeros
EE:EZ estd en una proporcidén en peso de 80:20.

11. El1 proceso de cualquiera de los parrafos 1-10 en donde
la proporcidén en peso del biocatalizador SHC/HAC a EEH o una
mezcla de isdmeros que comprende EEH (de preferencia una mezcla
de isbdmeros EE:EZ en una proporcidén en peso de 80:20) estd en
el intervalo de aproximadamente 0.5-2:1 o aproximadamente de
0.25-2:1 o aproximadamente de 0.1-2:1 o aproximadamente de 1:1
0 aproximadamente de 0.5:1.

12. El1 proceso de acuerdo con el parrafo 11 en donde la
relacidén en peso de la enzima SHC/HAC a EEH o una mezcla de
isdmeros que comprende EEH (de preferencia una mezcla de
isémeros EE:EZ en una relacién en peso de 80:20) es de
aproximadamente 1:1 o aproximadamente 0.5:1 o aproximadamente
0.1:1.

13. El proceso de cualquiera de los parrafos 1-12 en donde
(=) -Ambrox se produce mezclado con uno o mas de los
subproductos (II), (IV) y/o (III).

14. E1 proceso del péarrafo 13 en donde (-)-Ambrox se
separa del medio de reacciédn.

15. E1 proceso del péarrafo 14 en donde (-)-Ambrox se
separa del medio de reaccidén usando una etapa de filtraciédn,

una etapa de decantacidén o una combinacidédn de una etapa de
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filtracién y decantaciédn.

16. El1 proceso del parrafo 15 en donde la etapa de
filtracibén es una etapa de filtracidén de banda o una etapa de
filtracidén rotatoria.

17. El1 proceso de cualquiera de los parrafos 13-16 en
donde antes de la etapa de separacidén, el (-)-Ambrox se
calienta a una temperatura méxima de 55°C.

18. E1 proceso del péarrafo 17 en donde el (-)-Ambrox
recuperado se solubiliza en un solvente.

19. E1 proceso del péarrafo 18 en donde el (-)-Ambrox
solubilizado se filtra.

20. El1 proceso del pérrafo 18 o 19 en donde el (-)-Ambrox
se recupera en forma sélida eliminando el solvente por
evaporacién.

21. El1 proceso de cualquiera de los péarrafos 14-20 en
donde (-)-Ambrox esta sustancialmente libre de subproductos
(I1), (IV) y/o (III).

22. Un producto de reaccidén gque comprende (-)-Ambrox
obtenible por el proceso de cualgquiera de los parrafos 1-21.

23. E1 producto de reaccién del parrafo 22 en donde el (-
) —Ambrox estd en forma sdlida.

24. E1 producto de reaccién del parrafo 23 en donde el (-
) -Ambrox estd en forma amorfa o cristalina.

25. Un método para hacer un producto que contiene (-)-

Ambrox que comprende incorporar el producto de reaccidn de
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cualquiera de los parrafos 22-24 en el producto.

26. E1 método del péarrafo 25 en donde el producto es un
producto de fragancia, un producto cosmético, un producto de
limpieza, un producto detergente y/o un producto de jabdn.

27. Una fragancia o cosmético o un producto para el
cuidado del consumidor que comprende el producto de reaccidn
de cualquiera de los péarrafos 22-24.

28. Una fragancia o composicidén cosmética o para el
cuidado del consumidor que comprende el producto de reaccidn
de cualquiera de los parrafos 22-24 y un componente adicional.

29. E1l uso del producto de reaccidén de cualquiera de los
parrafos 22-24 como parte de una fragancia o producto cosmético
para el cuidado del consumidor.

AMBROX Y SUS USOS

Ademés, se proporcionan en la presente los productos de
reaccidén elaborados mediante los procesos descritos en este
documento. Los productos de reaccidn pueden comprender, por
ejemplo, consistir esencialmente de (-)-Ambrox y uno o mas
compuestos adicionales, por ejemplo uno o mads de un compuesto
de la férmula (II), un compuesto de la fédrmula (III) y un
compuesto de la férmula (IV).

Como se usa en la presente, el término “Ambrox” incluye
(=) -Ambrox de la férmula (I) a continuacidén, asi como (-)-
Ambrox en forma isoméricamente pura o en una mezcla con una o

mas de las siguientes moléculas de la férmula (II) , (III),
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Y/O (IV),
(n (1
La nomenclatura de los productos de reaccidén de las
10 férmulas (I), (II), (III) y (IV) se establece a continuacién.
Tabla 2. Nomenclatura para los productos de reaccidéon de las
formulas (1), (D), (1) y (IV).
Compuesto | Descripcidn Nombre y Estructura
(1) (=) -Ambrox
15
(3ar, 5as, %9asS, 9bR) -3a, 6, 6, 9a-
tetrametildodecahidronafto[2,1-b] furano
(II) Macrociclo
20
™o
(7aS,11aS,%2)-5,8,8,1lla-tetrametil-
2,3,6,7,7a,8,9.10,11,11a-decahidrobenzo[b]
oxonina

25
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(IITI) 9b-epi-Ambrox
(3ar, 5as, %as, 9bs)-3a, 6, 6, 9a-
tetrametildodeca-hidronafto[2,1-b]furano
(IV) Escher et
al., (1990)
(3as, 5as, 9%asS, 9pS5)-3a, 6, 6, 9a-
tetrametildodeca-hidronafto[2,1-b]furano
(-=) —Ambrox se conoce comercialmente como Ambrox

(Firmenich), Ambroxan (Henkel), Ambrofix (Givaudan), Amberlyn
(Quest), Cetalox Laevo (Firmenich), Ambermor (Aromor) vy/o
Norambrenolide Ether (Pacific).

(=) -Ambrox es un compuesto aromético de importancia
industrial y se ha usado en la industria de las fragancias
durante mucho tiempo. Los beneficios sensoriales deseables
especiales del (-)-Ambrox provienen del isdémero (-) en lugar
del (+). El olor del isdémero (-) se describe como almizclado,
amaderado, cadlido o ambarino, mientras que el enantidmero (+)-
Ambrox tiene una nota de olor relativamente débil. Los umbrales
de olor y olor para productos similares a Ambrox también son
diferentes. Mientras que varios materiales enriquecidos con (-
) —Ambrox estéan disponibles comercialmente, es deseable

producir materiales de (-)-Ambrox altamente enriquecidos,
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idealmente (-)-Ambrox puro. Los procesos descritos en la
presente pueden producir (-)-Ambrox de la fédrmula (I) solo ©
en una mezcla con subproductos, tales como los compuestos
mostrados en las férmulas (II), (III) y/o (IV) anteriores.

(=) - Ambrox se puede producir a partir de esclaredlido de
acuerdo con el proceso de producciédn que se describe a
continuacién. Esclareol es un producto extraido de la salvia
vegetal natural. Sin embargo, debido a que en este proceso se
usa un material de partida natural, existen ©problemas
potenciales ya que implica una reaccidén de multiples etapas,
su operacidén es tortuosa, la cantidad y la estabilidad del
suministro del material de partida pueden no ser siempre
satisfactorias y la reaccidén puede no ser ambientalmente
amigable porque se usa un agente oxidante, tal como &cido
crémico o un permanganato en la etapa de degradacidn oxidativa
de (+)-esclareol.

OH 0]

o
Oxidacidn 3" Reduccidn
@, ——- —_— -
/C'H

Ciclacidn

> p
& &

decahidro-2-hidroxi-
(+}-esclareol (+)-esclaredlido 2.5.5 8a-decametil- {--Ambrox
naftalen-etanol

(=) —Ambrox también se puede sintetizar a partir de
homofarnesol usando diferentes rutas. A modo de ejemplo, el
homofarnesol puede obtenerse mediante bromacidn, cianacidén e

hidrélisis de nerolidol para dar dcido homofarnesilico, seguido
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de reduccidén. Alternativamente, el homofarnesol se puede
obtener a partir de farnesol, cloruro de farnesilo, beta-
farneseno u otros sustratos.

Los procesos descritos en la presente pueden producir (-
) -Ambrox de la férmula (I) solo o en una mezcla con
subproductos, tales como el compuesto que se muestra en las
férmulas (II), (III) y/o (IV). Por ejemplo, se pueden preparar
otros estereoisdmeros de la férmula (I) mediante los procesos
descritos en la presente.

Por lo tanto, en el presente documento se proporciona un
compuesto de la férmula (I) o una composicidn gque comprende un
compuesto de la fédrmula (I) obtenido u obtenible mediante los
procesos descritos en la presente, incluyendo todas sus
modalidades.

En determinadas modalidades, no todo el homofarnesol (por
ejemplo, EEH) se convierte en (-)-Ambrox o en un subproducto
de la reaccidén. Por lo tanto, las composiciones descritas en
la presente, por ejemplo, las composiciones obtenidas mediante
los procesos descritos en la presente, pueden comprender
homofarnesol (por ejemplo, EEH, por ejemplo, ademds del
compuesto de la férmula (I) y/o compuestos de la férmula (II),
(ITI) y/ o (IV)) . Cualguier homofarnesol restante puede
separarse de los otros productos de reaccidn de manera que el
producto (-)-Ambrox no comprenda homofarnesol. En otras

modalidades, todo el material de partida de homofarnesol se
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convierte en (-)-Ambrox de la férmula (I) o un subproducto de
la reaccidén mediante los procesos descritos en la presente.

Por lo tanto, las composiciones descritas en la presente
pueden comprender, consistir esencialmente de uno o mas de un
compuesto de la férmula (I), un compuesto de la férmula (II),
un compuesto de la férmula (III), un compuesto de la fdérmula
(IV), un material de partida de homofarnesol (por ejemplo, EEH)
y otros estereoisémeros del compuesto de la férmula (I). Por
ejemplo, las composiciones descritas en la presente pueden
comprender, consistir esencialmente de un compuesto de la
férmula (I) y uno o mads de un compuesto de la férmula (II), un
compuesto de la férmula (III) y un compuesto de la férmula
(IV) .

Por lo tanto, las composiciones descritas en la presente
pueden comprender igual o mayor que aproximadamente igual o
mayor que aproximadamente 50% en peso del compuesto de la
férmula (I) basado en el peso total del compuesto de la férmula
(I), el compuesto de la férmula (II), el compuesto de la férmula
(ITI) y el compuesto de la fdérmula (IV). Por ejemplo, las
composiciones descritas en la presente pueden comprender igual
o mayor de aproximadamente 55% en peso o igual o mayor de
aproximadamente 60% en peso o igual o mayor de aproximadamente
65% en peso o igual o mayor de aproximadamente 70% en peso o
igual o mayor de aproximadamente 75% en peso o igual o mayor

de aproximadamente 80% en peso o 1gual o mayor de
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aproximadamente 85% en peso o igual o mayor de aproximadamente
90% en peso o igual o mayor de aproximadamente 95% en peso del
compuesto de la férmula (I) basado en el peso total del
compuesto de la férmula (I), el compuesto de la férmula (II),
el compuesto de la férmula (III) y el compuesto de la férmula
(IV). Las composiciones descritas en la presente pueden, por
ejemplo, comprender igual o menor de aproximadamente 100% en
peso del compuesto de la férmula (I) basado en el peso total
del compuesto de la férmula (I), el compuesto de la férmula
(IT), el compuesto de la férmula (III) y el compuesto de la
férmula (IV). Por ejemplo, la mezcla puede comprender igual o
menor de aproximadamente 99% en peso o igual o menor de
aproximadamente 98% en peso o igual o menor de aproximadamente
97% en peso del compuesto de la férmula (I) basado en el peso
total de compuesto de la fédrmula (I), el compuesto de la férmula
(IT), el compuesto de la fdérmula (III) y el compuesto de 1la
férmula (IV). Por ejemplo, las composiciones descritas en la
presente pueden comprender de aproximadamente 50% en peso a
aproximadamente 100% en peso o de aproximadamente 60% en peso
a aproximadamente 99% en peso o de aproximadamente 70% en peso
a aproximadamente 98% en peso o de aproximadamente 80% en peso
a aproximadamente 97% en peso o de aproximadamente 90% en peso
a aproximadamente 97% en peso del compuesto de la férmula (I)
basado en el peso total del compuesto de la férmula (I), el

compuesto de la férmula (II), el compuesto de la férmula (IITI)
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y el compuesto de la férmula (IV).

La relacidén en peso del compuesto de la férmula (I) al
peso total del compuesto de la férmula (II), el compuesto de
la férmula (ITII) y el compuesto de la fédrmula (IV) en las
composiciones descritas en la presente puede, por ejemplo,
variar de aproximadamente 60:40 a aproximadamente 99:1. Por
ejemplo, la relacidén en peso del compuesto de la férmula (I)
al peso total del compuesto de la férmula (II), el compuesto
de la foérmula (III) y el compuesto de la fédrmula (IV) puede
oscilar entre aproximadamente 65:35 y 99:1 o de aproximadamente

70:30 a aproximadamente 99:1 o de aproximadamente 75:25 a

aproximadamente 99:1 o) de aproximadamente 80:20 a
aproximadamente 99:1 o) de aproximadamente 85:15 a
aproximadamente 99:1 o de aproximadamente 90:10 a
aproximadamente 99:1 o de aproximadamente 95:5 a

aproximadamente 99:1. Por ejemplo, la relacidédn en peso del
compuesto de la férmula (I) al peso total del compuesto de la
férmula (II), el compuesto de la fédrmula (III) y el compuesto

de la férmula (IV) puede oscilar entre aproximadamente 65:35 y

aproximadamente 98:2 o) de aproximadamente 70:30 a
aproximadamente 97:3 o) de aproximadamente 75:25 a
aproximadamente 96:4 o) de aproximadamente 80:20 a
aproximadamente 95:5 o) de aproximadamente 85:15 a

aproximadamente 90:10.

La relacidén en peso del compuesto de la férmula (I) a
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homofarnesol (por ejemplo, EEH) en las composiciones descritas
en la presente puede, por ejemplo, oscilar entre
aproximadamente 90:10 y aproximadamente 100:0. Por ejemplo, la
relacién en peso del compuesto de la férmula (I) al
homofarnesol (por ejemplo, EEH) en las composiciones descritas
en la presente puede variar de aproximadamente 92:8 a
aproximadamente 100:0 o) de aproximadamente 94:6 a
aproximadamente 100:0 o de aproximadamente de 95:5 a
aproximadamente 100:0 o) de aproximadamente 96:4 a
aproximadamente 99.5:0.5 o) de aproximadamente 97:3 a
aproximadamente 99.0:1.0 o de aproximadamente 98:2 a 99.0:1.0.

La cantidad del compuesto de la férmula (I), el compuesto
de la fdérmula (II), el compuesto de la férmula (III) y el
compuesto de la fédrmula (IV) en una mezcla de estereoisdmeros
puede, por ejemplo, cuantificarse mediante cromatografia de
gases e/o identificarse por espectroscopia de RMN.

(=) -Ambrox tal como se sintetiza mediante los procesos
descritos en la presente (por ejemplo, usando enzimas SHC/HAC
o variantes de las mismas y opcionalmente células hospederas
recombinantes) puede, por ejemplo, estar en forma amorfa o en
forma cristalina.

El (-)-Ambrox producido por los métodos descritos en la
presente (por ejemplo, usando enzimas SHC/HAC o variantes de
las mismas y, opcionalmente, células hospederas recombinantes)

puede aislarse mediante extraccidén/destilacidn con wvapor o
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extraccién con solventes orgédnicos wusando un solvente no
miscible en agua (para separar los productos de reaccidén y el
sustrato sin reaccionar del biocatalizador que permanece en la
fase acuosa) seguido de la posterior evaporacidén del solvente
para obtener un producto de reaccidn crudo como se determina
por andlisis de cromatografia de gases (GC). Los métodos de
extraccidén/destilacidén con vapor y extraccidn con solventes
orgdnicos son conocidos por los experimentados en la técnica.

A modo de ejemplo, el (-)-Ambrox resultante se puede
extraer de la mezcla de reaccidédn completa usando un solvente
organico, tal como un solvente no miscible en agua (por
ejemplo, tolueno). Alternativamente, el (-)-Ambrox resultante
puede extraerse de la fase sdélida de la mezcla de reaccidn
(obtenida, por ejemplo, por centrifugacién o filtracidn) usando
un solvente miscible con agua (por ejemplo, etanol) o un
solvente no miscible con agua (por ejemplo, tolueno).
Alternativamente, (-)-Ambrox resultante puede extraerse de la
fase s6lida de la mezcla de reaccidén usando una mezcla de
solventes. A modo de ejemplo adicional, (=) -Ambrox esté
presente en la fase sdélida como cristales o en forma amorfa y
puede separarse de la fase s6lida restante (material celular o
restos del mismo) vy la fase ligquida también mediante
filtracidén. A modo de ejemplo adicional, a una temperatura por
encima del punto de fusidén de (-)-Ambrox (aproximadamente

75°C), el (-)-Ambrox puede formar una capa de aceite sobre la
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fase acuosa, la capa de aceite se puede eliminar y colectarse.
Para garantizar una recuperacidn completa de (-)-Ambrox después
de eliminar la capa de aceite, se puede adicionar un solvente
organico a la fase acuosa que contiene la biomasa para extraer
cualgquier residuo de (-)-Ambrox contenido en, o sobre o encima
de la biomasa. La capa organica se puede combinar con la capa
de aceite, antes de que el conjunto se procese mas para aislar
y purificar (-)-Ambrox. El (-)-Ambrox puede cristalizarse mas
selectivamente para eliminar los subproductos (II), (IV) vy
(III) y cualquier sustrato de homofarnesol sin reaccionar del
producto final de (-)-Ambrox. El término “cristalizacién
selectiva” se refiere a una etapa del proceso en el que se hace
cristalizar (-)-Ambrox a partir de un solvente mientras los
compuestos (II), (III) vy (IV) permanecen disueltos en el
solvente que cristaliza a tal grado que el material cristalino
aislado contiene solo el producto (-)-Ambrox, o si contiene
cualquiera de los otros compuestos (II), (III) o (IV), entonces
estdn presentes solo en cantidades olfativamente aceptables.
El (-)-Ambrox puede, por ejemplo, estar libre o sustancialmente
libre de subproductos (II), (ITI) vy (IV). La etapa de
cristalizacidén selectiva puede usar un solvente miscible en
agua como etanol o similar. La cristalizacidén selectiva de (-
) —Ambrox puede verse influida por la presencia de sustrato de
homofarnesol sin reaccionar y también por la relacidén de (-)-

Ambrox con respecto a los demds subproductos detectables (II),
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(ITI) y/o (IV). Incluso si solo se obtiene una conversidn del
10% del sustrato de homofarnesol en (=) —Ambrox, la
cristalizacidén selectiva de (-)-Ambrox sigue siendo posible.

La pureza olfativa del producto final de (-)-Ambrox se
puede determinar usando un extracto de etanol al 10% en agua o
analizando el material cristalino. El producto final (-)-Ambrox
se prueba frente a una referencia comercialmente disponible de
producto (-)-Ambrox para determinar su pureza olfativa, calidad
y perfil sensorial. El material (-)-Ambrox también se prueba
en estudios de aplicacidén realizados por experimentados para
determinar si el material cumple con las especificaciones con
respecto a su perfil organoléptico.

Los ejemplos de solventes orgadnicos miscibles en agua vy
no miscibles en agua adecuados para su uso en la extraccioén
y/o cristalizacién selectiva de (-)-Ambrox incluyen, entre
otros, hidrocarburos alifédticos, de preferencia los gque tienen
de 5 a 8 atomos de carbono, tal como pentano, ciclopentano,
hexano, ciclohexano, heptano, octano o ciclooctano,
hidrocarburos alifdticos halogenados, de preferencia los que
tienen uno o dos &atomos de carbono, tal como diclorometano,
cloroformo, tetracloruro de carbono, dicloroetano o}
tetracloroetano, hidrocarburos aromdticos, tal como benceno,
tolueno, los xilenos, clorobenceno o diclorobenceno, éteres o
alcoholes alifdticos aciclicos y ciclicos, de preferencia los

que tienen de 4 a 8 &tomos de carbono, tales como etanol,
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isopropanol, éter dietilico, metil terc-butil éter, etil terc-
butil éter, dipropiléter, diisopropiléter, dibutiléter,
tetrahidrofurano o ésteres, tales como acetato de etilo o
acetato de n-butilo o cetonas, tal como metil isobutil cetona
o dioxano o mezclas de los mismos. Los solventes que se usan
con especial preferencia son el heptano mencionado
anteriormente, metil terc-butil éter (también conocido como
MTBE, terc-butil metil éter, terc-butil metil éter y tBME),
éter diisopropilico, tetrahidrofurano, acetato de etilo y/o
mezclas de los mismos. De preferencia, se usa un solvente
miscible en agua, tal como etanol para la extraccidédn de (-)-
Ambrox de la fase sdélida de la mezcla de reaccidédn. E1 uso de
etanol es ventajoso porque es facil de manejar, no es tdéxico y
es amigable con el medio ambiente.

El término “aislado”, como se usa en la presente, se
refiere a un producto de bioconversidén, tal como (-)-Ambrox
que ha sido separado o purificado de los componentes que 1o
acompafian. Una entidad que se produce en un sistema celular
diferente de la fuente de la que naturalmente se origina esté
“aislada”, porqgue necesariamente estara libre de los
componentes que la acompafian naturalmente. El1 grado de
aislamiento o pureza se puede medir por cualgquier método
apropiado, por ejemplo, analisis de cromatografia de gases
(GC), HPLC o RMN.

En algunas modalidades, el producto final ((-)-Ambrox) se
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aisla y se purifica hasta la homogeneidad (por ejemplo, 89% u
89.5% puro o 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
o 99.5% puro).

De manera deseable, la cantidad de (-)-Ambrox producido
puede ser de aproximadamente 1 mg/L a aproximadamente 20.000
mg/L (20 g/L) o mayor, tal como de aproximadamente 20 g/L a
aproximadamente 200 g/L o de 100-200 g/L, de preferencia
aproximadamente 125 g/L o 150 g/L o aproximadamente 188 g/L.

Se pueden producir por lo menos 125 g/L de (-)-Ambrox en
una reaccidén de bioconversidén usando una célula hospedera de
E. coli recombinante que produce una enzima SHC/HAC o una
variante de la enzima durante aproximadamente 2 dias. Es
posible realizar Dbioconversiones a 188 g/L de EEH o més,
siempre que se logre una mezcla eficiente, ya que la eficiencia
de la agitacién puede ser la Unica limitacidén del sistema.
Ademés, un biocatalizador con actividad mejorada (por ejemplo,
en términos de variantes de SHC con actividad mejorada
adicional o en términos de mayor produccidén de enzimas SHC)
puede mejorar o mantener la productividad usando menos biomasa
o aumentando la concentracidén de sustrato, lo que es ventajoso

con respecto a las eficiencias de mezcla. Por ejemplo, de

aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg/L, de
aproximadamente 30 a aproximadamente 100 mg/L, de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200 mg/L, de

aproximadamente 100 a aproximadamente 500 mg/L, de
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aproximadamente 100 a aproximadamente 1,000 mg/L, de
aproximadamente 250 a aproximadamente 5,000 mg/L,
aproximadamente 1,000 (1 g/L) a aproximadamente 15,000 mg/L
(15 g/L), o aproximadamente 2,000 (2 g/L) a aproximadamente
10,000 mg/L (10 g/L) o aproximadamente 2,000 (2 g/L) a
aproximadamente 25,000 mg/L (25 g/L) o aproximadamente 2,000
(2 g/L) a aproximadamente 25,000 mg/L (25 g/L), 26,000 mg/L
(26 g/L), 27,000 mg/L (27 g/L), 28,000 mg/L (28 g/L), 29,000
mg/L (29 g/L), 30,000 mg/L (30 g/L), 40 g/L, 50 g/L, 60 g/L,
70 ¢g/L, 80 ¢g /1, 90 g/L, 100 g/L, 110 g/L, 120 g/L, 125 g/L,
130 g/L, 140 g/L, 150 g/L, 160 g/L, 170 g/L, 180 g/L, 190 g/L
o 200 g/L o 300 g/L o 400 g/L o 500 g/L de (-)-Ambrox.

De preferencia, se produce (-)-Ambrox a una concentraciédn
de por lo menos 100 g/L en un periodo de tiempo de 48 a 72
horas.

De preferencia, se produce (-)-Ambrox a una concentracidn
de aproximadamente 150 g/L en un periodo de tiempo de
aproximadamente 48 a 72 horas. De preferencia, se produce (-)-
Ambrox a una concentracién de aproximadamente 200 g/IL en un
periodo de tiempo de aproximadamente 48 a 72 horas.

De preferencia, se produce (-)-Ambrox a una concentracidn
de aproximadamente 250 g/L en un periodo de tiempo de
aproximadamente 48 a 72 horas.

La bioconversidén de homofarnesol en (-)-Ambrox de acuerdo

con la presente descripcidédn produce (-)-Ambrox como compuesto



10

15

20

25

208

predominante pero también puede producir compuestos distintos
de (-)-Ambrox que pueden o no impartir notas olfativas
agradables a la mezcla de bioconversidn y asi puede contribuir
de manera positiva o negativa al cardcter sensorial del
producto final (-)-Ambrox. En consecuencia, se lleva a cabo un
anadlisis sensorial usando pruebas sensoriales bien
establecidas usadas por los experimentados capacitados (por
ejemplo, perfumistas) para que las pruebas puedan ayudar a
determinar si un producto guimicamente relevante es también un
producto final olfativamente relevante en relacidén con un
producto de referencia. La eliminacidédn de uno o mas compuestos
de subproductos de (-)-Ambrox puede mejorar el olor de la
mezcla de productos de reaccidén que comprende (-)-Ambrox
incluso si los compuestos eliminados son en realidad compuestos
inodoros per se. Es decir, se puede observar un aumento del
olor de (-)-Ambrox en ausencia de los compuestos II, III y IV.

Varias aplicaciones para (-)-Ambrox incluyen, entre
otras, una fragancia fina o un producto de consumo como el
cuidado de telas, articulos de tocador, cuidado de la belleza
y productos de limpieza, productos detergentes y productos de
jabdén, incluidos esencialmente todos los productos en donde
los ingredientes de Ambrox actualmente disponibles se usan
comercialmente, que incluyen, pero no se limitan a: Ambrox
(Firmenich), Ambroxan (Henkel), Ambrofix (Givaudan), Amberlyn

(Quest), Cetalox Laevo (Firmenich), Ambermor (Aromor) %



10

15

20

25

209

Norambrenolide Ether (Pacific).

De esta manera, en la presente también se proporciona un
uso de (-)-Ambrox obtenido u obtenible mediante un proceso
descrito en la presente como parte de una fragancia o un
cosmético o un producto de consumo. También se proporciona en
la presente un producto que comprende (-)-Ambrox obtenido u
obtenible mediante un proceso descrito en la presente. El
producto puede ser, por ejemplo, una fragancia o un cosmético
o un producto de consumo.

OXIDO DE AMBRA Y SUS USOS

Ademéds, se proporcionan en la presente los productos de
reaccidén elaborados mediante los procesos descritos en la
presente. Los productos de reaccidn pueden comprender, por
ejemplo, consistir esencialmente de 6xido de Ambra y uno o més
compuestos adicionales, por ejemplo, uno o mas de un compuesto
de la férmula (XI), un compuesto de la férmula (XII) y un
compuesto de la férmula (XIII).

Como se usa en la presente, el término “o6xido de Ambra”
incluye 6xido de Ambra de la férmula (X) a continuacidn, asi
como 6xido de Ambra de la férmula (X) en forma isoméricamente
pura o en una mezcla con una o mas de las siguientes moléculas

de la férmula (XI), (XII) y/o (XIII),
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(XIly (X1l

La nomenclatura de los productos de reaccidén de las
férmulas (X)), (XI), (XII) y (XIII) se establece a continuacién.
10 Tabla 3. Nomenclatura para los productos de reacciéon de las

formulas (X), (XD, X1D) y (X1I1D).

Compuesto Nombre y Estructura

(X)

15

(4aR, 6aS,10aS,10bR)-4a,7,7,10a-tetrametildodecahidro-1H-

benzo[f]lcromen] (Oxido de Ambra)

20

[ (4aR, 6aS,10aS,10bsS)-4a,7,7,10a-tetrametildodecahidro-1H-

benzo[f]cromeno]

25
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(XITI)

[3-((1S,4aS,8aS)-5,5,8a-trimetil-2-

metilendecahidronaftalen-1-il)propan-1-o01l]

(XITT)

[(8aS,12a5,72)-6,9,9,12a-tetrametil-

3,4,7,8,8a,9,10,11,12,12a-decahidro-2H-benzo[b]oxecina]

El 6xido de Ambra se puede producir a partir de (+)-
Larixol como se describe en Bolster et al., Tetrahedron, 2002,
58 (26), paginas 5275-5285. Sin embargo, es deseable
proporcionar métodos alternativos o mejorados para producir
6xido de Ambra.

Los procesos descritos en la presente pueden producir
6xido de Ambra de la férmula (X) solo o en una mezcla con
subproductos, tal como el compuesto gque se muestra en las
férmulas  (XI), (XII) vy/o (XIII). Por ejemplo, se pueden
preparar otros estereoisdmeros de la fdérmula (X) mediante los
procesos descritos en la presente.

Por lo tanto, se proporciona en la presente un compuesto
de la férmula (X) o una composicidédn que comprende un compuesto

de la férmula (X) obtenido u obtenible mediante los procesos
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descritos en la presente, incluyendo todas sus modalidades.

En determinadas modalidades, no todo el bishomofarnesol
(por ejemplo, BisEEH) se convierte en 6xido de Ambra o en un
subproducto de la reaccidén. Por lo tanto, las composiciones
descritas en la presente, por ejemplo, las composiciones
obtenidas mediante los procesos descritos en la presente,
pueden comprender bishomofarnesol (por ejemplo, bisEEH, por
ejemplo, ademds del compuesto de la férmula (X) y/o compuestos
de la férmula (XI), (XII) y/o (XIII)). Cualgquier homofarnesol
restante se puede separar de los otros productos de reaccidn,
de modo que el producto de 6éxido de Ambra no contenga
bishomofarnesol. En otras modalidades, todo el material de
partida de bishomofarnesol se convierte en 6xido de Ambra de
la férmula (X) o en un subproducto de la reaccidén mediante los
procesos descritos en la presente.

Por lo tanto, las composiciones descritas en la presente
pueden comprender, consistir esencialmente de uno o mas de un
compuesto de la férmula (X), un compuesto de la fédrmula (XI),
un compuesto de la férmula (XII), un compuesto de la férmula
(XIII), un material de partida de bishomofarnesol (por ejemplo,
bisEEH) y otros estereoisbébmeros del compuesto de la fdérmula
(X) . Por ejemplo, las composiciones descritas en la presente
pueden comprender, consistir esencialmente de un compuesto de
la férmula (X) y uno o mas de un compuesto de la férmula (XI),

un compuesto de la férmula (XII) y un compuesto de la férmula
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(XIITI).

Por lo tanto, las composiciones descritas en la presente
pueden comprender igual o mayor que aproximadamente igual o
mayor que aproximadamente 50% en peso del compuesto de la
férmula (X) basado en el peso total del compuesto de la férmula
(X), el compuesto de la fédrmula (XI), el compuesto de la férmula
(XII) y el compuesto de la férmula (XIII). Por ejemplo, las
composiciones descritas en la presente pueden comprender igual
O superior a 55% en peso o igual o superior a 60% en peso o
igual o superior a 65% en peso o igual o superior a 70% en peso
o igual o superior a 75% en peso o igual o superior a 80% en
peso o igual o superior a 85% en peso o igual o superior a 90%
en peso o igual o superior a 95% en peso del compuesto de la
férmula (X) basado en el peso total del compuesto de la férmula
(X), el compuesto de la férmula (XI), el compuesto de la férmula
(XITI) y el compuesto de la férmula (XIII). Las composiciones
descritas en la presente pueden, por ejemplo, comprender igual
o menos de 100% en peso del compuesto de la férmula (X) basado
en el peso total del compuesto de la férmula (X), el compuesto
de la férmula (XI), el compuesto de la férmula (XII) y el
compuesto de la férmula (XIII). Por ejemplo, la mezcla puede
comprender igual o menos de 99% en peso o igual o menos de 98%
en peso o igual o menos de 97% en peso del compuesto de la
férmula (X) basado en el peso total del compuesto de la férmula

(X), el compuesto de la fédrmula (XI), el compuesto de la férmula
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(XITI) y el compuesto de la férmula (XIII). Por ejemplo, las
composiciones descritas en la presente pueden comprender de
aproximadamente 50% en peso a aproximadamente 100% en peso o
de aproximadamente 60% en peso a aproximadamente 99% en peso o
de aproximadamente 70% en peso a aproximadamente 98% en peso o
de aproximadamente 80% en peso a aproximadamente 97% en peso,
o de aproximadamente 90% en peso a aproximadamente 97% en peso
del compuesto de la férmula (X) basado en el peso total del
compuesto de la férmula (X), el compuesto de la fédrmula (XI),
el compuesto de la férmula (XII) y el compuesto de la férmula
(XIIT).

La relacidén en peso del compuesto de la férmula (X) al
peso total del compuesto de la férmula (XI), el compuesto de
féormula (XII) y el compuesto de la férmula (XIII) en las
composiciones descritas en la presente puede, por ejemplo,
variar de aproximadamente 60:40 a aproximadamente 99:1. Por
ejemplo, la relacidén en peso del compuesto de la férmula (X)
al peso total del compuesto de la férmula (XI), el compuesto
de la férmula (XII) y el compuesto de la férmula (XIII) puede
oscilar entre aproximadamente 65:35 y 99:1 o de 70:30 a 99:1 o
de 75:25 a 99:1 o de 80:20 a 99:1 o de 85:15 a 99:1 o de
aproximadamente 90:10 a aproximadamente 99:1 o) de
aproximadamente 95:5 a aproximadamente 99:1.

Por ejemplo, la relacidén en peso del compuesto de la

férmula (X) al peso total del compuesto de la férmula (XI), el
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compuesto de la férmula (XII) y el compuesto de la fdérmula

(XITII) puede oscilar entre aproximadamente 65:35 %
aproximadamente 98:2 o) de aproximadamente 70:30 a
aproximadamente 97:3 o) de aproximadamente 75:25 a
aproximadamente 96:4 o) de aproximadamente 80:20 a
aproximadamente 95:5 o) de aproximadamente 85:15 a

aproximadamente 90:10.

La relacién en peso del compuesto de la férmula (X) a
bishomofarnesol (por ejemplo, bisEEH) en las composiciones
descritas en la presente puede, por ejemplo, oscilar entre
aproximadamente 90:10 y aproximadamente 100:0. Por ejemplo, la
proporcidén en peso del compuesto de la férmula (X) a
bishomofarnesol (por ejemplo, bisEEH) en las composiciones
descritas en la presente puede oscilar entre 92:8 y 100:0 o
entre 94:6 y 100:0 o entre de 95:5 a 100:0 o de 96:4 a 99.5:0.5
o de 97:3 a 99.0:1.0 o de 98:2 a 99.0:1.0.

La cantidad del compuesto de la férmula (X), el compuesto
de la férmula (XI), el compuesto de la férmula (XII) y el
compuesto de la férmula (XIII) en una mezcla de estereoisdmeros
puede, por ejemplo, cuantificarse mediante cromatografia de
gases e/o identificarse por espectroscopia de RMN.

El o6xido de Ambra sintetizado mediante los procesos
descritos en la presente (por ejemplo, usando enzimas SHC/HAC
o variantes de las mismas y, opcionalmente, células hospederas

recombinantes) puede, por ejemplo, estar en forma amorfa o en
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forma cristalina.

El 6xido de Ambra producido por los métodos descritos en
la presente (por ejemplo, usando enzimas SHC/HAC o variantes
de las mismas vy células hospederas recombinantes) puede
aislarse mediante extraccién/destilaciédn con vapor o)
extraccidén con solventes organicos usando un solvente no
miscible en agua (para separar los productos de reaccidn vy
sustrato sin reaccionar del biocatalizador que permanece en la
fase acuosa) seguido de la posterior evaporacidédn del solvente
para obtener un producto de reaccidn crudo como se determina
por andlisis de cromatografia de gases (GC). Los métodos de
extraccién/destilacidédn con vapor y extraccidn con solventes
orgdnicos son conocidos por los experimentados en la técnica.

A manera de ejemplo, el 6xido de Ambra resultante se puede
extraer de la mezcla de reaccidédn completa usando un solvente
organico, tal como un solvente no miscible en agua (por
ejemplo, tolueno). Alternativamente, el o6xido de Ambra
resultante se puede extraer de la fase sélida de la mezcla de
reaccidn (obtenida, por ejemplo, por centrifugacién o
filtracién) usando un solvente miscible con agua (por ejemplo,
etanol) o un solvente no miscible con agua (por ejemplo,
tolueno). A modo de ejemplo adicional, el 6xido de Ambra estéa
presente en la fase sdélida como cristales o en forma amorfa y
puede separarse de la fase s6lida restante (material celular o

restos del mismo) y la fase liquida también por medio de
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filtracidn.

A modo de ejemplo adicional, a una temperatura por encima
del punto de fusidén del 6xido de Ambra, el 6xido de Ambra puede
formar una capa de aceite encima de la fase acuosa, la capa de
aceite que puede eliminarse y colectarse. Para asegurar una
recuperacién completa del 6xido de Ambra después de eliminar
la capa de aceite, se puede agregar un solvente orgéanico a la
fase acuosa que contiene la biomasa para extraer cualquier
6xido de Ambra residual contenido en, sobre o encima de la
biomasa. La capa organica se puede combinar con la capa de
aceite, antes de que el conjunto se procese mads para aislar y
purificar el ¢6xido de Ambra. El1 6xido de Ambra se puede
cristalizar adicionalmente de forma selectiva para eliminar
los subproductos (XI), (XII) y (XIII) y cualquier sustrato de
bishomofarnesol sin reaccionar del producto de éxido de Ambra
final. E1 término “cristalizacién selectiva” se refiere a una
etapa del proceso en el que se hace que el 6xido de Ambra
cristalice a partir de un solvente mientras que los compuestos
(XI), (XII) y (XIII) permanecen disueltos en el solvente que
cristaliza hasta tal punto que el material cristalino aislado
contiene solo el producto de 6éxido de Ambra, o si contiene
cualquiera de los otros compuestos (X), (XII) o (XI1II),
entonces estdn presentes solo en cantidades aceptables desde
el punto de vista olfativo. El 6éxido de Ambra puede, por

ejemplo, estar libre o sustancialmente libre de subproductos
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(XI), (XII) y (XIII). La etapa de cristalizacidédn selectiva
puede usar un solvente miscible en agua, tal como etanol o
similar. La cristalizacidén selectiva del 6xido de Ambra puede
estar influida por la presencia de sustrato de homofarnesol
sin reaccionar y también por la proporcidén de oééxido de Ambra
con respecto a los demds subproductos detectables (XI), (XII)
y/0 (XIII). Incluso si solo se obtiene una conversién de 10%
del sustrato de homofarnesol en 6xido de Ambra, todavia es
posible la cristalizacidén selectiva de 6xido de Ambra.

La pureza olfativa del producto final de 6xido de Ambra
puede determinarse usando un extracto de etanol al 10% en agua
o probando el material cristalino. El1 producto final de ¢éxido
de Ambra se prueba contra una referencia comercialmente
disponible del producto de 6xido de Ambra para su pureza
olfativa, calidad y perfil sensorial. El material de o6xido
Ambra también se prueba en estudios de aplicacidén realizados
por experimentados para determinar si el material cumple con
las especificaciones con respecto a su perfil organoléptico.

Ejemplos de solventes organicos miscibles en agua y no
miscibles en agua adecuados para el uso en la extraccidn y/o
cristalizacidén selectiva de 6xido de Ambra incluyen, pero no
se limitan a hidrocarburos alifédticos, de preferencia aquellos
que tienen de 5 a 8 &tomos de carbono, tales como pentano,
ciclopentano, hexano, ciclohexano, heptano, octano o}

ciclooctano, alifaticos halogenados hidrocarburos, de
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preferencia los que tienen uno o dos atomos de carbono, tales
como diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono,
dicloroetano o tetracloroetano, hidrocarburos arométicos,
tales como benceno, tolueno, los xilenos, clorobenceno o
diclorobenceno, éteres o alcoholes alifdticos aciclicos vy
ciclicos, de preferencia aquellos que tienen de 4 a 8 &tomos
de carbono, tal como etanol, isopropanol, éter dietilico, metil
terc-butil éter, etil terc-butil éter, éter dipropilico, éter
diisopropilico, éter dibutilico, tetrahidrofurano o ésteres,
tal como acetato de etilo o acetato de n-butilo o cetonas,
tales como metil isobutil cetona o dioxano o mezclas de estos.
Los solventes que se usan con especial preferencia son el
heptano mencionado anteriormente, metil terc-butil éter
(también conocido como MTBE, terc-butil metil éter, terc-butil
metil éter y tBME), diisopropil éter, tetrahidrofurano, acetato
de etilo y/o mezclas de los mismos. De preferencia, se usa un
solvente miscible en agua, tal como etanol para la extraccidn
de 6xido de Ambra de la fase sbé6lida de la mezcla de reacciédn.
El uso de etanol es ventajoso porque es facil de manejar, no
es toxico y es amigable con el medio ambiente.

El término “aislado”, como se usa en la presente, se
refiere a un producto de bioconversidén como el éxido de Ambra
que se ha separado o purificado de los componentes que 1lo
acompafian. Una entidad que se produce en un sistema celular

diferente de la fuente de la que naturalmente se origina esté
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“aislada”, porqgue necesariamente estara libre de los
componentes que la acompanhan naturalmente. El1 grado de
aislamiento o pureza se puede medir por cualgquier método
apropiado, por ejemplo, andlisis de cromatografia de gases
(GC), HPLC o RMN. En algunas modalidades, el producto final
(bxido de Ambra) se aisla y se purifica hasta la homogeneidad
(por ejemplo, por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89% u 89.5% puro o 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 99.5% puro).

Deseablemente, la cantidad de 6éxido de Ambra producido
puede ser de aproximadamente 1 mg/L a aproximadamente 20,000
mg/L (20 g/L) o superior, tal como de aproximadamente 20 g/L a
aproximadamente 200 g/L o de 100-200 g/L, de preferencia de
aproximadamente 125 g/L o 150 g/L o aproximadamente 188 g/L.

Por ejemplo, de aproximadamente 1 a aproximadamente 100

mg/L, de aproximadamente 30 a aproximadamente 100 mg/L, de

aproximadamente 50 a aproximadamente 200 mg/L, de
aproximadamente 100 a aproximadamente 500 mg/L, de
aproximadamente 100 a aproximadamente 1,000 mg/L, de
aproximadamente 250 a aproximadamente 5,000 mg/L,

aproximadamente 1,000 (1 g/L) a aproximadamente 15,000 mg/L
(15 g/L), o aproximadamente 2,000 (2 g/L) a aproximadamente
10,000 mg/L (10 g/L) o aproximadamente 2,000 (2 g/L) a
aproximadamente 25,000 mg/L (25 g/L) o aproximadamente 2,000

(2 g/L) a aproximadamente 25,000 mg/L (25 g/L), 26,000 mg/L
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(26 g/L), 27,000 mg/L (27 g/L), 28,000 mg/L (28 g/L), 29,000
mg/L (29 g/L), 30,000 mg/L (30 g/L), 40 g/L, 50 g/L, 60 g/L,
70 g/L, 80 g/L, 90 g/L, 100 g/L, 110 g/L, 120 g/L, 125 g/L,
130 g/L, 140 g/L, 150 g/L, 160 g/L, 170 g/L, 180 g/L, 190 g/L
o se producen 200 g/L o 300 g/L o 400 g/L o 500 g/L de éxido
de Ambra. De preferencia, el 6xido de Ambra a una concentracioén
de por lo menos 100 g/L se produce en un periodo de tiempo de
48 a 72 horas.

De preferencia, el 6xido de Ambra a una concentracidén de
aproximadamente 150 g/L se produce en un periodo de tiempo de
aproximadamente 48 a 72 horas. De preferencia, el o6éxido de
Ambra a una concentracidén de aproximadamente 200 g/L se produce
en un periodo de tiempo de aproximadamente 48 a 72 horas.

De preferencia, el 6xido de Ambra a una concentracidn de
aproximadamente 250 g/L se produce en un periodo de tiempo de
aproximadamente 48 a 72 horas.

La bioconversién de bishomofarnesol en éxido de Ambra
de acuerdo con la presente descripcidén produce 6xido de Ambra
como compuesto predominante, pero también puede producir
compuestos distintos del ¢éxido de Ambra gque pueden o no
impartir notas olfativas agradables a la mezcla de
bioconversién y, por lo tanto, pueden contribuir de forma
positiva o negativa al carédcter sensorial del producto final
de o6xido de Ambra. En consecuencia, se lleva a cabo un

analisis sensorial usando pruebas sensoriales bien



10

15

20

25

222

establecidas wusadas por experimentados capacitados (por
ejemplo, perfumistas) para que la prueba pueda ayudar a
determinar si un producto guimicamente relevante es también
un producto final olfativamente relevante en relacidn con
un producto de referencia. La remocidén de uno o mas
compuestos derivados del 6xido de Ambra puede mejorar el
olor del compuesto restante (6xido de Ambra) incluso si los
compuestos eliminados son en realidad compuestos inodoros
per se. Es decir, se puede observar un aumento del olor del
6xido de Ambra en ausencia de los compuestos XI, XII y XIII.

Las diversas aplicaciones del ¢xido de Ambra incluyen,
entre otras, una fragancia fina o un producto de consumo, tal
como cuidado de telas, articulos de tocador, productos de
limpieza y cuidado de 1la belleza, productos detergentes vy
productos de jabdén, incluidos esencialmente todos los productos
en los que los ingredientes de o¢éxido de Ambra actualmente
disponibles se usan comercialmente.

Por lo tanto, se proporciona ademds en la presente un uso
de 6xido de Ambra obtenido u obtenible mediante un proceso
descrito en la presente como parte de una fragancia o un
cosmético o un producto de consumo. También se proporciona en
la presente un producto que comprende 6éxido de Ambra obtenido
u obtenible mediante un proceso descrito en la presente. El
producto puede ser, por ejemplo, una fragancia o un cosmético

o un producto de consumo.
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COMPOSICIONES DE FRAGANCIA

Ademés, se proporciona en la presente el uso de los
compuestos y composiciones descritos en la presente como o en
una composicién de fragancia.

Por lo tanto, también se proporciona en la presente una
composicidén de fragancia que comprende uno o mas compuestos de
la férmula (I) o (X). Una “composicidédn de fragancia” puede ser,
por ejemplo, cualquier composicidédn que comprenda uno o mas
compuestos de la férmula (I) o (X) y un material base.

Como se usa en la presente, el “material base” incluye
todos los ingredientes de fragancia conocidos seleccionados de
la amplia gama de productos naturales y moléculas sintéticas
actualmente disponibles, tal como aceites esenciales,
alcoholes, aldehidos y cetonas, éteres y acetales, ésteres y
lactonas, macrociclos y heterociclos, y/o mezclado con uno o
mas ingredientes o excipientes usados convencionalmente junto
con odorantes en composiciones de fragancias, por ejemplo,
materiales portadores, diluyentes y otros agentes auxiliares
comtinmente usados en la técnica.

Los 1ingredientes de fragancia conocidos en la técnica
estan facilmente disponibles comercialmente de los principales
fabricantes de fragancias. Los ejemplos no limitantes de tales
ingredientes incluyen:

- aceites esenciales y extractos, por ejemplo, castdreo,

aceite de raiz de costus, absoluto de musgo de roble, aceite
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de geranio, absoluto de musgo de &rbol, aceite de albahaca,
aceites de frutas, tal como aceite de bergamota y aceite de
mandarina, aceite de mirto, aceite de palmarrosa, aceite de
pachuli, aceite de pepitas, aceite de jazmin, aceite de rosa,
aceite de séndalo, aceite de ajenjo, aceite de lavanda y/o
aceite de ylang-ylang;

— alcoholes, por ejemplo, alcohol cinédmico ((E)-3-
fenilprop-2-en-1-0l); cis-3-hexenol ((Z2) -hex-3-en-1-0l);
citronelol (3,7-dimetiloct-6-en-1-0l); dihidromircenol (2,6-
dimetiloct-7-en-2-01l1); Ebanol™ ((E)-3-metil-5-(2,2,3-
trimetilciclopent-3-en-1-il)pent-4-en-2-0l1); eugenol (4-alil-
2-metoxifenol); etil linalol ((E)-3,7-dimetilnona-1, 6-dien-3-
ol); farnesol ((2E,62)-3,7,1l-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-
ol); geraniol ((E)-3,7-dimetilocta-2, 6-dien-1-01l1); Super
Muguet™ ((E)-6-etil-3-metiloct-6-en-1-0l); linalool (3,7-
dimetilocta-1,6-dien-3-01); mentol (2-isopropil-5-
metilciclohexanol) ; Nerol (3,7-dimetil-2, 6-octadien-1-01l);
alcohol fenil etilico (2-feniletanol); Rhodinol™ (3,7-
dimetiloct-6-en-1-0l); Sandalore™ (3-metil-5-(2,2,3-
trimetilciclopent-3-en-1-il)pentan-2-0l); terpineol (2-(4-
metilciclohex-3-en-1-il)propan-2-0l); o Timberol™ (1-(2,2,6-
trimetilciclohexil)hexan-3-01); 2,4, 7-trimetilocta-2, 6-dien-
1-o0l y/o [l-metil-2 (5-metilhex-4-en-2-il)ciclopropil]-
metanol;

- aldehidos vy cetonas, por ejemplo, anisaldehido (4-
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metoxibenzaldehido) ; aldehido alfa amil cindmico (2-
bencilidenoheptanal) ; Georgywood™ (1-(1,2,8,8-tetrametil-
1,2,3,4,5,6,7,8-octahidronaftalen-2-il)etanona) ;
hidroxicitronelal (7-hidroxi-3,7-dimetiloctanal); Iso E Super®
(1-(2,3,8,8-tetrametil-1,2,3,4,5,6,7,8-octahidronaftalen-2-
il)etanona) ; Isoraldeine® ((E)-3-metil-4-(2,6,6-
trimetilciclohex-2-en-1-il)but-3-en-2-ona); 3-(4-isobutil-2-
metilfenil)propanal; maltol; metil cedril cetona; metilionona;
verbenona; y/o vainillina;

- éter vy acetales, por ejemplo, Ambrox® (3a,6,6,9%a-
tetrametil-2,4,5,5a,7,8,9, 9% -octahidro-1H-
benzo[e] [1]benzofurano); geranil metil éter ((2E)-l-metoxi-
3,7-dimetilocta-2, 6-dieno) ; 6xido de rosa (4-metil-2-(2-
metilprop-l-en-1-il)tetrahidro-2H-pirano); y/0 Spirambrene®
(2’ ,2",3,7, 7-pentametilespiro[biciclo[4.1.0]heptano-2,5" -

[1,3]dioxano]);

- macrociclos, por ejemplo, Amrettolide ((Z) -
oxacicloheptadec-10-en-2-ona); Dbrasilato de etileno (1,4-
dioxacicloheptadecan-5,17-diona) ; y/0 Exaltolide® (16—

oxaciclohexadecan-1-ona); vy

- heterociclos, por ejemplo, isobutilgquinolina (2-
isobutilguinolina) .

Tal como se usa en la presente, "“material portador”
significa un material gque es practicamente neutro desde el

punto de vista del olor, es decir, un material que no altera
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significativamente las ©propiedades organolépticas de 1los
olores.

Por “diluyentes” se entiende cualquier diluyente usado
convencionalmente junto con odorantes, como ftalato de dietilo
(DEP), dipropilenglicol (DPG), miristato de isopropilo (IPM),
citrato de trietilo (TEC) y alcohol (por ejemplo, etanol).

El término “agente auxiliar” se refiere a los ingredientes
que pueden emplearse en una composicién de fragancia por
razones no relacionadas especificamente con el desempefio
olfativo de tal composicidén. Por ejemplo, un agente auxiliar
puede ser un ingrediente que actta como auxiliar para procesar
un ingrediente o ingredientes de fragancia, o una composicién
que contenga tal(es) ingrediente(s), o puede mejorar la
manipulacidén o almacenamiento de un ingrediente de fragancia o
composicidén que lo contenga, tal como adyuvante antioxidante.
Tal antioxidante puede seleccionarse, por ejemplo, de Tinogard®
TT (BASF), Tinogard® Q (BASF), Tocoferol (incluyendo sus
isbémeros, CAS 59-02-9; 364-49-8; 18920-62-2; 121854-78-2),
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol (BHT, CAS 128-37-0) vy
fenoles relacionados, hidroguinonas (CAS 121-31-9).

También podria ser un 1ingrediente que ©proporciona
beneficios adicionales, tal como impartir color o textura.
También podria ser un ingrediente que confiera resistencia a
la luz o estabilidad gquimica a wuno o mads 1ingredientes

contenidos en una composicidén de fragancia.
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Una descripcidén detallada de la naturaleza y tipo de
agente auxiliar comUnmente usado en las composiciones de
fragancia que lo contienen no puede ser exhaustiva, pero debe
mencionarse que tales ingredientes son bien conocidos por un
experimentado en la técnica.

También se proporciona en la presente un producto de
consumo que comprende un compuesto o una composiciédn o una
composicién de fragancia como se describe en la presente,
incluyendo cualquier modalidad del mismo. El1 producto de
consumo puede ser, por ejemplo, un producto cosmético (por
ejemplo, agua de perfume o agua de tocador), un producto de
limpieza, un producto detergente o un producto de jabdn.

HOMOFARNESOL

El homofarnesol puede tener isomerismo como se muestra a
continuacién.

Tabla 4. Isémeros de homofarnesol.

Compuesto Abreviacidn Nombre y Estructura
E,E- EEH
OH
homofarnesol x N RN

(3E,7E)-4,8,12-trimetiltrideca-3,7,11-

trien-1-ol

E, Z- EZH

homofarnesol

(3z,7E)-4,8,12-trimetiltrideca-3,7,11-

trien-1-ol
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Z,E- ZEH
homofarnesol
OH
[ra] &
(3E,72)-4,8,12-trimetiltrideca-3,7,11-
trien-1-ol
Z,7%- Z7ZH
homofarnesol
(32,72)-4,8,12-trimetiltrideca-3,7,11-
trien-1-ol

El beta-farneseno se puede convertir directamente en E,E-
homofarnesol (EEH) o indirectamente en EEH a través de E,E-
homofarnesato que luego se convierte en EEH. Se puede encontrar
una descripcidédn general de la produccidédn de (-)-Ambrox a partir
de diferentes sustratos en US2012/0135477A1, WO 2010/139719,
US2013.0273619A1, WO 2013/156398A1 yv la tesis doctoral de Seitz
(2012 como se citd anteriormente) vy Schaefer 2011 (Chemie
Unserer Zeit 45, 374-388), cuyo contenido se incorpora en la
presente como referencia.

US2012/0135477A1 reporta sobre la conversidn de (3%Z,7E) a
(=) -Ambrox usando ZmoSHC, pero de acuerdo con la descripcién
en Schaefer (2011) (como se citd anteriormente), (7E,3Z) solo
se convierte en 9b-epi- Ambrox (es decir, el compuesto (III)
como se describe anteriormente) y no a (-)-Ambrox. Como se usa

en la presente, una referencia a (3%,7E) homofarnesol es una
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referencia a E,Z-homofarnesol que también se designa como EZH.

Si bien el homofarnesol puede ser una mezcla de cuatro
isébmeros, los isébmeros (3%,7%2), (3E,7Z), (3Z,7E) y (3E,7E),
parece de la literatura que (-)-Ambrox solo se obtiene de
(3E, 7E) homofarnesol (ver Neumann and Simon (1986) citado
anteriormente). Como se usa en la presente, una referencia a
(3E,7E) ~homofarnesol es una referencia a E,E-homofarnesol que
también se designa como EEH.

Los materiales de partida para los procesos descritos en
la presente para preparar (-)-Ambrox pueden ser, por ejemplo,
(3E,7E) ~homofarnesol o una mezcla gque comprende (3E,7E)-
homofarnesol, por ejemplo, una mezcla de isbémeros de
homofarnesol gque comprende (3E,7E)-homofarnesol.

De preferencia, el material de partida de homofarnesol
comprende una mezcla de (3E,7E) vy (3%Z,7E), denominada en la
presente una mezcla isomérica EE:EZ. Una mezcla isomérica EE:EZ

de homofarnesol tiene el numero CAS de 35826-67-6.

OH

OH

(3E,7E)-Homofarnesol (3Z,7E)-Homofarnesol
CAS: 459-89-2 CAS: 138152-06-4

Mezcla E/Z CAS: 35826-67-6

La materia prima/material de partida de homofarnesol puede
ser una mezcla de isbdbmeros. Por consiguiente, el material de

partida de homofarnesol también puede comprender una mezcla de
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los cuatro isbmeros EE:EZ:72Z:ZE que corresponde con (3E,7E),
(32,78), (32,7Z) vy (3E,7Z). De preferencia, el material de

partida de homofarnesol se selecciona de uno o méas de la

siguiente mezcla: [(32,77Z), (3E,72), (32,7E) 'y (3E,7E)],
[(3z2,7E) vy (3E,7E)], [(32,7E), (3E,7Z)] vy/o [(3E,7E) vy
(3E,772) 1.

De preferencia, el material de partida de homofarnesol se
selecciona de una o més de las siguientes mezclas: [(3E,7E),
(32,7E)]1 y/o [(3z,7E), (3E/T7E) y (3E,72)], también designados
[EE:EZ] v [EE:EZ:ZE] respectivamente.

En consecuencia, en algunas modalidades, la relacidén de
EEH:EZH es de aproximadamente 100:00; 99:01; 98:02; 97:03;
96:04; 95:05; 94:06; 93:07; 92:08; 91:09; 90:10; 89:11; 88:12;
87:13; 86:14; 85:15; 84:16; 83:17; 82:18; 81:19; 80:20; 79:21;
78:22; 77:23; 76:24; 75:25; T74:26; 73:27; 72:28; 71:29; 70:30;
69:31; 68:32; 67:33; 66:34; 65:35; 64:36; 63:37; 62:38: 61:39;
60:40; 59:41; 58:42; 57:43; 56:44; 55:45: 54:46; 53:47: 52:48;
51:49; o aproximadamente 50:50. Por ejemplo, la relacidén de
EEH:EZH puede variar de 50:50 a 100:00 o de 50:50 a 99:01 o de
60:40 a 99:1 o de 70:30 a aproximadamente 95:5 o de
aproximadamente 80:20 a aproximadamente 95:5.

En algunas modalidades, de preferencia, el material de
partida de homofarnesol comprende >90% de E,E-homofarnesol
(EEH) .

En otras modalidades, el material de partida homofarnesol
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comprende una relacidén en peso EE:EZ de 86:14.

En algunas modalidades, el material de partida de
homofarnesol comprende una relacidn en peso EE:EZ de 80:20.

En determinadas modalidades, el material de partida de
homofarnesol comprende una relacidn en peso EE:EZ de 70:30.

En modalidades adicionales, el material de partida de
homofarnesol comprende una relacidn en peso EE:EZ de 69:31.

El numero de isdmeros de homofarnesol presentes puede
influir en la velocidad de la reaccién. Una enzima SHC/HAC o
una variante de la enzima puede ser capaz de convertir E,E-
homofarnesol en (-)-Ambrox a partir de una mezcla compleja de
isémeros de homofarnesol (por ejemplo, EE:EZ:ZE:ZZ). Sin
embargo, se puede observar una tasa de conversidn més baja, lo
que es consistente con la opinidén de gque los isdémeros de
homofarnesol distintos de EEH pueden competir con EEH por el
acceso a las enzimas derivadas de SHC/HAC y, por lo tanto,
pueden actuar como inhibidores competitivos para la conversidn
de EEH a (-)-Ambrox y/o también actian como sustratos
alternativos (ver, por ejemplo, Eichhorn et al., (2018) Adv.
Synth. Catal. 360: 2339-2351, cuyo contenido se incorpora en
la presente como referencia). Por consiguiente, el sustrato de
homofarnesol puede comprender una mezcla isomérica de 2 a 4
isbébmeros, de preferencia dos isdmeros.

Por consiguiente, el sustrato de homofarnesol puede

consistir o consistir esencialmente de una mezcla isomérica de
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2-4 isdédmeros, de preferencia dos isdmeros.

De preferencia, el sustrato de homofarnesol comprende una
mezcla de isdmeros EE:EZ. De preferencia, el sustrato de
homofarnesol consiste o consiste esencialmente de una mezcla
de isdbmeros EE:EZ.

Si, por ejemplo, se usa una mezcla de isdmeros EE:EZ,
entonces los compuestos (por ejemplo, los compuestos II, III vy
IV como se establece en la Tabla 2) distintos del (-)-Ambrox
estidn en una forma “aceitosa” (en lugar de una forma sélida)
que facilita la agitacién de la mezcla de reaccidén y el proceso
de bioconversidén resultante.

BISHOMOFARNESOL

El bishomofarnesol puede tener isomerismo como se muestra
en la Tabla 5 a continuacién.

Tabla 5. Isémeros de bishomofarnesol.

Compuesto Abreviacidn Nombre y Estructura

o S //l\w//\\w/l\u//\\v/J\\//ﬁ\\//\\
bishomofarnesol S f\\ (gr\ OH

(E)

(4E,8E)-5,9,13-trimetiltrideca-4,8,12-

trien-1-ol

E,z- BisEZH

bishomofarnesol

(47,8E)-5,9,13-trimetiltrideca-4,8,12-
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trien-1-ol

Z,E- BisZEH
bishomofarnesol .
{;\ f;\ OH
(4E,872)-5,9,13-trimetiltrideca-4,8,12-
trien-1-ol
Zy %= BisZZH
bishomofarnesol

(472,82)-5,9,13-trimetiltrideca-4,8,12-

trien-1-ol

El bishomofarnesol se puede producir a partir de E-
Nerolidol como se describe en los ejemplos siguientes. Por
ejemplo, el bishomofarnesol se puede producir como una mezcla
de dos o méds isdémeros (por ejemplo, una mezcla de E,E-
bishomofarnesol y E,Z-bishomofarnesol) . Si bien el
bishomofarnesol puede presentarse como una mezcla de cuatro
isémeros (los isbmeros (Z,72), (E,Z2), (Z,E) y (E,E)), parece
que el o6xido de Ambra solo se obtiene a partir de E,E-
bishomofarnesol.

Los materiales de partida para los procesos descritos en
la presente para preparar 6éxido de Ambra pueden ser, por
ejemplo, E,E-bishomofarnesol o una mezcla que comprende E,E-

bishomofarnesol, por ejemplo, una mezcla de isbmeros de
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bishomofarnesol que comprende E,E-bishomofarnesol.

De preferencia, el material de partida de bishomofarnesol
comprende una mezcla de (BisEEH) y (BisEZH), denominada en 1la
presente una mezcla isomérica EE:EZ.

El material de partida/materia prima de bishomofarnesol
puede ser una mezcla de isdmeros. Por consiguiente, el material
de partida de bishomofarnesol también puede comprender una
mezcla de los cuatro isdémeros EE:EZ:ZZ:ZE.

En consecuencia, en algunas modalidades, la relacidén de
BisEEH:BisEZH es de aproximadamente 100:00; 99:01; 98:02;
97:03; 96:04; 95:05; 94:06; 93:07; 92:08; 91:09; 90:10; 89:11;
88:12; 87:13; 86:14; 85:15; 84:16; 83:17; 82:18; 81:19; 80:20;
79:21; T78:22; 77:23; 76:24; 75:25; 74:26; 73:27; 72:28; 71:29;
70:30; 69:31; 68:32; 67:33; 66:34; 65:35; 64:36; 63:37; 62:38:
61:39; 60:40; 59:41; 58:42; 57:43; 56:44; 55:45: 54:46; 53:47:
52:48; 51:49; o aproximadamente 50:50. Por ejemplo, la relacidn
de BisEEH:BisEZH puede variar de 50:50 a 100:00 o de 50:50 a
99:01 o de 60:40 a 99:1 o de 70:30 a aproximadamente 95:5 o de
aproximadamente 80:20 a aproximadamente 95:5. En algunas
modalidades, de preferencia, el material de partida de
bishomofarnesol comprende >90% de E,E-bishomofarnesol (EEH).

En otras modalidades, el material de partida de
bishomofarnesol comprende una relacidén en peso BisEEH:BisEZH
de 86:14. En algunas modalidades, el material de partida de

bishomofarnesol comprende una relacidédn en peso de BisEEH:BisEZH
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de 80:20.

En algunas modalidades, el material de partida de
bishomofarnesol comprende una relacidédn en peso de BisEEH:BisEZH
de 70:30.

En modalidades adicionales, el material de partida de
bishomofarnesol comprende una relacidédn en peso de BisEEH:BisEZH
de 69:31.

El numero de isémeros de bishomofarnesol presentes puede
influir en la velocidad de la reaccidén. Una enzima SHC/HAC o
una variante de la enzima puede ser capaz de convertir E,E-
bishomofarnesol en 6éxido de Ambra a partir de una mezcla
compleja de isdémeros de Dbishomofarnesol (por ejemplo,
EE:EZ:ZE:ZZ). Sin embargo, se puede observar una tasa de
conversidén mas baja, lo que es coherente con la opinidén de que
los isbmeros de bishomofarnesol distintos de BisEEH pueden
competir con BisEEH por el acceso a la enzima SHC/HAC o a la
variante enzimética vy, por lo tanto, pueden actuar como
inhibidores competitivos para la conversién de BisEEH en 6xido
de Ambra y/o también actlan como sustratos alternativos. Por
consiguiente, el sustrato de bishomofarnesol puede comprender
una mezcla isomérica de 2 a 4 isdmeros, de preferencia dos
isbémeros.

Por consiguiente, el sustrato de Dbishomofarnesol puede
consistir o consistir esencialmente de una mezcla isomérica de

2-4 isdémeros, de preferencia dos isdbmeros.
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De preferencia, el sustrato de bishomofarnesol comprende
una mezcla de isdémeros EE:EZ.

De preferencia, el sustrato de bishomofarnesol consiste o
consiste esencialmente de una mezcla de isdmeros EE:EZ.

ACIDOS NUCLEICOS Y METODOS DE ELABORACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Ademéds, en la presente se proporcionan acidos nucleicos
que codifican una enzima SHC/HAC o una variante de la enzima
SHC/HAC como se describe en la presente. El1 &4cido nucleico
puede ser, por ejemplo, un acido nucleico aislado.

En particular, en la ©presente se proporciona una
construccidén que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica una enzima SHC/HAC o una variante de enzima como se
describe en la presente. Como se usa en la presente, una
“construccidén” es un segmento de 4Acido nucleico creado
artificialmente que se va a transfectar en una célula blanco.
La construccidén puede comprender el dcido nucleico que codifica
la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima y un controlador
de la expresidédn (por ejemplo, un promotor).

Ademéds, se proporciona en la presente un vector dque
comprende una construccidén como se describe en la presente.
Como se usa en la presente, un “vector” es una molécula de ADN
que se usa como vehiculo para transportar artificialmente
material genético extrafio a una célula en donde se puede
replicar y/o expresar. El vector puede ser, por ejemplo, un

pléasmido, un vector viral, un cdésmido o un cromosoma
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artificial.

Los términos “construccidn” % “vector” pueden
superponerse, por ejemplo, cuando la construccidén es un
plasmido.

En particular, se proporciona en la presente un &cido
nucleico que <codifica una secuencia de aminoacidos de
cualgquiera de la SEC ID NO.: 2, SEC ID NO.: 3, SEC ID NO.: 4,
SEC ID NO.: 5, SEC ID NO.: 17, SEC ID NO.: 18, SEC ID NO.: 24,
SEC ID NO.: 25, SEC ID NO.: 26 y SEC ID NO.: 27.

En particular, se proporciona en la presente un &cido
nucleico que tiene la secuencia de la SEC ID NO.: 6, SEC ID
NO.: 7, SEC ID NO.: 8, SEC ID NO.: 9, SEC ID NO.: 22 y la SEC
ID NO.: 23 que puede, por ejemplo, estar comprendido en una
construcciédn o un vector como se describe en la presente.

El término “acido nucleico” o “molécula de acido
nucleico”, tal como se usa en la presente, se referiré
especificamente a los polinucledétidos de la descripcidén que
pueden ser ADN, ADNc, ADN gendmico, ADN sintético o ARN, vy
pueden ser de hebra doble o simple, la hebra sentido y/o
antisentido. El1 término “acido nucleico” o “molécula de &cido
nucleico” se aplicard en particular al(los) polinucledtido(s)
tal como se usa en la presente, por ejemplo, como secuencia de
nucledétidos de longitud completa o fragmentos o partes de los
mismos, que codifican un polipéptido con actividad enzimética,

por ejemplo, una enzima de una via metabdlica, o fragmentos o
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partes de la misma, respectivamente.

El término también incluye una molécula separada tal como
un ADNc en donde el ADN gendémico correspondiente tiene intrones
y, por lo tanto, una secuencia diferente; un fragmento gendmico
que carece de por lo menos uno de los genes laterales; un
fragmento de ADNc o ADN gendmico producido por reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) y que carece de por lo menos uno
de los genes flangueantes; un fragmento de restriccidén que
carece de por lo menos uno de los genes flanqueantes; un ADN
que codifica wuna proteina de origen no natural, como una
proteina de fusién (por ejemplo, una etiqueta His), una muteina
o un fragmento de una proteina dada; y un acido nucleico que
es una variante degenerada de un ADNc o un &cido nucleico
natural. Ademés, incluye una secuencia de nucledtidos
recombinantes que forma parte de un gen hibrido, es decir, un
gen que codifica wuna proteina de fusidén no natural. Las
proteinas de fusién pueden adicionar uno o més aminoacidos
(tales como, entre otros, histidina (His)) a una proteina,
generalmente en el extremo N-terminal de la proteina, pero
también en el extremo C-terminal o fusionados dentro de las
regiones de la proteina. Tales proteinas de fusidén o vectores
de fusidén que codifican tales proteinas normalmente cumplen
tres propdsitos: (i) aumentar la produccidn de proteinas
recombinantes; (ii) aumentar la solubilidad de la proteina

recombinante; y (iii) ayudar en la purificacién de la proteina
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recombinante proporcionando un ligando para la purificacién
por afinidad.

El término “acido nucleico” o “molécula de &cido nucleico”
también incluye secuencias de codones optimizados adecuadas
para la expresidn en una célula hospedera microbiana particular
(por ejemplo, célula hospedera de E. coli). Como se usa en la
presente, el término “coddbdn optimizado” significa una secuencia
codificante de proteina de &acido nucleico que se ha adaptado
para la expresién en una célula hospedera procariota o
eucariota, en particular células hospederas bacterianas, tales
como células hospederas de E. coli por sustitucién de uno o
mads o de preferencia, un nutmero significativo de codones con
codones que se usan mas frecuentemente en genes de células
hospederas bacterianas (por ejemplo, E. coli).

En este sentido, la secuencia de nucledbdtidos que codifica

la secuencia de aminodcidos de referencia (SEC ID NO.: 1 o SEC
ID NO.: 10) y sus variantes/derivados pueden ser la original
que se encuentra en la fuente (por ejemplo, SEC ID NO.: 1 que

se encuentra en AacSHC) o el gen se puede optimizar por codones
para los organismos hospederos seleccionados, tal como por
ejemplo, E. coli.

Una molécula de &cido ribonucleico (ARN) se puede producir
mediante transcripcidén In VItro. Los segmentos de moléculas de
ADN también se consideran dentro del alcance de la descripcidn

y pueden producirse, por ejemplo, mediante la reaccidédn en
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cadena de la polimerasa (PCR) o generarse mediante el
tratamiento con una o mas endonucleasas de restriccidédn. Los
segmentos de una molécula de &cido nucleico pueden denominarse
fragmentos de ADN de un gen, en particular agquellos que son
genes parciales. Un fragmento también puede contener varios
marcos de lectura abiertos (ORF), ya sea repeticiones del mismo
ORF o diferentes ORF. El término se referird especificamente a
secuencias de nucledbétidos codificantes, pero también incluira
secuencias de nucledétidos que no sean codificantes, por
ejemplo, secuencias no transcritas o no traducidas, o
polipéptidos codificantes, en su totalidad o en parte. Los
genes, tal como se usan en la presente, por ejemplo, para el
ensamblaje, la diversificacidén o la recombinacidén pueden ser
secuencias no codificantes o secuencias que codifican
polipéptidos o secuencias que codifican proteinas o partes o
fragmentos de las mismas que tienen suficiente longitud de
secuencia para eventos de recombinacidén exitosos. Méas
especificamente, tales genes tienen una longitud minima de 3
pb, de preferencia de por lo menos 100 pb, méds preferentemente
por lo menos 300 pb. Serd evidente de lo anterior gque una
referencia a un ADN aislado no significa un ADN presente entre
cientos o millones de otras moléculas de ADN dentro de, por
ejemplo, bibliotecas de ADNc o ADN gendmico o digestiones de
restriccién de ADN gendémico en, por ejemplo, una mezcla de

reaccidén de digestidén de restriccidén o una rebanada de gel
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electroforético. Una molécula de &cido nucleico aislada de la
presente descripcidn abarca segmentos que no se encuentran como
tales en el estado natural.

Tal como se usa en la presente, el término “ADN aislado”
puede hacer referencia a (1) un ADN gque contiene una secuencia
que no es idéntica a la de cualquier secuencia natural, un
polinucledétido o 4cido nucleico que no es natural (por ejemplo,
estd hecho mediante la combinacién artificial (por ejemplo,
manipulacién artificial de segmentos aislados de Aacidos
nucleicos, por ejemplo, mediante técnicas de ingenieria
genética) de dos segmentos de secuencias separados por
intervencidén humana) o (2), en el contexto de un ADN con una
secuencia natural (por ejemplo, un ADNc o ADN gendmico), un
ADN libre de por lo menos uno de los genes que flanquean el
gen que contiene el ADN de interés en el genoma del organismo
en el gque se encuentra naturalmente el gen que contiene el ADN
de interés.

El término “ADN aislado”, como se usa en la presente,
especificamente con respecto a las secuencias de Aacidos
nucleicos, también puede referirse a 4&cidos nucleicos o
polinucledétidos producidos mediante técnicas de ADN
recombinante, por ejemplo, una construccién de ADN que
comprende un polinucledétido heterdlogo para una célula
hospedera, que opcionalmente se incorpora a la célula

hospedera. Una secuencia de nucledétidos guimérica se puede
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producir especificamente como una molécula recombinante. EI1
término “recombinacién” se aplicard especificamente al
ensamblaje de polinucledtidos, uniendo tales polinucledtidos o
partes de los mismos, con o sin recombinacidédn para lograr un
entrecruzamiento o un mosaico de genes. Por ejemplo, se realiza
para unir segmentos de &cido nucleico de funciones deseadas
para generar una combinacidén deseada de funciones. Un gen
recombinante que codifica un polipéptido descrito en la
presente puede incluir la secuencia codificante de tal
polipéptido, unida operativamente, en orientacidén con sentido,
a una o mas regiones reguladoras adecuadas para expresar el
polipéptido. Debido a que muchos microorganismos son capaces
de expresar multiples productos génicos a partir de un ARNm
policistrénico, si se desea, se pueden expresar multiples
polipéptidos bajo el control de una sola regidén reguladora para
estos microorganismos. Se considera que una Ssecuencia
codificante y una regidén reguladora estédn unidas operativamente
cuando la regidén regquladora y la secuencia codificante se
colocan de modo que la regidn reguladora sea eficaz para
regular la transcripcidén o traduccidén de la secuencia.

El término “recombinante”, como se usa en la presente,
especificamente con respecto a las enzimas, se referird a las
enzimas producidas por técnicas de ADN recombinante, es decir,
producidas a ©partir de células transformadas por una

construccién de ADN exdgeno que codifica la enzima deseada.
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Las enzimas “sintéticas” son aquellas preparadas por sintesis
gquimica. Una enzima quimérica se puede producir especificamente
como molécula recombinante. Por lo tanto, el término “ADN
recombinante” incluye un ADN recombinante incorporado en un
vector en un plésmido o virus que se replica de forma autdnoma,
o en el ADN gendmico de una procariota o eucariota (o el genoma
de wuna célula hombdéloga, en una posicidén distinta de 1la
ubicacién cromosé4mica natural) .

En otro aspecto, la(s) molécula(s) de &acido nucleico de
la presente descripcidén estéd(n) wunida(s) operativamente a
secuencias de control de la expresidn que permiten la expresidn
en células hospederas procariotas y/o eucariotas. Como se usa
en la presente, “ligado operativamente” significa incorporado
en una construccidén genética para que las secuencias de control
de expresién controlen de manera efectiva la expresidn de una
secuencia codificante de interés. Los elementos reguladores de
la transcripcidén/traduccidn mencionados anteriormente
incluyen, entre otros, promotores, mejoradores, operadores,
silenciadores, represores inducibles Y no inducibles,
constitutivos, regulados por el ciclo celular, regulados
metabdlicamente y otros elementos que son conocidos por 1los
experimentados en la técnica y gque impulsan o regulan de otro
modo la expresidén génica. Tales elementos reguladores incluyen,
entre otros, elementos reguladores que dirigen la expresidn

constitutiva o que permiten la expresidén inducible como, por
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ejemplo, el promotor CUP-1, el represor tet como se emplea,
por ejemplo, en los sistemas tet-on o tet-off, el sistema lac,
los elementos reguladores del sistema trp. A modo de ejemplo,
el isopropil B-D-1l-tiogalactopirandésido (IPTG) es un inductor
eficaz de la expresidén génica en el intervalo de concentracidn
de 100 uyM a 1.0 mM. Este compuesto es un imitador molecular de
la alolactosa, un metabolito de la lactosa que desencadena la
transcripcién del operdn lac y, por lo tanto, se usa para
inducir la expresién génica cuando el gen estd bajo el control
del operador lac. Otro ejemplo de elemento regulador que induce
la expresidén génica es la lactosa. De manera similar, la(s)
molécula(s) de dcido nucleico de la presente descripcidn pueden
formar parte de un gen hibrido que codifica secuencias
polipeptidicas adicionales, por ejemplo, una secuencia que
funciona como marcador o reportero. Ejemplos de genes
marcadores y reporteros que incluyen beta-lactamasa,
cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), adenosina deaminasa
(ADA), aminoglucésido fosfotransferasa dihidrofolato reductasa
(DHFR), higromicina-B-fosfotransferasa (HPH), timidina cinasa
(TK), lacZ (que codifica beta-galactosidasa) y xantina guanina
fosforribosiltransferasa (XGPRT). Al igual gque con muchos de
los procedimientos estédndares asociados con la préactica de 1la
descripcidén, los experimentados en la técnica conoceréan
reactivos atiles adicionales, por ejemplo, secuencias

adicionales que pueden cumplir la funcidén de un marcador o
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reportero.

En algunas modalidades, la presente descripcidn
proporciona un polinucledétido recombinante que codifica 1la
enzima SHC/HAC o una variante de la misma, que puede insertarse
en un vector para expresidén y purificacidédn opcional. Un tipo
de vector es un plasmido que representa una espira circular de
ADN de doble hebra en la que se ligan segmentos de ADN
adicionales. Ciertos vectores pueden controlar la expresidn de
genes a los que estadn ligados funcionalmente. Estos vectores
se denominan “vectores de expresidén”. Habitualmente, 1los
vectores de expresidédn adecuados para las técnicas de
recombinacidén de ADN son del tipo plésmido. Normalmente, un
vector de expresién comprende un gen, tal como la enzima
SHC/HAC o una variante de la misma como se describe en la
presente. En la presente descripcidn, los términos “plésmido”
y “wvector” pueden usarse indistintamente ya que el plésmido es
el tipo de vector gque se usa con mayor frecuencia. Tales
vectores pueden incluir secuencias de ADN que incluyen, pero
no se limitan a, secuencias de ADN que no estan naturalmente
presentes en la célula hospedera, secuencias de ADN que
normalmente no se transcriben en ARN ni se traducen en una
proteina (“expresadas”) y otros genes o secuencias de ADN qgue
se desea 1introducir en el hospedero no recombinante. Se
apreciard que normalmente el genoma de un hospedero

recombinante descrito en la presente se aumenta a través de la
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introduccién estable de uno o méds genes recombinantes. Sin
embargo, también pueden usarse plésmidos o vectores autdnomos
o0 replicativos dentro del alcance de esta descripcidédn. Ademés,
la presente descripcidn se puede practicar usando un numero de
copias bajo, por ejemplo, una sola copia, o un alto nUmero de
copias (como se ejemplifica en la presente) pléasmido o vector.

En una modalidad preferida, el vector de la presente
descripcién incluye plésmidos, fagémidos, fagos, césmidos,
cromosomas artificiales de bacterias % levaduras,
construcciones de activacidédn o de desactivacidn, casetes o
secuencias de 4cidos nucleicos sintéticos y se pueden producir
subconjuntos en la forma de polinucledétidos lineales,
plésmidos, megapléasmidos, cromosomas sintéticos o)
artificiales, tales como cromosomas artificiales de plantas,
bacterias, mamiferos o levaduras.

Se prefiere que las proteinas codificadas por el
polinucledétido introducido se expresen dentro de la célula tras
la introduccidén del vector. Los diversos sustratos génicos
pueden incorporarse en plasmidos. Los plésmidos son a menudo
vectores de clonacidén esténdares, por ejemplo, plasmidos
multicopia bacterianos. Los sustratos se pueden incorporar en
los mismos o diferentes plésmidos. A menudo, se usan por 1lo
menos dos tipos diferentes de plésmido que tienen diferentes
tipos de marcadores seleccionables para permitir la seleccidn

de células que contienen por lo menos dos tipos de vectores.
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Tipicamente, las células bacterianas o de levadura se
pueden transformar con una cualquiera o mas secuencias de
nucledétidos como es bien conocido en la técnica. Para la
recombinacién €N VIVO, el gen que se va a recombinar con el
genoma u otros genes se usa para transformar el hospedero
usando técnicas de transformacidén estandares. En una modalidad
adecuada, el ADN que proporciona un origen de replicacidn se
incluye en la construccidén. El origen de la replicacidén puede
ser seleccionado adecuadamente por el experimentado en la
técnica. Dependiendo de la naturaleza de los genes, es posible
que no se requiera un origen de replicacidédn suplementario si
las secuencias ya estdn presentes con los genes o el genoma
que funcionan como origenes de replicacidén ellos mismos.

CELULAS HOSPEDERAS, METODOS PARA PREPARAR CELULAS HOSPEDERAS Y

METODOS PARA PREPARAR AMBROX Y OXIDO DE AMBRA USANDO CELULAS

HOSPEDERAS

Ademés, se proporciona en la presente una célula hospedera
recombinante que comprende una secuencia de &acido nucleico o
una construccidén o un vector como se describe en la presente.
Ademés, se proporciona en la presente una célula hospedera
recombinante que produce una enzima SHC/HAC o una variante de
enzima como se describe en la presente.

Los procesos descritos en la presente para producir (-)-
Ambrox u 6xido de Ambra pueden, por ejemplo, comprender el

cultivo de una célula hospedera recombinante como se describe
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en la presente. Como se usa en la presente, el término “cultivo”
se refiere a un proceso de produccidén de células vivas de modo
que produzcan una enzima SHC/HAC o una variante de la enzima
como se describe en la presente gque se puede usar en un pProceso
para producir (-)-Ambrox u 6xido de Ambra, como se describe en
la presente. No es necesario que las células se dividan vy
repliquen, aunque esto no estd excluido.

Una célula bacteriana o de levadura puede transformarse
mediante ADN exdégeno o heterdlogo cuando tal ADN se ha
introducido dentro de la célula. El1l ADN transformante puede o
no estar integrado, es decir, enlazado covalentemente en el
genoma de la célula. En procariotas y levaduras, por ejemplo,
el ADN transformante puede mantenerse en un elemento episdmico,
tal como un plaéasmido. Con respecto a las células eucariotas,
una célula transfectada de forma estable es una en la que el
ADN transfectado se ha integrado en un cromosoma para que las
células hijas 1lo hereden a través de la replicacién
cromosdmica. Esta estabilidad se demuestra por la capacidad de
la célula eucariota para establecer lineas celulares o clones
compuestos por una poblacidén de células hijas que contienen el
ADN transformante.

En general, el ADN introducido no reside originalmente en
el hospedero que es el receptor del ADN, pero estd dentro del
alcance de la descripcidédn aislar un segmento de ADN de un

hospedero determinado y, posteriormente, introducir una o méas
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copias adicionales de ese ADN en el mismo hospedero, por
ejemplo, para mejorar la produccidédn del producto de un gen o
alterar el patrdédn de expresidn de un gen. En algunos casos, el
ADN introducido modificard o incluso reemplazard un gen
enddgeno o una secuencia de ADN, por ejemplo, por recombinacidn
homéloga o mutagénesis de sitio dirigido. Los hospederos
recombinantes adecuados incluyen microorganismos, células
vegetales y plantas.

La presente descripcién también presenta hospederos
recombinantes. El término “hospedero recombinante”, también
denominado “célula hospedera modificada genéticamente” o
“célula transgénica” indica una célula hospedera que comprende
un acido nucleico heterdélogo o cuyo genoma se ha aumentado con
por lo menos una secuencia de ADN incorporada. Una célula
hospedera de la presente descripcidn se puede disefiar
genéticamente con el polinucledétido o el vector como se
describidé anteriormente.

Las células hospederas gque pueden usarse para los fines
de la descripcidédn incluyen, entre otras, células procariotas,
tales como bacterias (por ejemplo, E. coli y B. subtilis), que
pueden, por ejemplo, transformarse con, por ejemplo, células
recombinantes vectores de expresiédn de ADN de bacteridfago,
ADN de plésmido, cromosoma artificial bacteriano o ADN de
cbsmido que contienen las moléculas polinucleotidicas de 1la

descripcidén; células eucariotas simples, tal como la levadura
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(por ejemplo, Saccharomyces y Pichia), que pueden, por ejemplo,
transformarse con, por ejemplo, vectores de expresidn de
levadura recombinante que contienen la molécula de
polinucledétido de la descripcidén. Dependiendo de la célula
hospedera y el wvector respectivo usado para introducir el
polinucledétido de 1la descripcidén, el polinucledtido puede
integrarse, por ejemplo, en el cromosoma o el ADN mitocondrial
0 puede mantenerse extracromosdmicamente como, por ejemplo,
episomalmente o puede estar comprendido solo transitoriamente
en las células.

El término “célula”, como se usa en la presente, en
particular con referencia a la ingenieria genética vy la
introduccién de uno o més genes o un conjunto de genes
ensamblados en una célula, o una célula de produccidn, se
entiende que se refiere a cualquier célula procariota o
eucariota. Tanto las células hospederas procariotas como las
eucariotas se contemplan para su uso de acuerdo con la
descripcidén, incluyendo las células hospederas bacterianas,
tales como E. coli o Bacillus sp, las células hospederas de
levadura, tal como S. cerevisiae, las células hospederas de
insectos, tal como Spodoptora frugiperda o las células
hospederas humanas, tal como HelLa y Jurkat.

Especificamente, la célula es una célula eucariota, de
preferencia una célula fuingica, de mamifero o vegetal, o una

célula procariota. Las células eucariotas adecuadas incluyen,
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por ejemplo, sin limitacidén, células de mamifero, células de
levadura o células de insecto (incluyendo Sf9), células
anfibias (incluyendo células de melandéforo) o células de
gusanos incluyendo células de Caenorhabditis (incluyendo
Caenorhabditis elegans). Las células de mamifero adecuadas
incluyen, por ejemplo, sin limitacidén, células COS (incluyendo
Cos-1 y Cos-7), células CHO, células HEK293, células HEK293T,
células HEK293 T-RexTM u otras lineas de células eucariotas
transfectables. Las células bacterianas adecuadas incluyen,
sin limitacién, E. coli.

De preferencia, pueden usarse células procariotas, tales
como E. coli, Bacillus, Streptomyces, o células de mamifero,
tal como células HelLa o células Jurkat, o células vegetales,
tal como Arabidopsis.

La célula puede, por ejemplo, seleccionarse de células
hospederas procariotas, de levadura, de plantas vy/o de
insectos.

De preferencia, la célula es un Aspergillus sp. o una
célula fungica, de preferencia, puede seleccionarse del grupo
que consiste de los géneros Saccharomyces, Candida,
Kluyveromyces, Hansenula, Schizosaccharomyces, Yarrowia,
Pichia y Aspergillus.

De preferencia, la célula es una célula bacteriana, por
ejemplo, que tiene un género seleccionado de Escherichia,

Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus %
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Lactococcus. Por ejemplo, la bacteria puede ser E. coli.

De preferencia, la célula hospedera de E. coll es una
célula hospedera de E. coli reconocida por la industria y las
autoridades reguladoras (que incluye, entre otras, una célula
hospedera de E. coli K12 o una célula hospedera de E. coli
BL21) .

Una célula hospedera preferida para usar con la presente
descripcién es E. coli, que se puede preparar de forma
recombinante como se describe en la presente. Por lo tanto, el
hospedero recombinante puede ser una célula hospedera de E.
coli recombinante. Hay bibliotecas de mutantes, plasmidos,
modelos der computadora detallados del metabolismo y otra
informacién disponible para E. coli, lo que permite el disefio
racional de varios médulos para mejorar el rendimiento del
producto. Se pueden usar métodos similares a los descritos
anteriormente para Saccharomyces para producir microorganismos
de E. coll recombinantes.

En una modalidad, el microorganismo de E. coli
recombinante comprende secuencias de nucledbdtidos que codifican
enzimas SHC/HAC o genes variantes de enzimas.

De preferencia, el microorganismo de E. colil recombinante
comprende una construccidén de vector como se describe en la
presente. En otra modalidad preferida, el microorganismo de E.
coll recombinante comprende secuencias de nucledtidos que

codifican las enzimas SHC/HAC vy las variantes de enzimas
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descritas en la presente.

Otra célula hospedera preferida para usar con la presente
descripcién es S. cerevisiae, que es un organismo de chasis
ampliamente usado en biologia sintética. Por 1lo tanto, el
hospedero recombinante puede ser S. cerevisiae. Hay bibliotecas
de mutantes, plésmidos, modelos de computadora detallados del
metabolismo y otra informacién disponible para S. cerevisiae,
lo que permite el disefio racional de varios mbédulos para
mejorar el rendimiento del producto. Se conocen métodos para
fabricar microorganismos de S. cerevisliae recombinantes.

El cultivo de <células se puede realizar de manera
convencional. El medio de cultivo puede contener una fuente de
carbono, por lo menos una fuente de nitrdégeno y se adicionan
sales inorgdnicas y vitaminas. Los constituyentes de este medio
pueden ser los que se usan convencionalmente para el cultivo
de la especie de microorganismo en cuestidédn. Las fuentes de
carbono de uso en el presente método incluyen cualquier
molécula que pueda ser metabolizada por la célula hospedera
recombinante para facilitar el crecimiento y/o la produccidn
de (-)-Ambrox u 6xido de Ambra. Los ejemplos de fuentes de
carbono adecuadas incluyen, pero no se limitan a, sacarosa (por
ejemplo, como se encuentra en la melaza), fructosa, xilosa,
glicerol, glucosa, celulosa, almiddbdn, celobiosa u otro polimero
que contiene glucosa.

En modalidades que emplean levadura como hospedero, por
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ejemplo, son adecuadas fuentes de carbono, tales como sacarosa,
fructosa, xilosa, etanol, glicerol y glucosa. La fuente de
carbono se puede proporcionar al organismo hospedero durante
todo el periodo de cultivo o, alternativamente, el organismo
se puede cultivar durante un periodo de tiempo en presencia de
otra fuente de energia, por ejemplo, proteina, y luego se
proporciona una fuente de carbono solo durante la fase de
alimentacién por lotes.

La disponibilidad de un microorganismo de célula hospedera
recombinante para su uso en los métodos de la presente
descripcién puede determinarse mediante procedimientos de
prueba sencillos usando métodos bien conocidos. Por ejemplo,
el microorganismo a probar puede propagarse en un medio rico
(por ejemplo, medio LB, medio de extracto de levadura Bacto-
triptona, medio nutritivo y similares) a un pH, temperatura y
bajo condiciones de reaccién cominmente usadas para la
propagacién del microorganismo. Una vez que se seleccionan los
microorganismos recombinantes (es decir, las células
hospederas recombinantes) que producen los productos de
bioconversidén deseados, los productos se producen tipicamente
mediante una linea de células hospederas de produccidn a gran
escala mediante fermentaciones y sistemas de expresidn
adecuados, por ejemplo, por produccidén microbiana en cultivo
celular. En una modalidad de la presente descripcidn, se usa

un medio minimo definido, tal como M9A para el cultivo celular.
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Los componentes del medio MY9A comprenden: 14 g/L de KH,POq,
16 g/L de K,HPO4, 1 g/L de Na3Citrato.2H,;0, 7.5 g/L de (NHy) SOy,
0.25 g/L de MgSO4.7H;0, 0.015 g/L de CaCl,.2H,0, 5 g/L de glucosa
y 1.25 g/L de extracto de levadura).

En otra modalidad de la presente descripcidén, se usd un
medio rico en nutrientes como LB. Los componentes del medio LB
comprenden: 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura,
5 g/L de NaCl. Otros ejemplos de Mineral Medium y M9 Mineral
Medium se describen, por ejemplo, en US 6524831B2 vy US
2003/0092143A1.

Se puede preparar otro ejemplo de medio minimo de 1la
siguiente manera: para 350 mL de cultivo: a 35 mL de solucién
madre de &cido citrico/fosfato (133 g/L de KH,PO,, 40 g/L de
(NH4) o HPO,4, 17 g/L de éacido citrico.H,O con pH ajustado a 6.3)
se adicionaron 307 mL de H,0, el pH se ajustd a 6.8 con NaOH
al 32% conforme se requiriera. Después de esterilizar en
autoclave, se adicionaron 0.850 mL de solucidén de MgSO4q al 50%,
0.035 mL de solucidén de elementos traza (ver a continuacidn),
0.035 mL de solucidén de tiamina y 7 mL de glucosa al 20%.

Solucidén de elementos traza: 50 g/L de Na,EDTA.2H,0, 20
g/L de FeS04.7H,0, 3 g/L de H3BO3, 0.9 g/L de MnSO4.2H,0, 1.1
g/L de CoCl,, 80 g/L de CuCl,, 240 g/L de NiSO4.7H,O0, 100 g/L
de KI, 1.4 g/L (NHy) 6M07024.4H,0, 1 g/L de ZnSO,.7H,0, en agua
desionizada.

Solucién de tiamina: 2.25 g/L de Tiamina.HCl en agua
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desionizada.

Solucidén de MgSO4: 50% (p/v) de MgSO4.7H,0 en agua
desionizada. El microorganismo recombinante puede cultivarse
en un proceso por lotes, por lotes alimentados o continuo o
combinaciones de los mismos. Normalmente, el microorganismo
recombinante se cultiva en un fermentador a una temperatura o
temperaturas definidas en presencia de una fuente de nutrientes
adecuada, por ejemplo, una fuente de carbono, durante un
periodo de tiempo deseado para producir suficiente enzima para
convertir homofarnesol en Ambrox e} para convertir
bishomofarnesol en 6xido de Ambra y para producir una cantidad
deseada de Ambrox que incluye (-)-Ambrox o una cantidad deseada
de ¢6xido de Ambra de la férmula (X). Las células hospederas
recombinantes pueden cultivarse de cualquier manera adecuada,
por ejemplo, mediante cultivo discontinuo o cultivo discontinuo
alimentado. Como se usa en la presente, el término “cultivo
por lotes” es un método de cultivo en el que el medio de cultivo
y/0o los nutrientes no se adicionan ni se retiran durante el
cultivo.

Como se usa en la presente, el término “alimentado por
lotes” significa un método de cultivo en el que se adiciona un
medio de cultivo y/o nutrientes durante el cultivo pero no se
retira el medio de cultivo.

Una modalidad de la presente descripcidédn proporciona un

método para producir oéxido de Ambrox o Ambra en un sistema
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celular que comprende producir enzimas SHC/HAC o variantes de
enzimas bajo condiciones adecuadas en un sistema celular,
adicionar homofarnesol o bishomofarnesol al sistema celular,
convertir homofarnesol en Ambrox o convertir bishomofarnesol
en 6xido de Ambra usando las enzimas SHC/HAC o variantes de
enzimas producidas usando el sistema celular, colectando Ambrox
u o6xido de Ambra de células y opcionalmente aislar 1los
materiales (-)-Ambrox u ¢éxido Ambra de la férmula (X) del
sistema. La expresidén de otras secuencias de nucledtidos puede
servir para mejorar el método. El método de bioconversidn puede
incluir la expresién adicional de otras secuencias de
nucledétidos en el sistema celular. La expresiédn de otras
secuencias de nucledtidos puede mejorar la ruta de
bioconversidén para producir (-)-Ambrox u 6éxido de Ambra. Una
modalidad adicional de la presente descripcidén es un método de
bioconversién para producir (-)-Ambrox u O6éxido de Ambra que
comprende el cultivo de células hospederas que comprenden la
enzima SHC/HAC o genes de variantes de enzimas, la produccidn
de enzimas SHC/HAC o variantes de enzimas en las células
hospederas, la alimentacidén de homofarnesol (por ejemplo, EEH)
o Dbishomofarnesol (por ejemplo, DbisEEH) a las células
hospederas, incubando las células hospederas en condiciones de
pPH, temperatura y agente solubilizante adecuados para promover
la conversidén de homofarnesol en Ambrox o la conversidédn de

bishomofarnesol en 6xido de Ambra y recolectando (-)- Ambrox u
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6xido de Ambra de la férmula (X). La produccidén de enzimas
SHC/HAC o variantes enzimdticas en las células hospederas
proporciona un método para producir (-)-Ambrox u é6xido de Ambra
de la férmula (X) cuando se adiciona homofarnesol o
bishomofarnesol a las células hospederas en condiciones de
reaccidén adecuadas. La conversidén lograda puede mejorarse
agregando méas biocatalizador y SDS a la mezcla de reacciédn.

El microorganismo de la célula hospedera recombinante
puede cultivarse de varias maneras para proporcionar células
en cantidades adecuadas que produzcan las enzimas SHC/HAC o
variantes de enzimas para la etapa de bioconversién posterior.
Dado que los microorganismos aplicables para la etapa de
bioconversidén wvarian ampliamente (por ejemplo, levaduras,
bacterias y hongos), las condiciones de cultivo, por supuesto,
se ajustan a los requisitos especificos de cada especie y estas
condiciones son bien conocidas y documentadas. Cualquiera de
los métodos conocidos en la técnica para hacer crecer células
de microorganismos de células hospederas recombinantes puede
usarse para producir las células utilizables en la etapa de
bioconversidén posterior de la presente descripcidn.
Normalmente, las células se cultivan hasta wuna densidad
particular (medible como densidad o6ptica (OD)) para producir
una biomasa suficiente para la reaccidén de bioconversidn.

Las condiciones de cultivo elegidas influyen no solo en

la cantidad de células obtenidas (la biomasa), sino que 1la
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calidad de las condiciones de cultivo también influye en cdémo
la biomasa se convierte en un biocatalizador. El microorganismo
de la célula hospedera recombinante qgue expresa la enzima
SHC/HAC o el gen variante de la enzima y que produce la enzima
SHC/HAC o variante de enzima se denomina biocatalizador que es
adecuado para Ssu uso en una reaccidén de bioconversidn. En
algunas modalidades, el biocatalizador es una célula completa
recombinante que produce enzimas SHC/HAC o variantes de enzimas
0 puede estar en suspensién o en un formato inmovilizado. En
otras modalidades, el Dbiocatalizador es wuna fraccidén de
membrana o una fraccidén liquida preparada a partir de la célula
completa recombinante que produce la enzima SHC/HAC o la
variante de la enzima (como se describe, por ejemplo, en Seitz
et al., 2012, citado anteriormente). El1 Dbiocatalizador
recombinante que produce enzimas SHC/HAC o variantes de enzimas
incluye células enteras recolectadas del fermentador (para la
reaccién de bioconversidén) o las células en el fermentador (que
luego se usan en una reacciétn de un solo recipiente). E1
biocatalizador recombinante gque produce enzimas SHC/HAC o
variantes de enzimas puede incluir células enteras
recombinantes intactas y/o residuos celulares. De cualquier
forma, la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima esté
asociada con una membrana (tal como una membrana celular) de
alguna manera para recibir e/o interactuar con un sustrato (por

ejemplo, homofarnesol o bishomofarnesol), cuya membrana (como
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un membrana celular) puede ser parte de una célula completa o
comprenderla (por ejemplo, una célula completa recombinante).
Las enzimas SHC/HAC o las variantes de enzimas también pueden
estar en una forma inmovilizada (por ejemplo, asociadas con un
vehiculo enzimdtico) que permite que las enzimas SHC/HAC o las
variantes enzimdticas interactien con un sustrato (por ejemplo,
homofarnesol o bishomofarnesol). Las enzimas SHC/HAC o
variantes de enzimas también se pueden usar en una forma
soluble.

En una modalidad, el Dbiocatalizador se produce en
cantidades suficientes (para crear una biomasa suficiente), se
cosecha y se lava (y, opcionalmente, se almacena (por ejemplo,
refrigerado, congelado o liofilizado)) antes de comenzar la
etapa de bioconversién.

En una modalidad adicional, las células se producen en
cantidades suficientes (para crear un biocatalizador
suficiente) y luego se ajustan las condiciones de reaccidén sin
necesidad de cosechar vy lavar el Dbiocatalizador para la
reaccidén de bioconversidédn. Este método de una sola etapa (o
“un recipiente”) es ventajoso ya que simplifica el proceso y
posiblemente reduce los costos. El medio de cultivo usado para
hacer crecer las células también es adecuado para usar en la
reaccidén de bioconversidén siempre que las condiciones de
reacciédn se ajusten para facilitar la reaccidén de

bioconversidn.
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El pH é6ptimo para el crecimiento de las células estd en
el intervalo de 6.0 a 7.0. El pH éptimo para la reaccidn de
bioconversidén depende del tipo de enzima o variante de 1la
enzima SHC/HAC usada en la reaccidédn de bioconversidn. E1 pH se
regula usando técnicas bien conocidas por el experimentado en
la técnica.

Si bien los términos “mezcla” o “mezcla de reaccidén” se
pueden usar indistintamente con el término “medio” en la
presente descripcidén (especialmente en lo que se refiere a una
reaccidén de “un solo recipiente”), debe tenerse en cuenta que
cultivar las células para crear una biomasa suficiente requiere
un medio de fermentacidén/cultivo celular, pero no se regquiere
un medio para la etapa de bioconversidén ya que un amortiguador
de reaccidén serd suficiente a un pH adecuado.

Los métodos de bioconversidén de la presente descripcidn
se llevan a cabo en condiciones de tiempo, temperatura, pH y
agente solubilizante para proporcionar la conversidédn de la
materia prima de homofarnesol o bishomofarnesol (por ejemplo,
que comprende EEH o bisEEH) en (-)-Ambrox u 6xido de Ambra.

El pH de la mezcla de reaccidn puede estar en el intervalo
de 4 a 8, de preferencia de 5 a 6.5, mas preferentemente de
4.8 a 6.0 para las variantes de la enzima SHC/HAC y en el
intervalo de aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0
para las enzimas SHC/HAC de tipo salvaje y se pueden mantener

mediante la adicidén de amortiguadores a la mezcla de reaccidn.
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Los amortiguadores ejemplares para este propdsito incluyen,
pero no se limitan a, un amortiguador de &cido citrico, un
amortiguador de fosfato, un amortiguador de &cido acético y/o
un amortiguador de acido succinico.

La temperatura preferida es entre aproximadamente 15°C vy

aproximadamente 60°C, por ejemplo, de aproximadamente 15°C a

aproximadamente 50°C o de aproximadamente 15°C a
aproximadamente 45°C o de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 60°C o de aproximadamente 40°C a
aproximadamente 50°C. La temperatura se puede mantener

constante o se puede alterar durante el ©proceso de
bioconversidn.

El solicitante ha demostrado que puede ser Util incluir
un agente solubilizante (por ejemplo, un tensiocactivo, un
detergente, un mejorador de la solubilidad, wun solvente
orgadnico miscible en agua y similares) en la reaccidén de
bioconversién.

Como se usa en la presente, el término “tensioactivo”
significa un componente que reduce la tensidn superficial (o
tensidén interfacial) entre dos liquidos o entre un liquido y
un sbélido. Los tensicactivos pueden actuar como detergentes,
agentes humectantes, emulsificantes, agentes espumantes vy
dispersantes. Los ejemplos de tensioactivos incluyen, entre
otros, Triton X-100, Tween 80, taurodesoxicolato,

taurodesoxicolato de sodio, dodecil sulfato de sodio (SDS) y/o
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lauril sulfato de sodio (SLS).

Si bien Triton X-100 se puede wusar para purificar
parcialmente la enzima SHC/HAC o la variante de la enzima (en
forma soluble o de suspensidn/fraccidn de membrana), también
se puede usar en la reaccidén de bioconversidn (ver, por
ejemplo, la descripcidn en Seitz (tesis doctoral 2012, como se
citd anteriormente), asi como la descripcidédn en Neumann and
Simon (1986 - como se citd anteriormente) y JP2009060799. Sin
embargo, sorprendentemente, el Solicitante selecciond e
identificé SDS como un agente solubilizante particularmente
util de una larga lista de otros agentes solubilizantes menos
utiles. En particular, el solicitante identificé SDS como un
agente solubilizante notablemente mejor que, por ejemplo,
Triton X-100 en términos de velocidad de reaccidén y rendimiento
para la reaccidén de bioconversidédn de homofarnesol a (-)-Ambrox
(cuando EEH se usa a 4 g/L y 125 g/L. Para al menos una enzima
derivada de SHC/HAC, tal actividad maxima de bioconversidn de
homofarnesol a (-)-Ambrox con Triton X-100 (en un intervalo de
concentracién de aproximadamente 0.005% a 0.48%) en la reaccidn
puede ser solo aproximadamente de 20% de la actividad obtenida
con SDS (a una concentracidén de aproximadamente 0.07%) con EEH
a 4 g/L y células a una ODgsonn de 10.

Sin desear limitarse a la teoria, el uso de SDS con células
hospederas microbianas recombinantes puede ser ventajoso ya

que el SDS puede interactuar ventajosamente con la membrana de
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la célula hospedera para hacer que la enzima SHC/HAC o la
variante de la enzima (gque es una enzima unida a la membrana)
mas accesible al sustrato de homofarnesol. Ademds, la inclusidn
de SDS en un nivel adecuado en la mezcla de reaccidn puede
mejorar las propiedades de la emulsién (homofarnesol en agua)
y/o0 mejorar el acceso del sustrato de homofarnesol a la enzima
SHC dentro de la célula hospedera mientras que al mismo tiempo
prevenir la alteracién (por ejemplo, desnaturalizacidén de 1la
enzima SHC (variante WT o SHC/HAC)). La concentracién del
agente solubilizante (por ejemplo, SDS) usado en la reaccidn
de bioconversidén estd influenciada por la cantidad de biomasa
y la concentracidén de sustrato (EEH). Es decir, existe un grado
de interdependencia entre la concentracién del agente
solubilizante (por ejemplo, SDS), la cantidad de biomasa y la
concentracién del sustrato (EEH). A modo de ejemplo, a medida
que aumenta la concentracién de sustrato de homofarnesol,
cantidades suficientes de biocatalizador % agente

solubilizante (por ejemplo, SDS) se requieren para que se lleve

a cabo una reaccién de Dbioconversidén eficiente. Si, por
ejemplo, la concentracién del agente solubilizante (por
ejemplo, SDS) es demasiado Dbaja, se puede observar una

conversiédn de homofarnesol subdéptima. Por otro lado, si, por
ejemplo, la concentracién del agente solubilizante (por
ejemplo, SDS) es demasiado alta, entonces puede existir el

riesgo de que el biocatalizador se vea afectado por la
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alteracién de la célula microbiana intacta y/o la
desnaturalizacidén/inactivacién de la enzima SHC/HAC o variante
de enzima. La seleccidédn de una concentracidén adecuada de SDS
en el contexto de la cantidad de biomasa y la concentracidén de
sustrato (EEH) estd dentro del conocimiento de la persona
experimentada. A modo de ejemplo, la persona experimentada
puede desarrollar un modelo predictivo para determinar las
concentraciones adecuadas de SDS, sustrato (EEH) y biomasa.
SDS en el intervalo de 0.010-0.075% puede ser apropiado cuando
se usan 4 g/L de EEH y biocatalizador a una OD de 10.0 (650
nm) . Cuando se usan 125 g/L de EEH con 2 veces el peso humedo
de la biomasa, puede ser adecuada una concentracidén ajustada
de SDS (1.3%). Sin embargo, una investigacidén del porcentaije
de conversidén de EEH a (-)-Ambrox usando diferentes valores de
relacidén SDS/células indicd que la seleccidn correcta de la
relacidén de biocatalizador, sustrato de homofarnesol y agente
solubilizante (por ejemplo, SDS) facilita el desarrollo de un
sistema de reaccidén de bioconversidn robusta que demuestra un
grado de tolerancia a un intervalo de concentraciones de SDS e
intervalos de pH.

La temperatura de la reaccidén de bioconversidn para una
enzima WT SHC (por ejemplo, AacSHC) puede ser de
aproximadamente 30°C a aproximadamente 60°C, por ejemplo, de
aproximadamente 45°C a aproximadamente 60°C, por ejemplo, de

aproximadamente 50°C a aproximadamente 60°C, por ejemplo
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aproximadamente 55°C.

El intervalo de pH de la reaccidén de bioconversidn para
una enzima WT SHC (por ejemplo, AacSHC) puede ser de
aproximadamente 5.0 a 7.0, mas preferentemente de
aproximadamente 5.6 a aproximadamente 6.2, incluso més
preferentemente de aproximadamente 6.0.

La temperatura de la reaccidén de bioconversidn para una
variante de enzima SHC/HAC puede ser de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 55°C, por ejemplo, de aproximadamente 40°C a
aproximadamente 50°C, por ejemplo, aproximadamente 45°C.

El pH de la reaccidén de bioconversidn para una variante
de enzima SHC/HAC puede ser de aproximadamente 4.8 a 6.4, de
preferencia de aproximadamente 5.2 a 6.0.

De preferencia, el agente solubilizante wusado en la
reaccidédn de bioconversidén es SDS. La concentracidén de SDS usada
en la reaccidén de bioconversién para la enzima WT SHC (por
ejemplo, AacSHC) puede estar en el intervalo de aproximadamente
0.010-0.075%, de preferencia de aproximadamente 0.030% cuando
se usa EEH a aproximadamente 4 g/L y células a una ODgsonn de
10.

La concentracién de SDS wusada en la reaccidén de
bioconversidén para la variante enzimdtica SHC/HAC puede estar
en el intervalo de aproximadamente 0.0025-0.090%, de
preferencia de aproximadamente 0.050% cuando se usa EEH a

aproximadamente 4 g/L y células a una ODgsonn de 10.
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El biocatalizador se puede cargar en la reaccidén a una OD
de aproximadamente 10.0 (650 nm) cuando la reaccidén se carga
con homofarnesol a una concentracién de EEH de aproximadamente
4 g/L de EEH.

La relacidén [SDS]/[células] puede estar en el intervalo
de aproximadamente 10:1-20:1, de preferencia de
aproximadamente 15:1-18:1, de preferencia de aproximadamente
16:1 cuando la relacidén de biocatalizador a homofarnesol EEH
es de aproximadamente 2:1 en la reaccidén de bioconversidn.

La concentracién de SDS en la reaccidén de bioconversidn
para una enzima variante de SHC puede estar en el intervalo de
aproximadamente 1-2%, de preferencia en el 1intervalo de
aproximadamente 1.4-1.7%, incluso mas preferentemente de
aproximadamente 1.5% cuando la concentracidén de homofarnesol
es de aproximadamente 125 g/L. EEH y la concentracidédn de
biocatalizador es de 250 g/L (correspondiente a una OD de
aproximadamente 175 (650 nm)).

La relacién de biocatalizador a sustrato de homofarnesol
EEH puede estar en el intervalo de aproximadamente 0.5:1-2:1,
en algunas modalidades 2:1, de preferencia de aproximadamente
1:1 o 0.5:1.

La temperatura Ooéptima para las variantes de la enzima
SHC/HAC puede, por ejemplo, ser igual o superior a
aproximadamente 35°C. Por ejemplo, la temperatura oéptima para

las variantes de 1la enzima SHC/HAC puede oscilar entre
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aproximadamente 40°C y aproximadamente 50°C, por ejemplo, entre
aproximadamente 42°C % aproximadamente 48°C o) entre
aproximadamente 44°C y aproximadamente 46°C. Por ejemplo, la
temperatura o6ptima de las variantes de la enzima SHC/HAC puede
ser de aproximadamente 45°C. Los procesos para elaborar (-)-
Ambrox u 6xido de Ambra descritos en la presente pueden
llevarse a cabo a la temperatura Ooéptima de la variante de
enzima SHC/HAC.

El pH O6ptimo para las variantes de la enzima SHC/HAC
puede, por ejemplo, ser igual o mayor a aproximadamente 5.4.
Por ejemplo, el pH oéptimo para las variantes de la enzima
SHC/HAC puede oscilar entre aproximadamente 5.2 y
aproximadamente 6.0, por ejemplo, entre aproximadamente 5.4 y
aproximadamente 5.8, por ejemplo, entre aproximadamente 5.6 y
aproximadamente 5.8. Por ejemplo, el pH éptimo de las variantes
de la enzima SHC/HAC puede ser de aproximadamente 5.6 o
aproximadamente 5.8. El1 proceso para elaborar (-)-Ambrox u
6xido de Ambra descrito en la presente puede llevarse a cabo
al pH é6ptimo de la variante de enzima SHC/HAC.

La concentracién éptima de dodecil sulfato de sodio (SDS)
en el medio de reaccidén del proceso para fabricar (-)-Ambrox u
6xido de Ambra descrito en la presente puede ser, por ejemplo,
de aproximadamente 0.010% p/p a aproximadamente 0.10% p/p. Por
ejemplo, la concentracidén Optima de SDS puede ser de

aproximadamente 0.040% p/p a aproximadamente 0.080% p/p, por
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ejemplo, aproximadamente 0.050% p/p cuando el sustrato (por
ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a 4 g/L con células a una ODgsonn
de 10. E1l proceso para elaborar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra
descrito en la presente puede 1llevarse a cabo wusando la
concentracién oéptima de SDS descrita en la presente. La
concentracién oééptima de dodecil sulfato de sodio (SDS) en el
medio de reaccidén de los procesos para elaborar (-)-Ambrox u
6xido de Ambra descritos en la presente puede ser, por ejemplo,
de aproximadamente 1.0% p/p a aproximadamente 1.5% p/p cuando
el sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a 125 g/L con
250 g/L de células. Por ejemplo, la concentracidédn oéptima de
SDS puede ser de aproximadamente 1.2% p/p a aproximadamente
1.4% p/p, por ejemplo, aproximadamente 1.3% p/p cuando el
sustrato (por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a 125 g/L con 250
g/L de células o aproximadamente 0.65% p/p cuando el sustrato
(por ejemplo, EEH o BisEEH) se usa a 125 g/L con 125 g/L de
células.

Los procesos para elaborar (-)-Ambrox u 6xido de Ambra
descritos en la presente pueden llevarse a cabo dentro del
intervalo de temperatura oéptimo o a la temperatura oéptima y/o
dentro del intervalo de pH éptimo o al pH déptimo y/o dentro
del intervalo de <concentracién OSptimo de SDS o a la
concentracién oéptima de SDS para la enzima especifica usada,
como se establece en la Tabla 7 o 9 u 11 en los Ejemplos a

continuacidn.



10

15

20

25

270

En algunas modalidades, Ambrox se produce usando un
biocatalizador al que se adiciona el sustrato de homofarnesol.

En algunas modalidades, el 6xido de Ambra se produce
usando un biocatalizador al que se adiciona el sustrato de
bishomofarnesol.

Es posible adicionar el sustrato alimentédndolo usando
medios conocidos (por ejemplo, bomba peristdltica, Jjeringa de
infusién y similares). E1 homofarnesol y el bishomofarnesol
pueden ser compuestos solubles en aceite y se proporcionan en
formato de aceite. Dado que el Dbiocatalizador (células
microbianas, tales como células enteras recombinantes intactas
y/0 desechos celulares y/o enzima inmovilizada) estd presente
en una fase acuosa, la reaccidén de Dbioconversidén puede
considerarse como un sistema de tres fases (gque comprende una
fase acuosa, una sbélida fase y una fase aceitosa) cuando se
adiciona homofarnesol o bishomofarnesol a la mezcla de reaccidn
de bioconversidén. Este es el caso incluso cuando SDS esté
presente. A modo de aclaracidédn, cuando se usa una variante de
enzima WT SHC o SHC/HAC soluble como biocatalizador, se
considera un sistema de dos fases.

Se puede usar un fermentador para hacer crecer células
hospederas recombinantes que expresen la enzima SHC/HAC o el
gen de la variante de la enzima y que produzcan enzimas SHC/HAC
activas o las variantes de enzima a una concentracidén de

biomasa suficiente adecuada para su uso como biocatalizador en
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el mismo recipiente de fermentacidn que se usa para convertir
la fuente de homofarnesol en (-)-Ambrox, por ejemplo, mezclado
con uno o mas de los subproductos (II), (IV) y/o (III) o fuente
de bishomofarnesol a 6xido de Ambra, por ejemplo, en mezcla
con uno o mas de los subproductos (XI), (XII) y/o (XIII).

La persona experimentada comprenderd que se pueden lograr
titulos de produccidén acumulativos més altos mediante la
implementacién de un proceso continuo, tal como la eliminacién
del producto, la alimentacién del sustrato y la adicién o
reemplazo (parcial) de biomasa. De preferencia, la
bioconversién de EEH en (-)-Ambrox o BisEEH en ¢6xido de Ambra
en presencia de una célula hospedera recombinante que comprende
una enzima SHC/HAC o una variante de la enzima genera un
rendimiento de 6xido de Ambrox o Ambra de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 , 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
dado en porcentaje molar y basado en los moles de EEH o BisEEH
empleados; con especial preferencia, el rendimiento estéd entre
5 vy 100, 10 y 100 y 100, 25 y 100, 30 y 100, 35 y 100, en
particular entre 40 y 100, 45 y 100, 50 y 100, 60 y 100, 70 y

100 por ciento en mol.
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La actividad de la enzima SHC/HAC o variante de enzima se
define a través de 1la velocidad de reaccidn (cantidad de
producto/ (cantidad de producto + cantidad de material de
partida restante)) x 100) en porcentaje molar. De preferencia,
la bioconversidén de EEH en (-)-Ambrox o BisEEH en o6xido de
Ambra en presencia de una enzima SHC/HAC o una variante de
enzima produce un rendimiento de 6xido de (-)-Ambrox o Ambra
de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, ©9, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, dado en porcentaje molar y basado en los
moles de EEH o BisEEH empleados; de manera especialmente
preferida, el rendimiento estd entre 5 y 100, 10 y 100, 20 y
100, 25 y 100, 30 y 100, 35 y 100, en particular entre 40 vy
100, 45 y 100, 50 y 100, 60 y 100, 70 y 100.

En una modalidad preferida de la invencién, el rendimiento
y/o la velocidad de reaccidn se determinan durante un periodo
de tiempo definido de, por ejemplo, 4, o, 8, 10, 12, 16, 20,
24, 36 o 48 horas, durante la cual EEH se convierte en (-)-
Ambrox o BisEEH se convierte en 6xido de Ambra por una célula
hospedera recombinante que comprende una secuencia de

nucledétidos que codifica una enzima SHC/HAC o una variante de
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enzima. En otra variante, la reaccidén se lleva a cabo en
condiciones definidas con precisién, por ejemplo, 25°C, 30°C,
40°C, 50°C o 60°C. En particular, el rendimiento vy/o la
velocidad de reaccidn se determinan llevando a cabo la reaccidn
de conversidén de EEH en (-)-Ambrox o BisEEH en 6xido de Ambra
mediante las enzimas SHC/HAC o variantes enzimdticas de acuerdo
con la invencidén a 35°C durante un periodo de 24-72 horas.

En otra modalidad de la presente invencidén, una célula
hospedera recombinante que comprende una secuencia de
nucledétidos que codifica una variante de la enzima SHC/HAC se
caracteriza porque muestra un 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9-,
10-, 11-, 12-, 13-, 14-, 15-, 16-, 17-, 18-, 19-, 20-, 21-,
22-, 23-, 24-, 25-, 26-, 27-, 28-, 29-, 30-, 31-, 32-, 33-,
34-, 35-, 36-, 37-, 38-, 39-, 40-, 41-, 42-, 43-, 44-, 45-,
46-, 47-, 48-, 49-, 50-, 51-, 52-, 53-, 54-, 55-, 56-, 57—,
58-, 59-, 60-, 61-, 62-, 63-, 64-, 65-, 66-, 67-, 68-, 69—,
70-, 71-, 72-, 73-, 74-, 75-, 76-, 77-, 18-, 79-, 80-, 81-,
82-, 83-, 84-, 85-, 86-, 87-, 88-, 89-, 90-, 91-, 92-, 93-,
94-, 95-, 9%6-, 97-, 98-, 99-, 100-, 200-, 500-, 1000 wveces o
mayor rendimiento y/o velocidades de reaccidén en la reaccidn
de homofarnesol para dar (-)-Ambrox o en la reaccidén de
bishomofarnesol para dar 6xido de Ambra en comparacidén con la
enzima derivada WT SHC o SHC/HAC en las mismas condiciones. En
la presente, el término condicidén se refiere a condiciones de

reaccidén, tales como concentracidén de sustrato, concentracidn



10

15

20

25

274

de enzima, periodo de reaccidén y/o temperatura. El1l desarrollo
exitoso de un proceso de bioconversidn para producir (-)-Ambrox
a partir de homofarnesol en una cepa recombinante de E. coli
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
WT/SHC de referencia o un derivado de SHC/HAC puede ofrecer un
proceso industrialmente econdémico y de bajo costo para la
produccidédn de (-)-Ambrox.

El desarrollo exitoso de un proceso de bioconversidén para
producir é6xido de Ambra a partir de bishomofarnesol en una cepa
recombinante de E. coll que comprende una secuencia de
nucledétidos que codifica un WT/SHC de referencia o un derivado
de SHC/HAC puede ofrecer un proceso industrialmente econdmico
y de bajo costo para la produccidén de 6xido de Ambra.

A lo largo de esta descripcidén y las reivindicaciones que
siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario, la
palabra “comprenden” y variaciones, tales como “comprende” y
“que comprende”, se entenderd que implica la inclusidén de un
numero entero o etapa o grupo de numeros enteros establecidos
o etapas, pero no la exclusidén de cualquier otro nUmero entero

AN

o etapa o grupo de numeros enteros o etapa. El término “que

AN A\

comprende” también significa que 1incluye” asi como que
consiste”, por ejemplo, una composicidédn que “que comprende” X
puede consistir exclusivamente de X o puede incluir algo
adicional, por ejemplo, X + Y. Debe sefialarse también que, como

se usa en esta descripcidén y las reivindicaciones adjuntas,
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A\ ” A\

las formas singulares un”, una” y “el, la” incluyen
referentes plurales, a menos que el contenido indique
claramente lo contrario. A modo de ejemplo, una referencia a
“un gen” o “una enzima” es una referencia a “uno o mas genes”
o “una o mas enzimas”.

Debe entenderse que esta descripcidédn no se limita a la
metodologia, 1los protocolos y 1los reactivos particulares
descritos en la presente, ya que estos pueden variar. También
debe entenderse que la terminologia usada en la presente tiene
el propdsito de describir modalidades particulares Unicamente,
y no pretende limitar el alcance de la presente descripcidn
que estarad limitada Gnicamente por las reivindicaciones anexas.
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos
y cientificos wusados en la ©presente tienen los mismos
significados que comunmente entiende el experimentado en la
técnica. De acuerdo con la presente descripcidn, pueden
emplearse técnicas convencionales de Dbiologia molecular,
microbiologia y ADN recombinante que estédn dentro de la
experiencia en la técnica.

Esta descripcidén no se limita en su solicitud a 1los
detalles de construccidén y la disposicidén de los componentes
expuestos en la siguiente descripcién o ilustrados en 1las
figuras. La descripcidén es susceptible de otras modalidades vy
de practicarse o llevarse a cabo de varias maneras. Ademéds, la

fraseologia y la terminologia usada en la presente tienen fines
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descriptivos y no deben considerarse como limitantes. De
preferencia, los términos usados en la presente se definen como
se describe en “A multilingual glossary of biotechnological
terms: (Recomendaciones de la IUPAC)”, Leuenberger, H.G.W,
Nagel, B. y Kolbl, H. eds. (1995), Helvetica Chimica Acta, CH-
4010 Basilea, Suiza).

Se citan varios documentos a lo largo del texto de esta
descripcién. Cada uno de los documentos citados en la presente
(incluyendo todas las patentes, solicitudes de patentes,
publicaciones cientificas, especificaciones del fabricante,
instrucciones, envios de secuencias de numeros de acceso de
GenBank, etc.), vya sea supra o infra, se incorpora por
referencia en su totalidad.

Se ©prepararon reservas de materiales para usar en
reacciones de bioconversidén (125 g/L de sustrato o més) en
concentraciones de g/L (por ejemplo, wuna suspensidén de
biocatalizador) o % p/p (por ejemplo, SDS). Las reacciones de
bioconversién se establecieron adicionando por peso las
cantidades requeridas de componentes individuales (por
ejemplo, reservas de sustrato, suspensidédn de biocatalizador,
solucidén de SDS, amortiguador de reaccidn) como se describe,
por ejemplo, en el Ejemplo 4. Por esta razdn, el volumen real
de la mezcla de reaccidédn se expresa en unidades de masa y no
en unidades de volumen (ver, por ejemplo, el Ejemplo 4). Dado

que el sustrato usado es un aceite (densidad < 1), una masa de
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reaccidén total de, por ejemplo, 150 g (como por ejemplo en el
Ejemplo 4) no se traduce en un volumen de reaccidén de 150 mL.
No obstante, las concentraciones de los componentes
individuales en las mezclas de reaccidédn de bioconversidn se
indican en masa por volumen (por ejemplo, g/L o (p/v) %) vy,
por lo tanto, no tienen en cuenta que una masa de reaccidn
total de, por ejemplo, 150 g (como por ejemplo en el Ejemplo
4) no corresponde exactamente a un volumen de reaccidén de 150
mL (como por ejemplo en el Ejemplo 4).

Para evitar dudas, toda referencia a EEH en los Ejemplos,
las Figuras y las leyendas de las Figuras es una referencia al
isémero EE de homofarnesol. E1 EEH usado se toma de una reserva
de homofarnesol que comprende una mezcla de isbdmeros EE:EZ en
una relacidén ponderal de 80:20.

Los ejemplos descritos en la presente son ilustrativos de
la presente descripcidén y no pretenden ser limitaciones de la
misma. Se han descrito diferentes modalidades de la presente
descripcidén de acuerdo con la presente descripcidn. Se pueden
hacer muchas modificaciones vy variaciones a las técnicas
descritas e ilustradas en la presente sin apartarse del
espiritu y alcance de la descripcidén. En consecuencia, debe
entenderse que los ejemplos son solo ilustrativos y no limitan
el alcance de la descripcidn.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Produccidédn y prueba de nuevas variantes de enzimas
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SHC/HAC
Preparacion del plasmido SHC

El gen que codifica una enzima escualeno hopeno ciclasa
(SHC) de tipo salvaje o variante se insertd en el plasmido pET-
28a(+), en donde estd bajo el control de un promotor T7
inducible por IPTG para la produccidédn de proteinas en
Escherichia coli. El1 pléasmido se transformé6 en la cepa
BL21 (DE3) de E. coli wusando un protocolo esténdar de
transformacién por choque térmico.
Preparacion de medios

El medio minimo elegido por defecto se prepard de 1la
siguiente manera para 350 mL de cultivo: a 35 mL de solucién
madre de &cido citrico/fosfato (133 g/L de KH,PO,, 40 g/L de
(NH4) o HPO4, 17 g/L &cido citrico.H,O0 con pH ajustado a 6.3) se
adicionaron 307 mL de H;O0, el pH se ajustd a 6.8 con NaOH al
32% como se requiriera. Después de esterilizar en autoclave,
se adicionaron 0.850 mL de MgSO; al 50%, 0.035 mL de solucidn
de elementos traza (ver a continuacién), 0.035 mL de solucidn
de tiamina y 7 mL de glucosa al 20%.

Solucidén de elementos traza: 50 g/L de Na,EDTA.2H,0, 20
g/L de FeS04.7H,0, 3 g/L de H3BO3, 0.9 g/L de MnSO4.2H,0, 1.1
g/L de CoCl,, 80 g/L de CuCl,, 240 g/L de NiSO4.7H,O0, 100 g/L
de KI, 1.4 g/L de (NHy)¢M07024.4H,0, 1 g/L de ZnS0O4.7H,0, en agua
desionizada.

Solucién de tiamina: 2.25 g/L de Tiamina.HCl en agua
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desionizada.

Solucidén de MgSO4: 50% (p/v) de MgSO4.7H,0 en agua
desionizada.

Produccién de biocatalizadores a pequeia escala (enzima de tipo
salvaje SHC/HAC o variante de enzima)

Se inocularon 350 mL de cultivo (medio suplementado con
50 pg/mL de canamicina) de un precultivo de la cepa BL21 (DE3)
de E. coli que contenia el pléasmido de produccién de SHC. Las
células se cultivaron hasta una densidad oéptica de
aproximadamente 0.5 (ODgsonn) a 37°C con agitacidédn constante
(250 rpm) .

A continuacién, se indujo la produccién de proteinas
mediante la adicién de IPTG a una concentracidén de 300 uM,
seguido de incubacién durante 5-6 horas mas con agitacién
constante. La Dbiomasa resultante finalmente se colectd por
centrifugacién y se lavd con, por ejemplo, amortiguador Tris-
HC1 50 mM, pH 7.5. Las células se almacenaron como sedimentos
a 4°C o -20°C hasta su uso posterior. En general se obtuvieron
de 2.5 a 4 gramos de células (peso hUmedo) a partir de 1 litro
de cultivo, independientemente del medio usado.

Produccion de biocatalizadores en fermentadores

Las fermentaciones se prepararon y sSe corrieron en
reactores InforsHT de 750 mL. Al recipiente de fermentacidn se
adicionaron 168 mL de agua desionizada. El1 recipiente de

reaccidén se equipd con todas las sondas necesarias (pO,, pH,
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muestreo, antiespumante), alimentacién C+N vy botellas de
hidréxido de sodio y se sometidé a autoclave. Después de la
autoclave se adicionan al reactor:

20 mL de amortiguador de fosfato/4dcido citrico 10x

14 mL de glucosa al 50%

0.53 mL de solucidén de MgSO,

2 mL de solucidén de (NHy) 2S04

0.020 mL de solucidén de elementos traza

0.400 mL de solucidén de tiamina

0.200 mL de caldo de canamicina

Los pardmetros de funcionamiento que se establecieron son
los siguientes: pH = 6.95, pO, = 40%, T = 30°C, agitacidén a 300
rpm. Cascada: punto de ajuste rpm a 300, min 300, max 1000,
flujo (L/min) punto de ajuste 0.1, min 0, max 0.6. Control
antiespumante: 1:9.

El fermentador se inoculdé a partir de un cultivo de
siembra a una ODgsgnm de 0.4-0.5. Este cultivo de siembra se
cultivé en medio LB (+ canamicina) a 37°C, 220 rpm durante 8
h. La fermentacidén se llevd a cabo primero en modo discontinuo
durante 11.5 h, en donde luego se inicidé la alimentacidén de C+
N con una solucidén de alimentacidén (solucidn de glucosa
esterilizada (143 mL de H,O0+35 g de glucosa) a la gue se habia
adicionado después de la esterilizacidén: 17.5 mL de solucidn
de (NHg)2S04, 1.8 mL de solucidén de MgSO4, 0.018 mL de solucidn

de elementos traza, 0.360 mL de solucidén de tiamina, 0.180 mL
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de solucidén madre de canamicina. La alimentacidén se hizo
funcionar a un flujo constante de aproximadamente 4.2 mL/h.
Las mediciones de glucosa y NHst se realizaron externamente
para evaluar la disponibilidad de las fuentes de C y N en el
cultivo. Por lo general, los niveles de glucosa se mantienen
muy bajos.

Los cultivos se cultivaron durante un total de
aproximadamente 25 horas, en las que alcanzaron normalmente
una ODgsonn de 40-45. A continuacidén, se inicidé la produccidn de
SHC adicionando IPTG a una concentracidén de aproximadamente 1
mM en el fermentador (como pulso de IPTG o durante un periodo
de 3-4 horas usando una Jjeringa de infusidén), ajustando la
temperatura a 40°C y pO; al 20%. La induccidén de la produccidn
de SHC durd 16 h a 40°C. Al final de la induccidén, las células
se colectaron mediante centrifugacién, se lavaron con
amortiguador de &cido citrico/citrato de sodio 0.1 M pH 5.4 y
se almacenaron como sedimentos a 4°C o -20°C hasta su uso
posterior.

Produccién y seleccidén de nuevas variantes de enzimas SHC/HAC

Se 1llevd a cabo un programa de evolucidédn de enzimas usando
el gen de la variante Alicyclobacillus acidocaldarius 215G2
SHC (215G2 SHC) descrito previamente en WO 2016/170099 como
una plantilla. Se produjo una biblioteca de aproximadamente
9950 wvariantes de SHC y se examinaron las variantes que

mostraban una mayor capacidad de ciclacién de E,E-Homofarnesol
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(EEH) . E1 cribado (montaje en placa de microtitulacidn) se
realizdé en amortiguador de &cido succinico/NaOH 50 mM pH 5.2
(0.200 mL) que contenia 34 g/L de EEH y dodecil sulfato de
sodio (SDS) al 0.075%. Las reacciones se llevaron a cabo
durante 24 horas a 35°C bajo agitacién constante (agitacidn
orbital, 210 rpm).

Se eligieron aproximadamente de 495 +variantes para
confirmacién en la misma configuracidén de reaccidn. De estas
495 variantes, se eligieron 48 para confirmacidn en reacciones
de volumen de 0.500 mL (mismas condiciones) con biocatalizador
recién producido (cultivos de 2 mL).

Por Ultimo, 16 de las 48 wvariantes anteriores due
mostraban una actividad mejorada en EEH se usaron para realizar
conversiones de EEH a 34, 68 o 136 g/L en amortiguador de &cido
succinico/NaOH 50 mM, pH 5.2 que contenia sustrato de EEH, 0.1%
de SDS y células que habia producido las variantes SHC a un
ODgoorm de 40.0. El1 volumen final fue de 1 mL, las reacciones se
incubaron a 35°C y se agitaron vigorosamente en un agitador
magnético. Las reacciones se muestrearon a lo largo del tiempo,
se extrajeron con solvente 'y se analizaron mediante
cromatografia de gases para determinar la conversién de EEH en
(=) —Ambrox) (ver los métodos analiticos a continuacidn).

A partir de esto, se seleccionaron 3 variantes con
actividad de ciclacién de EEH mejorada (90C7, 110B8 y 115A7).

Se identificaron un total de 7 mutaciones en estas 3 variantes.
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El biocatalizador se produjo a partir de estas 3 variantes y
las bioconversiones de EEH se corrieron a 100 g/L de EEH y 250
g/L de células en amortiguador de &cido acético/acetato de
sodio 100 mM, pH 4.7 en presencia de SDS al 0.975 %$. La reaccidn
(volumen de 2 mL) se incubd durante 72 horas a 35°C con
agitacidén constante (agitacidédn magnética) y se tomaron muestras
a lo largo del tiempo para el andlisis de GC.

Luego se realizd un estudio de mutaciones para determinar
cual de las mutaciones individuales identificadas o
combinaciones de mutaciones eran benéficas para la ciclacidn
de EEH a (-)-Ambrox. Se construyeron 15 variantes adicionales
y se produjo el biocatalizador de las mismas. La actividad de
estas variantes se analizdé en reacciones que contenian 34 g/L
de EEH, 77 g/L de células y SDS al 0.4%, o 34 g/L de EEH, 155
g/L de células y SDS al 0.7%, o 34 g/L de EEH, 250 g/L de
células y SDS al 1.0%, en amortiguador de &acido succinico/NaOH
50 mM, pH 4.7-5.2. Las reacciones (volumen de 1 ml) se incubaron
a 35°C con agitacién constante (agitacidén magnética), se
tomaron muestras a lo largo del tiempo y se extrajeron para
andlisis por GC.
Analisis de GC

Las muestras se extrajeron con un volumen adecuado de
terc-butilmetil éter (MBTE/tBME) para cuantificar su contenido
en sustrato y productos de reaccidédn. La fraccidédn de solvente

se separd de la fase acuosa por centrifugacidén antes del
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andlisis con cromatografia de gases. Se inyectd 1 pl de la fase
de solvente (relacidén de divisidén 10) en una columna Zebron
ZB-5 de 30 mx 0.32 mm x 0.25 um. La columna se desarrolld a
flujo constante (4 mL/min de H)) con el gradiente de
temperatura: 100°C, 15°C/min a 200°C, 120°C/min a 240°C, 4 min
a 240°C. Temperatura de entrada: 250°C, temperatura del
detector: 250°C. Esto resultd en la separacidén de EEH y EZH, y
de los picos correspondientes a (-)-Ambrox y otros 3 productos
de reaccidén resultantes de la ciclacién de Homofarnesol.
También resultd en la separacidn de Bis-EEH, Bis-EZH, y de los
picos correspondientes al ¢éxido de Ambra y de los otros 3
productos de reaccién resultantes de la ciclacidén de
Bishomofarnesol.

La conversidén de EEH se calculd a partir de las &reas de
los picos resultantes de la ciclacién de EEH y EEH con la

siguiente férmula:

oe

Conversidén de EEH (%) = 100 x (Arearprodquctos pico de
een/ (Areaproquctos pico de mzn + Are€agms pico)) La conversién BisEEH se
calculd de la misma forma a partir de las areas de los picos
resultantes de la ciclacidén de BisEEH y BisEEH de la misma
forma que para Conversidén EEH.
Resultados

De las 15 variantes evaluadas, las 6 variantes enumeradas

en la Tabla 6 a continuacidén mostraron la mejor actividad. La

Tabla 6 enumera las nuevas mutaciones identificadas en estas
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variantes.

Tabla 6. Mutaciones en nuevas enzimas variantes de SHC

seleccionadas.
Variante de SHC Y81H T90A Al72T M277K H431L A557T R613S
110B8 + + +

(SEC ID NO.: 5)

90C7 + +

(SEC ID NO.: 17)

115A7 + +

(SEC ID NO.: 18)

SHC49 + +

(SEC ID NO.: 2)

SHC65 + +

(SEC ID NO.: 3)

SHC66 + + +

(SEC ID NO.: 4)

Nota: estas mutaciones aparecen ademas de las mutaciones
presentes en 215G2 SHC: MI132R, A224V e TI432T

Las nuevas mutaciones identificadas en las variantes de
SHC creadas no se encuentran en la vecindad del sitio activo
de la enzima, como se observd anteriormente al evolucionar
Alicyclobacillus acidocaldarius de tipo salvaje SHC a 215G2
SHC. La mayoria de las nuevas mutaciones identificadas se
ubican nuevamente en el dominio 2 de la estructura cristalina
de la enzima (T90A, Al72T, M277K y H431L). Dos estan ubicados

en el dominio 1 (A557T y R613S) y 1 en la interface entre los
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2 dominios (Y81H).

Ejemplo 2: optimizacidén de las condiciones de reaccidn para

nuevas variantes de enzimas SHC/HAC

Parametros de reaccion investigados: temperatura,
concentracion de SDS y pH

Las condiciones de reaccidén para las variantes de SHC
enumeradas en la Tabla 6 anterior en relacidén con el Ejemplo 1
se optimizaron individualmente con respecto a la temperatura,
el pH y la concentracién de SDS.

El biocatalizador se prepard a partir de las diferentes
variantes por fermentacidén como se ha descrito anteriormente
usando las células de E. coli transformadas con el pléasmido
correspondiente. Las células se colectaron por centrifugacidn
y se almacenaron a -20°C hasta su uso posterior. Los
biocatalizadores producidos mostraron un contenido de SHC muy
similar. Por lo tanto, se podria concluir que las diferencias
de actividad observadas se debian a las mutaciones insertadas.
Resultados

Se realizaron reacciones de 2-5 mL de volumen con 4 g/L
de EEH y biocatalizador cargado a una ODgsonm de 10.0 en
amortiguador de &cido citrico/fosfato de sodio 0.1 M pH 5.0-
6.8, en presencia de 0.0125-0.125% de SDS a temperaturas que
oscilan entre 28 a 50°C y bajo agitacién constante (sintesis
de Heidolph 1, dispositivo liquido, 900 rpm).

Las condiciones enumeradas en la Tabla 7 a continuacidn
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condiciones

bptimas

individuales.

Se

confirmaron en reacciones realizadas en amortiguador de &cido

succinico/NaOH 0.1 M a un pH cercano al definido anteriormente

como oOptimo.

Tabla 7.

variantes de SHC.

Condiciones de reaccion

optimas para

las enzimas

Variante de SHC |Temperatura |[Intervalo de [pH éptimo|Intervalo [[SDS] Intervalo
bptima (°C) |[temperatura de pH S6ptimo |[[SDS]
optima (°C) Optimo (% p/p) |bptimo (%
P/p)

215G2 35 32-50 5.4 5.0-6.2 0.060 | 0.010-0.10

(SEC ID NO.: 10)

110B8 (SEC ID 45 40-50 5.8 5.6-6.0 0.050 [0.040-0.070

NO.: 5)

SHC 49 45 40-50 5.6 5.4-5.8 0.050 [0.040-0.080

(SEC ID NO.: 2)

SHC65 45 40-50 5.6 5.2-5.8 0.050 | 0.040-0.10

(SEC ID NO.: 3)

Variante de SHC |Temperatura [Intervalo de [pH éptimo|Intervalo [[SDS] Intervalo

Obptima (°C) |[temperatura de pH S6ptimo |[[SDS]
Optima (°C) OGptimo (% p/p) |bptimo (%
P/P)

SHC 66

(SEC ID NO.: 4) 45 40-46 5.8 5.6-6.0 0.060 [0.040-0.080

90C7

(SEC ID NO.: 17) 45 40-46 5.6 5.2-6.0 0.040 [0.025-0.050

115A7

(SEC ID NO.: 18) 35 32-36 5.4 5.2-5.8 0.050 [0.040-0.075

Se observd alguna desviacidédn de la enzima madre 215G2 SHC.
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Con solo wuna excepcidn, la introduccidén de las nuevas
mutaciones cambié la temperatura oéptima en 10°C, de 35°C a
aproximadamente 45°C.

Ejemplo 3: prueba de la actividad de la nueva variante

enzimdtica SHC/HAC en condiciones de reaccidén iniciales vy

optimizadas

Para comparar la actividad de las variantes de SHC, se
produjeron biocatalizadores por fermentacidén a partir de
células de E. coli transformadas con el pléasmido apropiado.
Las células resultantes se usaron para probar la conversidn de
EEH a 4 g/L de EEH con biocatalizador cargado a una ODgsonm de
10.0, ya sea en condiciones iniciales (35°C, pH 5.4, 0.070% de
SDS) o a T, pH y [SDS] establecido en condiciones definidas
como 6ptimas para cada una de las variantes (ver la Tabla 7 en
el Ejemplo 2 anterior). Se cargd una muestra de la mezcla de
reaccidén en un gel SDS-PAGE para analizar el contenido de SHC
de las reacciones. Este andlisis confirmé que todas las
reacciones contenian cantidades idénticas de enzima SHC.

La Figura 1 muestra las actividades relativas de las
variantes de SHC en condiciones iniciales (pH 5.4, 35°C, SDS
al 0.065%, células a ODgsomm de 10), gque se determinaron
anteriormente como condiciones de reaccidén Ooptimas para la
actividad de 215G2 SHC y condiciones de reaccidén optimizadas
individualmente (pH wvariable, T y [SDS]).

La Figura 2 muestra las actividades relativas de las
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variantes de SHC en condiciones optimizadas en comparacidédn con
la enzima original 215G2 SHC. Se concluyd que la introduccidn
de solo unas pocas mutaciones en 215G2 SHC condujo a variantes
con actividad mejorada o) significativamente mejorada
(ciclacidén de EEH a (-)-Ambrox).

Ejemplo 4: rendimiento relativo de las variantes de SHC en

bioconversidén de 125 g/L de EEH

Los biocatalizadores producidos por fermentacidédn de cepas
de E. coli transformadas con el plédsmido que porta el gen gue
codifica las nuevas variantes de SHC seleccionadas o 215G2 “HC
madre se usaron en bioconversiones de 125 g/L de EEH.

Se prepard una reaccidn tipica (150 g de volumen total)
como sigue en fermentadores Infors de 0.75 1litros. El
recipiente de reaccidén se cargd con una cantidad apropiada de
Homofarnesol correspondiente a 18.75 g de EEH. Se adicionaron
1.95 g de SDS de una solucidén al 31% (p/p) preparada en agua
desionizada. Se prepara una suspensién celular a partir de
células de E. coli que habian producido la variante SHC de
interés suspendiendo las células en amortiguador de acido
succinico/NaOH 0.1 M, pH 5.1. Después de determinar la
concentracién de peso humedo celular de esta suspensidn celular
por centrifugacién durante 10 minutos a 10°C y 17210 g, se
adiciondé el volumen apropiado de células al recipiente de
reaccidén para introducir 37.5 g de células en la reaccidédn. El

volumen de la reaccidén se completd a 150 g con la cantidad



10

15

20

25

290

requerida de amortiguador de reaccidén, pH 5.1. La reaccidn se
corridé con cada variante de SHC a la temperatura determinada
como 6ptima para su actividad y bajo agitacidén constante a 700
rpm. E1 pH se fijdé en el valor determinado como optimo para
cada variante de SHC o SHC original 215G2 usando H3PO; al 85%.
La regulacién del pH se realizd manualmente usando 4acido
fosférico al 85% como se requiriera. Se tomaron muestras de la
reaccién a lo largo del tiempo (1 mL), se extrajo con 5
volumenes de MTBE/tBME (5 mL). El contenido de homofarnesol vy
(=) —Ambrox de la reaccidn se determind mediante andlisis GC
después de la <clarificacién de la fase solvente por
centrifugacién (centrifuga de mesa, 13,000 rpm, 2 min) vy
dilucién de 10 a 20 veces en MTBE/tBME.

La Figura 3 muestra la conversidén de EEH a (-)-Ambrox por
variantes de SHC 'y 215G2 SHC (enzima original) en
bioconversiones realizadas a 125 g/L de EEH con 250 g/L de
células, y se corrieron con cada enzima SHC en condiciones
6ptimas de pH y temperatura.

La Figura 4 muestra el mejoramiento relativo para las 4
mejores variantes de SHC como % de aumento en la conversidn de
EEH en comparacidén con la obtenida con la enzima madre 215G2
SHC. Se observdé un aumento significativo en la velocidad de
reaccidén inicial, es decir, la conversién de EEH lograda
durante las primeras 6 a 8 horas de reaccidén. Se anticipa que

los ajustes adicionales en las condiciones de reaccidn
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aplicadas en la conversidén de EEH de 125 g/L con SHC # 65
permitirian aumentar autn méds la actividad de esta variante
sobre la del SHC original 215G2 SHC, y alcanzar la conversidn
completa como con las otras variantes de SHC.

Los datos demuestran que la evolucidén de la enzima
usando 215G2 SHC como enzima original produjo enzimas SHC
con propiedades de bioconversiodn EEH mejoradas. La
introduccién de solo unas pocas mutaciones de aminoécidos
aumenta sustancialmente la bioconversién de EEH. De esta
forma se puede reducir la conversioén de EEH en
aproximadamente 1/3 o 1/2 en el tiempo, obteniéndose 1la
finalizacién en aproximadamente 24 h en lugar de 72 h
dependiendo de la variante SHC usada.

Ejemplo 5: ciclacién de E,E-bishomofarnesol a 6xido de Ambra

Sintesis de Bishomofarnesol
El Dbishomofarnesol se produjo como una mezcla de dos

isbmeros, como se indica en la Figura 10.

Etapa 1:

Se cargaron el compuesto 1 de la Figura 10 (E-Nerolidol)
(700.0 g, 3.148 mol, 1.0 equivalente), etil vinil éter (703.7
g, 9.758 mol, 3.1 equivalentes) y &cido fenilfosfdénico (2.1 g,
0.0132 mol, 0.004 equivalentes) a un autoclave y la mezcla se
calenté a 180°C durante 2.5 h. (Nota: La presidén interna se
elevd a 14 bar). La mezcla de reaccidn se enfrid a temperatura

ambiente, se descargd de la autoclave y se concentrd a presidn
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reducida para eliminar el exceso de etil wvinil éter. E1
producto en bruto se diluydé con MTBE (1,400 mL), se lavd con
HC1 2.0 M (2 x 700 mL), agua (500 mL) y salmuera (500 mL). La
capa orgéanica se secd sobre sulfato de sodio, se filtrd y se
concentrd a presidén reducida. El1 producto en bruto se pasd a
través de un tapdn de silice y luego se destild para obtener
el compuesto 2 de la Figura 10 (liquido amarillo, 483.0 g,
61.7%) .

Etapa 2:

Se adiciondé el compuesto 2 (420.0 g, 1.6907 mol, 1.0
equivalente) en THF (5 Vol) a una solucidén agitada de Red-Al
(283.26 g, 0.980 mol, 0.58 equivalentes, 70% en tolueno) a 0°C
durante un periodo de 2.0 h. La mezcla de reaccidédn se agitd
durante la noche y se controld por TLC. Una vez completada, la
reaccidén se apagd lentamente usando una solucidédn de NaOH al
10% (670.0 ml) a 0°C y se agitd a temperatura ambiente durante
1 hora. Luego, la mezcla de reaccidédn se diluyd con agua helada
(2 L) y se extrajo con MTBE (2 x 3 L). La capa organica
combinada se lavdé con agua (1 x 2 L) y salmuera (1 x 2 L) y se
secd sobre sulfato de sodio. La capa orgédnica se concentrd al
vacio para obtener el compuesto en bruto, que se purificd por
destilacidén al vacio para proporcionar E,E/Z-Bishomofarnesol
(liguido amarillo pélido, 280.0 g, 66.1%).

El bishomofarnesol se produjo como una mezcla de isdmeros

con una relacidén E,E:E,Z de aproximadamente 80:20.
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Ciclacion de E,E-bishomofarnesol a 6xido de Ambra

Las nuevas variantes de SHC producidas se usaron en la
bioconversién de Dbishomofarnesol (mezcla de E,E- y E,Z-
bishomofarnesol) en 6éxido de Ambra. Se identificaron los
productos de reaccidén en la Figura 11:
Ciclacidén a 4 g/L de E,E-Bishomofarnesol

La actividad de las variantes se probd en condiciones de
reaccién individualmente definidas como optimas y como se
establece en la Tabla 7 anterior (temperatura, PH,
concentracién de SDS). Las reacciones (volumen de 5 mL)
contuvieron 4 g/L de E,E-bishomofarnesol como sustrato. Las
células que habian producido las variantes de SHC se
adicionaron a una ODgsgnn de 10.0 para iniciar la reaccidén. Las
reacciones se incubaron en un dispositivo Heidolph Synthesis 1
Liquid 16 con agitacidén constante (900 rpm).
Bioconversion a 125 g/L de E,E-Bishomofarnesol

Se prepard una reaccién tipica (150 g de volumen total) en
fermentadores Infors de 0.75 litros como se muestra en el Ejemplo
4, pero cargando las reacciones con 125 g/L de E,E-Bishomofarnesol
en lugar de E,E-Homofarnesol. Las reacciones se llevaron a cabo
a 35°C con agitacidén constante (700 rpm) y pH 5.4 en amortiguador
de 4&cido succinico/NaOH 0.1 M con todas las variantes de SHC.
Resultados — Ciclacion a 4 g/L de E,E-Bishomofarnesol

Se observdé un aumento significativo en la actividad con

las variantes de la enzima SHC/HAC #65, #66 y #110B8 con
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respecto a la variante de la enzima madre 215G2 SHC/HAC. Los
resultados se muestran en la Figura 5.
Resultados — Bioconversioén a 125 g/L de E,E-Bishomofarnesol

La conversién de E,E-Bishomofarnesol se muestra en la
Figura 6. Se observd un aumento en la conversidédn con cada una
de las variantes probadas. A las 72 horas de reaccidn con todas
las variantes de SHC, la conversién de E,E-BisHF fue de 95% o
superior. Con las variantes SHC #66 o 110B8 SHC se obtuvo una
conversidén de 95% en aproximadamente 48 horas de reacciédn, es
decir, solo 2/3 del tiempo requerido al correr la bioconversidn
con la enzima original 215G2 SHC.

La reaccién se extrajo 5 veces con 100 mL de MTBE mediante
agitacién vigorosa seguido de separacién de fases por
centrifugacién (6,000 g, 10 min, temperatura ambiente). Esto
permitidé una extraccidén casi total del producto de reaccidn
segln se juzga a partir del andlisis CG de las fases de solvente
recuperadas.

Las variantes probadas con E,E-Bishomofarnesol mostraron
una actividad mejorada sobre la enzima original 215G2 SHC,
aunque las condiciones de reaccidédn no se establecieron en
condiciones de pH y temperatura definidas como &éptimas para
las nuevas variantes de SHC. Se anticipa que se observe un
aumento adicional en la actividad cuando el pH y la temperatura
se establezcan en los valores determinados como o6ptimos con

las variantes individuales como se establece en el Ejemplo
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anterior.
Resultados - identidad de los productos de reaccion
Compuesto X, Oxido de Ambra

RMN 'H (400 MHz, CDCls3) & 3.71-3.59 (m, 2H), 1.76 (dt,
J=11.7, 3.8 Hz, 1H), 1.71-1.57 (m, 6H), 1.46-1.24 (m, 6H), 1.26
(s, 3H), 1.15 (td, J=13.2, 4.2 Hz, 1H), 0.97 (dd, J=13.2, 4.2
Hz, 1H), 0.89-0.85 (m, 1H), 0.88 (s, 3H), 0.81 (s, 3H), 0.76
(s, 3H). RMN 13C (101 MHz, CDCls3) d ppm 74.67, 60.89, 57.81,
56.43, 42.10, 41.96, 38.97, 36.88, 33.36, 33.29, 27.68, 21.3¢,
19.94, 19.91, 18.60, 18.15, 15.60.
Compuesto XI

RMN 'H (400 MHz, CDCls;) & ppm 3.61-3.57 (m, 2H), 2.09 (td,
J=12.84, 4.40 Hz, 1H), 1.82 (dt, J=12.23, 3.91 Hz, 1H), 1.70-
1.2 (m, 2H), 1.60-1.33 (m, 7H), 1.39 (br s, 3H), 1.31-1.19
(m, 2H), 1.15-0.99 (m, 3H), 1.12 (br s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.80
(s, 3H), 31.74, 30.92, 26.64, 24.99, 21.91, 21.78, 20.96,
18.91.
Compuesto XII

RMN 'H (600 MHz, BENCENO-d¢) & ppm 4.94 (s, 1H), 4.64 (s,
1H), 3.38 (br t, J=5.6 Hz, 2H), 2.37 (br d, J=12.4 Hz, 1H),
1.%94 (td, J=12.8, 4.1 Hz, 1H), 1.72-1.57 (m, 3H), 1.56-1.46
(m, 3H), 1.44-1.33 (m, 3H), 1.33-1.24 (m, 2H), 1.13 (td,
J=13.4, 3.4 Hz, 1H), 0.96 (br d, J=12.8 Hz, 1H), 0.89 (td,
J=13.4, 2.6 Hz, 1H), 0.85 (s, 3H), 0.80 (s, 3H), 0.72 (s, 3H),

0.62 (br s, OH). RMN 13C (151 MHz, BENCENO-dg) & ppm 148.70,
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106.52, 62.78, 56.57, 55.25, 42.11, 39.90, 38.92, 38.34, 33.70,
33.44, 32.03, 24.38, 21.58, 19.64, 19.55, 14.27.
Compuesto XIIT

RMN 'H (600 MHz, BENCENO-d¢) & ppm 5.15 (br dd, J=10.5,
4.9 Hz, 1H), 3.32 (td, J=13.2, 3.4 Hz, 1H), 3.25-3.21 (m, 1H),
3.14-3.09 (m, 1H), 2.79 (gd, J=12.3, 4.9 Hz, 1H), 1.87-1.80
(m, 2H), 1.72 (s, 3H), 1.72-1.62 (m, 6H), 1.51-1.44 (m, 1H),
1.39-1.22 (m, 5H), 1.27 (s, 3H), 1.03 (td, J=13.2, 3.0 Hz, 1H),
0.93 (s, 3H), 0.77 (s, 3H). RMN 13C (151 MHz, BENCENO-dg) & ppm
137.10, 123.6, 78.0, 56.79, 43.05, 42.11, 37.74, 35.0, 33.4¢,
29.20, 27.29, 24.57, 24.29, 23.48, 22.59, 20.27.

Ejemplo 6 - Conversidén de EEH a (-)-Ambrox usando enzimas SHC

de tipo salvaje

Las enzimas SHC de tipo salvaje enumeradas en la Tabla 8
a continuacién se eligieron para probar su capacidad para
convertir E,E-Homofarnesol en (-)-Ambrox.

Tabla 8. Enzimas de escualeno hopeno ciclasa de tipo salvaje.

Escualeno hopeno Origen (microorganismo) Nimero de archivo de
ciclasa nucledétido Europeo
AacSHC Alicyclobacillus acidocaldarius ACV59449.1

(SEC ID NO.: 1)

ApaSHC1 Acetobacter pasteurianus ASC07046.1

(SEC ID NO.: 20)

BjaSHC Bradyrhizobium japonicum ABQ33590.1

(SEC ID NO.: 13)

TelSHC Thermosynechococcus elongatus BAC09861.1
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(SEC ID NO.: 19)

ZmoSHC1 Zymomonas mobilis AVZ42714.1

(SEC ID NO.: 11)

ZmoSHC2 Zymomonas mobilis AAF12829.1

(SEC ID NO.: 12)

GmoSHC Gluconobacter morbifer EHH69691.1

(SEC ID NO.: 14)

El biocatalizador se produjo a partir de cepas de E. coli
transformadas con el pET-28a(+) que porta el gen para la
produccidén de la enzima de tipo salvaje como se describe en el
Ejemplo 1 anterior (produccidén de biocatalizador a pequefa
escala) .

Con cada uno de los biocatalizadores producidos, se
investigd a grandes rasgos la influencia de las condiciones de
pH, temperatura y concentracidén de tensioactivo. En una primera
etapa, se realizd la optimizacidédn del pH, seguida de la [SDS]
y la optimizacién de la temperatura. La confirmacidén de las
condiciones de reaccidén optimizadas se realizdé6 en un grupo
adicional de reacciones (pH variable, temperatura \
concentracién de SDS) usando amortiguadores de acido
succinico/NaOH 0.1 M alrededor del valor de pH definido como
bptimo:

*Optimizacidédn del pH: 4 g/L de EEH con 0.075% de SDS,
células a una ODgsgnm de 10, en amortiguador de 4acido
citrico/fosfato de sodio pH 5.0 a 7.0 (1 mL de volumen total,

40°C, 900 rpm, Sintesis de Heidolph 1).
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*[SDS] y optimizacidn de la temperatura: 4 g/L de EEH, células
a una ODgsorm de 10, en amortiguador de &cido citrico/fosfato de
sodio (1 mL de volumen total, 900 rpm, Sintesis de Heidolph 1),
variacién de [SDS] y temperatura a pH éptimo.

*confirmacidén de las condiciones de reaccidn: 4 g/L de EEH,
células a una ODgsorm de 10, en amortiguador de a&cido citrico/fosfato
de sodio (1 mL de volumen total, 900 rpm, Sintesis de Heidolph 1),
[SDS], temperatura y pH como se requiera.

Las reacciones se corrieron durante 24 horas, se tomaron
muestras a lo largo del tiempo (t =0, t = 3 h y t = 22 h), se
extrajeron y analizaron su contenido de sustrato y producto, vy
se calculdé la conversién de EEH como se describid
anteriormente. Esto permitidé evaluar aproximadamente la
velocidad inicial de conversién de EEH con cada una de las
enzimas SHC de tipo salvaje, asi como la conversidn obtenida
después de 22 horas de reaccidédn. Las reacciones se llevaron a
cabo con 4 g/L de EEH y biocatalizador cargado a una ODgsonn de
10.0, a pH variable, temperatura y concentracidén de SDS.
Resultados

La Tabla 9 a continuacién resume las condiciones
determinadas como é6ptimas para cada una de las enzimas SHC de
tipo salvaje probadas, asi como la conversidén de EEH obtenida
a las 22 horas de reaccidén al aplicar condiciones de reaccidn
iniciales (35°C, pH 5.4, SDS al 0.070%) o condiciones de

reacciédn optimizadas individualmente. Se observd una
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conversidén de EEH a (-)-Ambrox con todas estas enzimas, aunque
en niveles significativamente variables. La conversidén de EEH
fue mads alta cuando las células de E. coll producian SHC de B.
jJaponicum vy SHC1 de Zymomonas mobilis. De manera muy
interesante, la conversién de EEH también se obtuvo con SHC2
de Zymomonas mobilis, para la cual se reportd en otra parte
que esta enzima no cicla EEH.

Tabla 9. Condiciones de reaccidon optimizadas para enzimas

escualeno hopeno ciclasa de tipo salvaje.

Escualeno hopeno ciclasa Condiciones de reaccidn Conversidén de
optimizadas EEH a 22 h (%)
[SDS] (%) | T (°C) PH
AacSHC (SEC ID NO.: 1) 0.030 55 6.0 40.0
ApaSHC1 (SEC ID NO.: 20) 0.0075 45 5.2 9.2
BjaSHC (SEC ID NO.: 13) 0.0050 50 5.8 16.5
TelSHC (SEC ID NO.: 19) 0.0075 45 6.2-6.6 1.5
ZmoSHC1 (SEC ID NO.: 11) 0.005 40 5.0-5.4 70.3
ZmoSHC2 (SEC ID NO.: 12) 0.005 35 6.2-6.4 3.2
GmoSHC (SEC ID NO.: 14) 0.0075 40 5.6 12.2

Conversidén de EEH obtenida en reacciones corridas a 4 g/L
de EEH y con biocatalizador cargado a una ODgsonm de 10.0
aplicando condiciones de reaccidédn optimizadas individualmente
(T, pH, [SDS]).

Ejemplo 7 - Alineacidén de secuencias de SHC de tipo salvaje

Las secuencias de varios SHC de tipo salvaje se alinearon

usando los parametros especificados a continuacidén (usando los
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elementos de programacién (“software”) Clone Manager 9). Los
resultados se muestran en la tabla 10 a continuacién y en la
Figura 8.

Alineacidén: Alineacién global de proteinas contra la
molécula de referencia

Pardmetros: Matriz de puntuacidén: BLOSUM 62

Molécula de referencia: Aac SHC, Regidén 1 a 631

Longitud total de secuencias alineadas con espacios: 838
aas
Tabla 10. Porcentaje de identidad de secuencia SHC en relacion

con WT AacSHC

Secuencia Inicio Fin Igualacién No % de
igualacién igualacién

AacSHC (SEC ID NO.: 1) 1 631 - - -
TelSHC (SEC ID NO.: 19) 1 642 285 360 44
ApaSHC1 (SEC ID NO.: 20) 1 720 296 430 40
ZmoSHC1 (SEC ID NO.: 11) 1 725 299 434 40
ZmoSHC2 (SEC ID NO.: 12) 1 658 251 410 37
BjaSHC (SEC ID NO.: 13) 1 684 296 397 42
GmoSHC (SEC ID NO.: 14) 1 685 291 396 42

-: no aplica

Ejemplo 8 - Condiciones de reaccidédn optimas con variantes de

SHC
Méetodos

Se introdujeron mutaciones adicionales en 215G2 SHC que
producen variantes [215G2 + V174I], [215G2 + V1741 + Fe601],

[215G2 + L37Q] y [215G2 + L37Q + V174I]. La alineacidén de
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secuencias de estas variantes se muestra en la Figura 8.

Las condiciones de reaccidédn oéptimas para estas variantes
se investigaron como se describe en los Ejemplos anteriores. A
continuacidén, se probd su rendimiento en la ciclacidédn de EEH a
4 g/L de sustrato con células cargadas para la reaccidén a una
ODgsonm de 10.0.
Resultados

Las condiciones de reaccidén (temperatura, PH,
concentracidén de SDS) listadas en la Tabla 11 a continuacién
parecian ser las condiciones de reaccidn oéptimas individuales
para la actividad de ciclacidén de las variantes mencionadas
anteriormente. Las variantes con nuevas mutaciones mostraron
aproximadamente la misma actividad que 215G2 SHC, o una mayor
actividad que puede correlacionarse con mayores niveles de
produccidn de SHC.
Tabla 11. Condiciones de reaccidon oOptimas para las enzimas

variantes de SHC.

Variante de enzima Temperatura | pH éptimo [SOS] optima (%
SHC/HAC bptima (°C) peso/peso)
215G2 + L37Q 40 5.8 0.070
(SEC ID NO.: 24)

215G2 + V1741 50 5.2-5.4 0.040
(SEC ID NO.: 25)

215G2 + V1741 + 40-50 5.2-5.6 0.030-0.070
F60lY

(SEC ID NO.: 26)

215G2 + L37Q + 35 5.4-5.8 0.070
V1741 + F601Y

(SEC ID NO.: 27)
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Ejemplo 9 - Productos de reaccidn

Méetodos

Se realizaron reacciones de 5 mL de volumen con 4 g/L de
EEH y biocatalizador cargado a una ODgsgnm de 10.0 a pH,
temperatura y concentracién de SDS definidos como éptimos para
cada enzima y bajo agitacidén constante (Sintesis de Heidolph 1
dispositivo liquido, 900 rpm).
Resultados

La Tabla 12 ilustra la conversidén de EEH después de 20 h
con cada enzima y la distribucidén resultante de los productos
de reaccidén. Los compuestos de las fédrmulas (I) ((-)-Ambrox) vy
(IV) resultan de la ciclacidén EEH, los compuestos de las
férmulas (II) (Macrociclo) y (III) (9b-epi-Ambrox) resultan de
la ciclacién de EZH. El1 homofarnesol usado fue una mezcla de
isbmeros (EEH:EZH 80:20).

Se observa que todas las enzimas WT SHC y, en particular,
WT ZmoSHC1l, BjaSHC, GmoSHC, ApaSHCl a niveles de conversidén de
aproximadamente 9% o superiores muestran una mayor selectividad
hacia EEH en comparacién con WT AacSHC. Esto resultd en una
mayor proporcidén de compuestos (I) y (IV) en comparacidédn con
los compuestos (II) y (III) en el producto de reaccidén y también

se tradujo en una relacidén de conversidn EEH:EZH més alta.
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Tabla 12. Conversién de una mezcla EEH/EZH con enzimas SHC de

tipo salvaje (WT).

Enzima Conversién | Productos de reaccidén (% de productos de reaccidn totales)
SHC de EEH (%) I IT ITI v I+IV IT+IIT
AacSHC 40.4 93.5 1.0 4.8 0.7 94.2 5.8
TelSHC1 1.6 94.8 2.0 1.7 1.4 96.2 3.8
ApaSHC1 9.3 98.6 0.3 0.9 0.2 98.8 1.2
ZmoSHC1 70.3 98.1 0.6 1.1 0.2 98.3 1.7
ZmoSHC2 3.2 98.5 0.3 0.9 0.4 98.8 1.2
BjaSHC 16.2 98.0 0.5 1.0 0.5 98.5 1.5
GmoSHC 11.9 98.3 0.5 0.8 0.4 98.7 1.3
Ejemplo 10 - Productividad volumétrica

Se usaron nuevas variantes de SHC de Alicyclobacillus
acidocaldarius para mejorar la ciclacién de E,E-homofarnesol a
(-) -Ambrox en bioconversiones corridas a 125 g/L de E,E-
homofarnesol y con 250 g/L de células como se establece en el
Ejemplo 4. Se abordd la reduccidn del tiempo de reaccidn para
la conversién total de EEH en bioconversiones corridas a 125
g/L con 250 g/L de células.

Métodos

Los biocatalizadores se produjeron como se describe en el
Ejemplo 1 (fermentacidén). Las bioconversiones se corrieron como
se establece en el Ejemplo 4 aplicando condiciones de
temperatura y pH optimizadas individualmente para cada variante

y como se establece en el Ejemplo 2, con la Unica excepcidn de

o°

que la concentracidén de SDS se fijé en 1.3 p/v
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([SDS]:[células] relacidédn de 0.052) con todas las variantes.
Resultados

Dependiendo de la variante SHC/HAC considerada, el tiempo
requerido para la conversién completa de 125 g/L de E,E-
homofarnesol a (-)-Ambrox con 250 g/L de células podria
reducirse en 1/3 o 2/3, la conversidén completa se logra en
aproximadamente 48 o 24 horas en lugar de aproximadamente 72
horas con el biocatalizador SHC de referencia 215G2SHC (Figura
12) .

La velocidad de reaccidén inicial aumentd en un factor de
1.4-1.8 con las nuevas variantes de SHC en comparacidén con el
biocatalizador de referencia 215G2 SHC.

La productividad volumétrica definida como Ambrox
producido por litro y por hora o como Ambrox producido por
litro, por hora y por gramo de biocatalizador aumentd en un
factor de 1.4-2.6 en comparacién con una bioconversidén de
referencia con el biocatalizador 215G2SHC (Tabla 13).

Tabla 13. Productividad volumétrica.

Variante [EEH] [células] (g/L) | Tiempo (h) | Conversion (%) Productividad Aumento (veces)
de SHC (g/L) @Ithd) | (mglihig
Y
215G2 125 250 68.5 95.9 1.75 7.0
#49 125 250 26.5 98.2 4.65 185 2.6
#65 125 250 305 98.7 4.10 16.2 2.3
#66 125 250 50 98.1 2.45 9.8 14
110B8 125 250 46 96.8 2.65 10.5 15
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Conversidn: conversidén de EEH.
Ejemplo 11 - Productividad volumétrica

Se usaron nuevas variantes de SHC de Alicyclobacillus
acidocaldarius para mejorar la ciclacién de E,E-homofarnesol a
(=) -Ambrox en bioconversiones corridas a 125 g/L de E,E-
homofarnesol y con 250 g/L de células como se establece en el
Ejemplo 4. Se abordd la reduccidn de la carga de biocatalizador
para la conversidén total de EEH en bioconversiones realizadas
a 125 g/L de sustrato.
Métodos

Los biocatalizadores se produjeron como se describe en el
Ejemplo 1 (fermentacidén). Las bioconversiones se corrieron como
se establece en el Ejemplo 4 aplicando condiciones de
temperatura y pH optimizadas individualmente para cada variante
y como se establece en el Ejemplo 2, con las Unicas excepciones
de que la concentracidén de células se fijdé en 125 g/L y la
concentracidén de SDS en 0.65% p/v (relacidén [SDS]:[células] de
0.052) con todas las variantes.
Resultados

Con los biocatalizadores que producen las nuevas variantes
SHC/HAC SHC#49 y SHC#65, fue posible reducir la concentracidn
de células en un factor de 2 de 250 a 125 g/L de células para
una conversién total de EEH en 72 horas (Figura 13). La
conversidén de EEH con el biocatalizador de referencia 215G2

SHC fue solo de aproximadamente 67% en el mismo tiempo.
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La productividad volumétrica definida como (-)-Ambrox

producido por litro y por hora o como (-)-Ambrox producido por
litro, por hora y por gramo de biocatalizador aumentd en un
factor de aproximadamente 1.5 en comparacidédn con el mismo

experimento de bioconversidén con el biocatalizador 215G2SHC

como referencia (Tabla 14) . Tomando una corrida de
bioconversién con 125 g/L y 250 g/L de células con el
biocatalizador de referencia 215G2 SHC, 1la productividad
volumétrica aumentd en un factor de aproximadamente 2 (Tabla

14) .

Tabla 14. Productividad volumétrica.

Varian [EEH] [células] Tiempo Conversidn Productividad Aumento
te de (g/L) (g/L) (h) (%) (g.17t.h™) (mg.17'.h” (veces)
SHC 1.g)
215G2 125 125 72 66.7 1.16 9.3 - n.a.
215G2 125 250 68.5 95.9 1.75 7.0 n.a. |-
¥49 125 125 72 95.0 1.65 13.2 1.4 1.9
#65 125 125 72 98.5 1.70 13.7 1.5 2.0
Conversién: conversidén de EEH. n.d.: no aplicable.
Ejemplo 12 - Productividad volumétrica

Se usaron nuevas variantes de SHC de Alicyclobacillus
acidocaldarius para mejorar la ciclacién de E,E-homofarnesol a
(-) -Ambrox en bioconversiones realizadas a 125 g/L de E,E-
homofarnesol y con 250 g/L de células como se establece en el
concentracién de EEH en las

Ejemplo 4. Se abordd la

bioconversiones.
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Métodos

El Dbiocatalizador se produjo como se describe en el

Ejemplo 1 (fermentacidén). Las Dbioconversiones se realizaron

como se establece en el Ejemplo 4, pero con una relacidén EEH a
biocatalizador de 1:1, y una relacidn constante [SDS]:[células]

de 0.052. Las condiciones de temperatura y pH optimizadas se

definieron como 6ptimas para el biocatalizador SHC#65 (Ejemplo
2) .
Resultados

Con la nueva variante SHC/HAC SHC#65 fue posible convertir
completamente hasta 300 g/L de EEH con 300 g/L de
biocatalizador en 48 h (Figura 14).

La productividad volumétrica definida como Ambrox

producido por litro y por hora aumentd entre 2.3-3.4 veces. La
productividad volumétrica definida como Ambrox producido por
litro, por hora y por gramo de biocatalizador aumentd en un
factor de 2.8-2.9. E1 aumento en veces se refiere a un proceso
de reaccidén a 125 g/L de EEH con 250 g/L de células usando
biocatalizador 215G2SHC (Tabla 15).

Tabla 15. Productividad volumétrica.

Variante [EEH] [células] Tiempo Conversidn Productividad Aumento
de SHC (g/L) (g/L) (h) (%) (veces)
(g.1- (mg.1-
1.h-1) 1.h-1l.g-
1)
215G2 125 250 68.5 95.9 1.75 7.0 -/-
#65 125 250 25.5 99.2 4.9 19.5 2.8/2.8
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Variante [EEH] [células] Tiempo Conversidn Productividad Aumento
de SHC (g/L) (g/L) (h) (%) (veces)

(g.1" (mg.1-

1.h-1) 1.h1l.g-

1)

#65 200 200 48 97.7 4.1 20.5 2.3/2.9
#65 250 250 48 93.8 4.9 19.5 2.8/2.8
#65 300 300 48 94.4 5.9 20.0 3.4/2.8

Conversidén: conversidén de EEH
Ejemplo 13 - Ciclacién de EEH con enzimas wt SHC
Métodos

Biocatalizadores de las enzimas SHC de tipo salvaje AacSHC
(Alicyclobacillus acidocaldarius SHC, SEC ID NO.:1), GmoSHC
(Gluconobacter morbifer SHC, SEC ID NO.: 14), BjpSHC
(Bradyrhizobium Jjaponicum SHC, SEC ID NO.: 13), ApaSHCl vy
ApaSHCA (Acetobacter pasteurianus SHC1 y SHCA, SEC ID NO.: 20
y 30 respectivamente), ZmoSHCl1 y ZmoSHC2 (Zymomonas mobilis
SHC1 y SHC2, SEC ID NO.: 11 y 12 respectivamente), SalSHC
(Streptomyces albolongus SHC, SEC ID NO.: 29), TelSHC
(Thermosynechococcus elongates, SEC ID NO.: 19) y de BmeSHC
Bacillus megaterium SHC, SEC ID NO.: 28), se produjeron en
fermentaciones como se describe en el Ejemplo 1.

Estas enzimas SHC de tipo salvaje (también enumeradas en
la Tabla 16 a continuacién) se eligieron para probar su

capacidad para convertir E,E-Homofarnesol en (-)-Ambrox.
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Tabla 16. Enzimas de escualeno hopeno ciclasa de tipo salvaje.

Escualeno hopeno ciclasa Origen (microorganismo) Numero de archivo
de nucledtido
Europeo o Acceso

Genbank Numero

AacSHC (SEC ID NO.: 1) Alicyclobacillus ACV59449.1
acidocaldarius
ApaSHC1 (SEC ID NO.: 20)| Acetobacter pasteurianus ASC07046.1
BjaSHC (SEC ID NO.: 13) Bradyrhizobium japonicum ABQ33590.1
TelSHC Thermosynechococcus BAC09861.1
(SEC ID NO.: 19) elongatus
ZmoSHC1 Zymomonas mobilis AVZ42714.1

(SEC ID NO.: 11)

ZmoSHC2 Zymomonas mobilis AAF12829.1

(SEC ID NO.: 12)

GmoSHC Gluconobacter morbifer EHH69691.1

(SEC ID NO.: 14)

BmeSHC Bacillus megaterium WP 016763969

(SEC ID NO.: 28)

Sal SHC Streptomyces albolongus AZN28579

(SEC ID NO.: 29)

ApaSHCA Acetobacter pasteurianus WP 003625617

(SEC ID NO.: 30)

Las condiciones de reaccidén optimas se investigaron con
el biocatalizador BmeSHC como se establece en el Ejemplo 6 para
otras enzimas SHC. Las condiciones de reaccidén optimas se
definieron como 45°C, pH 5.6 y con 0.0025% p/v de SDS para una

carga de célula de ODgsonn de 10 en la reacciédn.
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Las condiciones de reaccidén oéptimas con SalSHC fueron a
30°C, pH 7.0 sin adicién de tensioactivo a la reaccién (Liu et
al., (2020): A Novel Soluble Squalene-Hopene Cyclase and Its
Application in Efficient Synthesis of Hopene, Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology, wvol 8, Articulo 4260,
https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.00426) .

La actividad de los biocatalizadores resultantes se probd
tanto a 4 g/L de EEH como a 125 g/L de EEH con la unica
excepcidén de SalSHC en donde se usdé 1 g/L de EEH en lugar de 4
g/L de EEH.

La prueba de actividad con 4 g/L de EEH (SalSHC: 1 g/L de
EEH) contuvo células a una ODgsonm de 10 (biocatalizador SalSHC:
ODgsonn de 40) y, por lo deméds, se llevd a cabo como se establece
en el Ejemplo 6 aplicando condiciones de temperatura y pH
optimizadas individualmente para cada enzima SHC.

Las bioconversiones a 125 g/L de EEH se corrieron con 250
g/L de células como se establece en el Ejemplo 4 aplicando
condiciones de temperatura y pH optimizadas individualmente
para cada enzima SHC y como se establece en el Ejemplo 6. Las
reacciones contuvieron 1.3% p/v de SDS con AacSHC, 0.16% p/v
con BjpSHC, ZmoSHC1l, ApaSHC1l, 0.10% p/v con BmeSHC y 0.14% p/v
con GmoSHC. No se realizaron bioconversiones a 125 g/L de EEH
con los biocatalizadores ApaSHCA, TelSHC, SalSHC y ZmoSHC2.
Resultados

Se observd ciclacidn de EEH a (-)-Ambrox con todos 1los
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biocatalizadores SHC probados a baja concentracidédn de sustrato
(1 o 4 g/L). Con los biocatalizadores SHC de tipo salvaje
probados a 125 g/L de EEH, la conversidén de EEH estuvo entre
aproximadamente 15% y aproximadamente 75% (Figura 15).

Ejemplo 14 - Alineacidén de secuencias de enzimas SHC de tipo

salvaje

La identidad de secuencia de las enzimas SHC en relacidn
con WT AacSHC se determindé con los elementos de programacidn
(“software”) Clone Manager 9 con los parédmetros especificados
a continuacién o) con blastp usando los parametros
predeterminados. Los resultados se resumen en las Tablas 17A y
17B, respectivamente.

Alineacién: Alineacidén global de proteinas contra la
molécula de referencia

Pardmetros: Matriz de puntuacidén: BLOSUM 62

Molécula de referencia: Aac SHC, Regidén 1 a 631

Longitud total de secuencias alineadas con espacios: 838 aas
Tabla 17A. Porcentaje de identidad de secuencia SHC en

relaciéon con WT AacSHC.

Secuencia Inicio Fin Igualacidn No % de
igualacidén igualacién

AacSHC (SEC ID NO.: 1) 1 631 - - -

TelSHC (SEC ID NO.: 1 642 285 360 44

19)

paSHC1 (SEC ID NO.: 1 720 296 430 40

20)
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IZmoSHC1 (SEC ID NO.: 1 725 299 434 40
11)
IZmoSHC2 (SEC ID NO.: 1 658 251 410 37
12)
BjaSHC (SEC ID NO.: 1 684 296 397 42
13)
GmoSHC (SEC ID NO.: 1 685 291 396 42
14)
BmeSHC (SEC ID NO.: 1 625 194 443 30
28)
SalsSHC (SEC ID NO.: 1 691 327 367 47
29)
ApaSHCA (SEC ID NO.: 1 656 259 403 39
30)

-: no aplica. Identidad de secuencia determinada con 1los
elementos de programacién (“software”) Clone Manager 9.
Tabla 17B. Porcentaje de identidad de secuencia SHC en relacion

con WT AacSHC.

Enzima SHC/SEC ID % de identidad
AacSHC (SEC ID NO.: 1) -

TelSHC (SEC ID NO.: 19) 45.3

ApaSHC1 (SEC ID NO.: 20) 43.5

ZmoSHC1 (SEC ID NO.: 11) 45.3

Enzima SHC/SEC ID % de identidad
ZmoSHC2 (SEC ID NO.: 12) 39.2

BjaSHC (SEC ID NO.: 13) 44 .3

GmoSHC (SEC ID NO.: 14) 43.9

BmeSHC (SEC ID NO.: 28) 31.4

SalSHC (SEC ID NO.: 29) 51.8

ApaSHCA (SEC ID NO.: 30) 39.9
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: no aplica. Identidad de secuencia determinada con blastp.

Ejemplo 15 - Alineacidén de secuencias de SHC de tipo salvaje

Las secuencias de SHC de tipo salvaje descritas en las
Tablas 16-18 se alinearon wusando Clustal O (1.2.4). Los
alineamientos de multiples secuencias se proporcionan en las
Figuras 9A y 9B vy el porcentaje de identidad entre las
secuencias (como se determina usando blastp) se proporciona en
la Tabla 19.

Tabla 18. Matriz de 1identidad de secuencia calculada con

blastp.

% de ARac Bjp Bme SHC |[Gmo IApa Apa Sal Tel Zmo Zmo
identidad [SHC SHC SHC SHCA  [SHC1  [SHC SHC SHC1  [SHC2
|JAacSHC 100

BipSHC 44.3 [100

BmeSHC 31.4 [28.1 [100

GmosHC 43.9 [71.6 [30.5 100

ApaSHCA 39.9 [36.8 [30.7 37.1  [ioo

ApaSHC1 43.5 [69.4 [29.7 75.8 [37.2 100

% de ARac Bjp Bme SHC|Gmo IApa Apa Sal Tel Zmo Zmo
identidad [SHC SHC SHC SHCA  [SHC1  [sHC SHC SHC1  [SHC2
SalSHC 51.8 [43.4 [31.3 42.6 [39.3 42.4 [ro00

TelSHC 45.3 [39.3 [30.4 39.1 [40.5 39.2 [J44.4 J100

ZmoSHC1 45.3 [69.6 [30.8 76.7 [36.8 76.8 |45 39.5 [100

ZmoSHC2 39.2 [36.8 [32.1 35.3 [55.1 35.2 |42 41.4 [36.8 Jio0
Ejemplo 16 - Influencia de las condiciones de cultivo sobre la

actividad especifica del biocatalizador.
Métodos

Como alternativa a los métodos de produccidén de
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biocatalizadores descritos en el Ejemplo 1 (cultivo vy
fermentacidén en matraces agitados), se probd la produccidn de
biocatalizadores usando un medio auto-inductor (AIM). El medio
se prepard usando una base de caldo AIM-TB que incluye
elementos traza (Formedium). Se enriquecieron 25 mL de AIM-TB
en un matraz de agitacidén con mamparas de 100 mL con glicerol
al 1%. E1 cultivo se inoculd a una ODgsgnm de 2E-07; el cultivo
durd 18+1 h a 37°C bajo agitacién constante (220 rpm).

La actividad de los biocatalizadores colectados se probd
en la prueba de actividad estandar a 4 g/L de E,E-homofarnesol,
células a una ODgsonm de 10 como se establece en el Ejemplo 2,
y aplicando temperatura, pH y [SDS] éptimos por lo demds como
se describe en los Ejemplos 2 y 6 dependiendo de la enzima SHC
considerada.

Resultados

La actividad del biocatalizador SHC considerado varié
fuertemente dependiendo del medio de cultivo y las condiciones
para la produccidén del biocatalizador (Tabla 19). De la misma
manera, se espera que la produccidén de biocatalizadores usando
protocolos de fermentacidn alternativos o modificados
resultard en biocatalizadores con una actividad especifica
menor O mayor que cuando se producen aplicando el protocolo de

fermentacidén descrito en el Ejemplo 1.
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Tabla 19. Influencia del método de cultivo en la conversioén de

EEH.

Biocatalizador | Matraz agitado | Conversidén de EEH a 24 h (%)

de SHC AIM-TB Matraz de agitacidén | Fermentador medio
medio minimo minimo

SHC 65 41-70 n.d. 100

ZmoSHC1 41-57 60-70 91

BjpSHC 11-26 14-17 90

ApaSHC1 24-35 4-9 94

n.d.: no determinado.
Ejemplo 17 - Influencia de la relacidén [SDS]:[células] en la
conversién de EEH
Métodos

El biocatalizador se produjo como se indica en el Ejemplo
1 (fermentacidén) a partir de la cepa de E. coli que produce la
enzima variante SHC SHC#65. Las bioconversiones de EEH se
corrieron como se establece en el Ejemplo 4, pero con 125 g/L
de EEH y 150 g/L de células. Las reacciones se realizaron a pH
5.6 y 45°C definido como O6ptimo para SHC#65. La SDS en las
reacciones varidé de 0.060, 0.066, 0.072, 0.078, 0.084 y 0.090%
resultando en una relacidén [SDS]:[células] de: 0.040, 0.044,
0.048, 0.052, 0.056 y 0.060, respectivamente.
Resultados

La conversién de EEH fue en todas las reacciones >85%, y

la conversidén méxima se obtuvo en una relacidn [SDS]:[células]
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que oscilaba entre 0.044 'y 0.056. Con una relacién
[SDS]:[células] de 0.040 y 0.060, la conversidédn fue ligeramente
menor (Figura 16).

Lo anterior describe ampliamente algunas modalidades de
la presente invencidédn sin limitacidén. Las variaciones vy
modificaciones, como resultardn facilmente evidentes para los
experimentados en la técnica, estidn destinadas para estar
dentro del alcance de la presente invenciédén, tal como se define

en y por las reivindicaciones anexas.

LISTADO DE SECUENCIAS

SEC ID NO.: 1 (Secuencia de aminodcido de ARAacSHC de tipo

salvaje)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGP LLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVF TRMWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRALHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGERWIVGMQ S SNGGWGAY
DVDNTSDLPNHIPFCDFGEVIDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWFGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQONPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL

MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIER
R

SEC ID NO.: 2 (Secuencia de aminodcido de la variante de enzima

SHC/HAC #49)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNT LRLPDERRRRDAMTKGEFRWIVGMQS SNGGWGAY
DVDNTSDLPNLTPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWEFGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTTWAL

MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVEFPTLALGRYKQAIER
R

SEC ID NO.: 3 (Secuencia de aminodcido de la variante de enzima
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SHC/HAC #65)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGP LLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQSSNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWFGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTTWAL
MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYSHVFPTLALGRYKQAIER
R

SEC ID NO.: 4 (Secuencia de aminodcido de la variante de enzima

SHC/HAC #66)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALHPGGPPDLDTTIEAYVALKYTIGMSRDEEPMQKALRF IQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQSSNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVIDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWEFGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTTWAL
MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYSHVFPTLALGRYKQAIER
R

SEC ID NO.: 5 (Secuencia de aminoadcido de la variante de enzima

SHC/HAC #110B8)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALHPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRF IQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALTIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNT LRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMOS SNGGWGAY
DVDNTSDLPNLTPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWEGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPYIQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTTWAL
MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIER
R
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SEC ID NO.: 6 (Secuencia nucleotidica de la variante de enzima

SHC/HAC #49)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCTCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCTCT
CCTGCCAAAAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGTACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGSG
CGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGAGGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGCGGTGCC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGTGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGC
ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT
TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTIGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTCGTGETGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCTCACCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGC
CGTACATTCAARAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGACCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTCTACCT
CGGCTACACCATGTACCGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCARAGCCATCGAGCGC
AGGTGA

SEC ID NO.: 7 (Secuencia nucleotidica de la variante de enzima

SHC/HAC #65)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCTCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCTCT
CCTGCCAARAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGTACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGG
CGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGAGGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTIGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGECGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGLCGCGGTGLC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGTGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGC

ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT
TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTICGIGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGLG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCACACCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGT
CGTACATTCAAAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTARGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGACCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTCTACCT
CGGCTACACCATGTACAGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC
AGGTGA
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SEC ID NO.: 8 (Secuencia nucleotidica de la variante de enzima

SHC/HAC #66)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCTCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCTICT
CCTGCCAAAAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGCACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGG
CGTACGTICGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTIGTTCACGCGGAGGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGLGLCGGLGLGGTGLC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGTGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGC
ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT

TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTCGTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCACACCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGC
CGTACATTCAARAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGACCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTCTACCT
CGGCTACACCATGTACAGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC
AGGTGA
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SEC ID NO.: 9 (Secuencia nucleotidica de la variante de enzima

SHC/HAC #110BS8)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCTCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCICT
CCTGCCAAAAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGCACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGG
CGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTICAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGAGGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTIGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGCGGTGCC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGTGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGC
ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT
TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTICGTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCTCACCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGC
CGTACATTCAAAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGACCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTCTACCT
CGGCTACACCATGTACCGCCACGTIGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC
AGGTGA

SEC ID NO.: 10 (Secuencia de aminodcido de 1la variante de

enzima Aac215G2 SHC/HAC)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAETRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQSSNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWEFGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHONPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL
MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIER
R
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SEC ID NO.: 11 (Secuencia de aminodcido de ZmoSHC1 de tipo

salvaje)

MGIDRMNSLSRLLMKKIFGAEKTSYKPASDTIIGTDTLKRPNRRPEP TAKVDKTIFKTMGNSLNNTLVSA
CDWLIGQQKPDGHWVGAVESNASMEAEWCLALWE LGLEDHP LRPRLGNALLEMQREDGSWGVYFGAGNGD
INATVEAYAALRSLGYSADNPVLKKAAAWIAEKGGLKNIRVFTRYWLALIGEWPWEKTPNLPPEIIWEPD
NEVFSIYNFAQWARATMVP IAILSARRPSRPLRPODRLDELFPEGRARFDYELPKKEGIDLWSQFFRTTD
RGLHWVQSNLLKRNSLREAAIRHVLEWIIRHQDADGGWGGIQPPWVYGLMALHGEGYQLYHPVMAKALSA
LDDPGWRHDRGESSWIQATNSPVWDTMLAIMALKDAKAEDRFTPEMDKAADWLLARQVKVKGDWS IKLPD
VEPGGWAFEYANDRYPDTDDTAVALIALSSYRDKEEWQKKGVEDAITRGVNWLIAMQOSECGGWGAFDKDN
NRSILSKIPFCDFGESIDPPSVDVTAHVLEAFGTLGLSRDMPVIQKAIDYVRSEQEAEGAWFGRWGVNYI
YGTGAVLPALAAIGEDMTQPYITKACDWLVAHQQEDGGWGESCSSYME

SEC ID NO.: 12 (Secuencia de aminodcido de ZmoSHC2 de tipo

salvaje)

MTVSTSSAFHHSPLSDDVEPIIQKATRALLEKQQQODGHWVFELEADATIPAEYILLKHYLGEPEDLEIEA
KIGRYLRRIQGEHGGWSLFYGGDLDLSATVKAYFALKMIGDSPDAPHMLRARNEILARGGAMRANVETRI
QLALFGAMSWEHVPQMPVELMLMPEWFPVHINKMAYWARTVLVPLLVLQALKPVARNRRGILVDELFVPD
VLPTLQESGDP IWRRFFSALDKVLHKVEPYWPKNMRAKATHSCVHFVTERLNGEDGLGAIYPATANSVMM
YDALGYPENHPERATARRAVEKLMVLDGTEDQGDKEVYCQPCLSPIWDTALVAHAMLEVGGDEAEKSAIS
ALSWLKPQQILDVKGDWAWRRPDLRPGGWAFQYRNDYYPDVDDTAVVTMAMDRAAKLSDLHDDFEESKAR
AMEWT IGMQSDNGGWGAFDANNSYTYLNNIPFADHGALLDPPTVDVSARCVSMMAQAGISITDPKMKAAV
DYLLKEQEEDGSWEGRWGVNYIYGTWSALCALNVAALPHDHLAVQKAVAWLKT IQNEDGGWGENCDSYAL
DYSGYEPMDSTASQTAWALLGLMAVGEANSEAVTKGINWLAQNQDEEGLWKEDYYSGGGFPRVFYLRYHG
YSKYFPLWALARYRNLKKANQP IVHYGM

SEC ID NO.: 13 (Secuencia de aminoacido de BjpSHC de tipo

salvaje)

MTVTSSASARATRDPGNYQTALQSTVRAAADWLIANQKPDGHWVGRAESNACMEAQWCLALWFMGLEDHP
LRKRLGQSLLDSQRPDGAWQVYFGAPNGD INATVEAYAALRSLGFRDDEPAVRRAREWIEAKGGLRNIRV
FTRYWLALIGEWPWEKTPNIPPEVIWFPLWEFPFSIYNFAQWARATLMP IAVLSARRPSRPLPPENRLDAL
FPHGRKAFDYELPVKAGAGGWDRFFRGADKVLHKLONLGNRLNLGLFRPAATSRVLEWMIRHQDFDGAWG
GIQPPWIYGLMALYAEGYPLNHPVLAKGLDALNDPGWRVDVGDATYIQATNSPVWDTILTLLAFDDAGVL
GDYPEAVDKAVDWVLQRQVRVPGDWSMKLPHVKPGGWAFEYANNYYPDTDDTAVALIALAPLRHDPKWKA
KGIDEAIQLGVDWLIGMQSQGGGWGAFDKDNNQKILTKIPFCDYGEALDPPSVDVTAHIIEAFGKLGISR
NHPSMVQALDY IRREQEPSGPWFGRWGVNYVYGTGAVLPALAAIGEDMTQPY IGRACDWLVAHQQADGGW
GESCASYMDVSAVGRGTTTASQTAWALMALLAANRPQODKDAIERGCMWLVERQSAGTWDEPEFTGTGFPG
YGVGQTIKLNDPALSQRLMQGPELSRAFMLRYGMYRHYFPLMALGRALRPQSHS
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SEC ID NO.: 14 (Secuencia de aminoacido de GmoSHC de tipo

salvaje)

MSPADISTKSSSFQRLDNMLPEAVSSACDWLIDQQKPDGHWVGPVESNACMEAQWCLALWE LGQEDHPLR
PRLAQALLEMQREDGSWGIYVGADHGDINTTVEAYAALRSMGYAADMP IMAKSAAWIQQKGGLRNVRVET
RYWLALIGEWPWDKTPNLPPEIIWLPDNFIFSIYNFAQWARATMMPLTILSARRPSRPLLPENRLDGLEFP
EGRENFDYELPVKGEEDLWGRFFRAADKGLHSLQSFPVRRFVPREAAIRHVIEWI IRHQDADGGWGGIQP
PWIYGLMALSVEGYPLHHPVLAKAMDALNDPGWRRDKGDASWIQATNSPVWDTMLAVLALHDAGAEDRYS
POMDKAIGWLLDRQVRVKGDWSIKLPDTEPGGWAFEYANDKYPDTDDTAVALIALAGCRHRPEWRERDIE
GAISRGVNWLLAMQSSSGGWGAFDKDNNRSILTKIPFCDFGEALDPPSVDVTAHVLEAFGLLGISRNHPS
VQKALAYIRSEQERNGAWEFGRWGVNYVYGTGAVLPALAAIGEDMTQPYIVRACDWLMSVQQENGGWGESC
ASYMDINAVGHGVATASQTAWALIGLLAAKRPKDREAIARGCQFLIERQEDGSWTEEEYTGTGFPGYGVG
QAIKLDDPSLPDRLLQGAELSRAFMLRYDLYRQYFPVMALSRARRMMKEDASAAA

SEC ID NO.: 15 (Secuencia nucleotidica que codifica el

polipéptido RacSHC de tipo salvaje)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCGCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCTCT
CCTGCCAAAAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGTACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGG
CGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGATGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGT TCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGCGGTGCC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGCGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGC
ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTT TACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT
TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGT TCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTCGTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCACATCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGT TTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGT
UL IALAL TCAAAALLLULL LLGAL LELL L LGAGUAGLA LCAGAALLLLLALLLLLLL LHLLLLLALLAL LG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGGCCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGECGEGECAGGGECGEGEAGTCCGAGGCCGCGECECCGCGGCGETGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTCTACCT
CGGCTACACCATGTACCGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC

AGGTGA
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SEC ID NO.: 16 (Secuencia nucleotidica que codifica la variante

de enzima Aac 215G2 SHC/HAC)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCTCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCICT
CCTGCCAAAAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGTACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGG
CGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGAGGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGCGGTGCC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGTGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGICGGTGC
ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT
TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTICGTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCACACCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGC
CGTACATTCAAAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGGCCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTICTACCT
CGGCTACACCATGTACCGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC
AGGTGA

SEC ID NO.: 17 (Secuencia de aminodcido de la variante de

enzima SHC/HAC #90C7)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDATIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSROQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQSSNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVTDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWFGERWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL
MALIAGGRAESEARRRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYSHVFPTLALGRYKQAIER
R
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SEC ID NO.: 18 (Secuencia de aminodcido de 1la variante de

enzima SHC/HAC #115A7)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTIWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRF IQSQGGIESSRVF TRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARTTVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA

KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAETIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALTALKILDKTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNT LRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQS SNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVIDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEY LKREQKPDGSWEGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHONPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL
MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIER
R

SEC ID NO.: 19 (Secuencia de aminodcido de TelSHC de tipo

salvaije)

MPTSLATAIDPKQLQOAIRASQDFLEFSQQYAEGYWWAELESNVITMTAEVILLHKIWGTEQRLP LAKAEQY
LRNHQRDHGGWELFYGDGGDLSTSVEAYMGLRLLGVPETDPALVKARQF ILARGGISKTRIFTKLHLALI
GCYDWRGIPSLPPWIMLLPEGSPFTIYEMSSWARSSTVPLLIVMDRKPVYGMDPP ITLDELYSEGRANVV
WELPRQGDWRDVEF IGLDRVFKLFETLNIHPLREQGLKAAEEWVLERQEASGDWGGIIPAMLNSLLALRAL
DYAVDDP IVQRGMAAVDRFAIETETEYRVQPCVSPVWDTALVMRAMVDSGVAPDHPALVKAGEWLLSKQI
LDYGDWHIKNKKGRPGGWAFEFENRFYPDVDDTAVVVMALHAVTLPNENLKRRAIERAVAWIASMQCRPG
GWAAFDVDNDQDWLNGIPYGDLKAMIDPNTADVTARVLEMVGRCQLAFDRVALDRALAYLRNEQEPEGCW
FGRWGVNYLYGTSGVLTALSLVAPRYDRWRIRRAAEWLMQCQONADGGWGETCWSYHDPSLKGKGDSTASQ
TAWAIIGLLAAGDATGDYATEAIERGIAYLLETQRPDGTWHEDYFTGTGFPCHFYLKYHYYQQOHFPLTAL
GRYARWRNLLAT

SEC ID NO.: 20 (Secuencia de aminodcido de Apa SHC1l de tipo

salvaje)

MNMASRFSLKKILRSGSDTQGTNVNTLIQSGTSDIVRQKPAPQEPADLSALKAMGNSLTHTLSSACEWLM
KQOKPDGHWVGSVGSNASMEAEWCLALWF LGLEDHPLRPRLGKALLEMORPDGSWGTYYGAGSGDINATV
ESYAALRSLGYAEDDPAVSKAAAWI ISKGGLKNVRVF TRYWLALIGEWPWEKTPNLPPEIIWEPDNFVE'S
IYNFAQWARATMMP LAILSARRP SRPLRPQDRLDALFPGGRANFDYELPTKEGRDVIADFFRLADKGLHW
LOSSFLKRAPSREAATKYVLEWIIWHQDADGGWGGIQPPWVYGLMALHGEGYQFHHPVMAKALDALNDPG
WRHDKGDASWIQATNSPVWDTMLSLMALHDANAEERFTPEMDKALDWLLSRQVRVKGDWSVKLPNTEPGG
WAFEYANDRYPDTDDTAVALIAIASCRNRPEWQAKGVEEAIGRGVRWLVAMQOSSCGGWGAFDKDNNKSIL
AKIPFCDFGEALDPPSVDVTAHVLEAFGLLGLPRDLPCIQRGLAYIRKEQDP TGPWFGRWGVNYLYGTGA
VLPALAALGEDMTQPYISKACDWLINCQQENGGWGESCASYMEVSSIGHGATTPSQTAWALMGLIAANRP
QODYEAIAKGCRYLIDLQEEDGSWNEEEFTGTGFPGYGVGQTIKLDDPAISKRLMQGAELSRAFMLRYDLY
ROLFPITALSRASRLIKLGN
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SEC ID NO.: 21 (Secuencia de aminoacido de una variante de

GmoSHC)

MSPADISTKSSSFQRLDNMLPEAVSSACDWLIDQQKPDGHWVGPLESNACMEAEWCLALWF LGQEDHPLR
PRLAQALLEMQREDGSWGIYVGADHGDINTTVEAYAATLRSMGYAADMP IMAKSAAWIQQKGGLRNVRVET
RYWLALIGEWPWDKTPNLPPEIIWLPDNFIFSIYNFAQWARATIMPLTILSARRPSRPLLPENRLDGLEP
EGRENFDYELPVKGEEDLWGRFFRAADKGLHSLQSFPVRRFVPREAAIRHVIEWI IRHQDADGGWGGIQP
PWIYGLMALSVEGYPLHHPVLAKAMDALNDPGWRRDKGDASWIQASNSPVWDTMLAVLALHDAGAEDRYS
POMDKAIGWLLDRQVRVKGDWSIKLPDTEPGGWAFEYANDKYPDTDDTAVALIALAGCRHRPEWRERDIE
GAISRGVNWLLAMQSSSGGWGAFDKDNNRSILTKIPFCDFGEALDPPSVDVTAHVLEAFGLLGISRNHPS
VOQKALAY IRSEQERNGAWEFGRWGVNYVYGTGAVLPALAAIGEDMTQPYIVRACDWLMSVQQENGGWGESC
ASYMDINAVGHGVATASQTAWALIGLLAAKRPKDREAIARGCQFLIERQEDGSWTEEEYTGTGYPGYGVG
QAIKLDDPSLPDRLLQGAELSRAFMLRYDLYRQYFPVMALSRARRMMKEDASAAA

SEC ID NO.: 22 (Secuencia nucleotidica de variante de SHC/HAC

#90C7)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCTCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCTCT
CCTGCCAARAAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGTACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACGCGACCATCGAGG

CGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGAGGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGGCGACCGTCGTGGCGCTCTICGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTIGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGCGGTGCC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGTGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGC
ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACATGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT
TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTCGTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCACACCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGC
CGTACATTCAAAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGGCCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTCTACCT
CGGCTACACCATGTACAGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC
AGGTGA
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SEC ID NO.: 23 (Secuencia nucleotidica de variante de SHC/HAC

#115A7)

ATGGCTGAGCAGTTGGTGGAAGCTCCGGCCTACGCGCGGACGCTGGATCGCGCGGTGGAGTATCTCCTCT
CCTGCCAAAAGGACGAAGGCTACTGGTGGGGGCCGCTTCTGAGCAACGTCACGATGGAAGCGGAGTACGT
CCTCTTGTGCCACATTCTCGATCGCGTCGATCGGGATCGCATGGAGAAGATCCGGCGGTACCTGTTGCAC
GAGCAGCGCGAGGACGGCACGTGGGCCCTGTACCCGGGTGGGCCGCCGGACCTCGACACGACCATCGAGG
CGTACGTCGCGCTCAAGTATATCGGCATGTCGCGCGACGAGGAGCCGATGCAGAAGGCGCTCCGGTTCAT
TCAGAGCCAGGGCGGGATCGAGTCGTCGCGCGTGTTCACGCGGAGGTGGCTGGCGCTGGTGGGAGAATAT
CCGTGGGAGAAGGTGCCCATGGTCCCGCCGGAGATCATGTTCCTCGGCAAGCGCATGCCGCTCAACATCT
ACGAGTTTGGCTCGTGGGCTCGGACGACCGTCGTGGCGCTCTCGATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTT
CCCGCTGCCCGAGCGGGCGCGCGTGCCCGAGCTGTACGAGACCGACGTGCCTCCGCGCCGGCGLGGTGLC
AAGGGAGGGGGTGGGTGGATCTTCGACGCGCTCGACCGGGTGCTGCACGGGTATCAGAAGCTGTCGGTGC
ACCCGTTCCGCCGCGCGGCCGAGATCCGCGCCTTGGACTGGTTGCTCGAGCGCCAGGCCGGAGACGGCAG
CTGGGGCGGGATTCAGCCGCCTTGGTTTTACGCGCTCATCGCGCTCAAGATTCTCGACAAGACGCAGCAT
CCGGCGTTCATCAAGGGCTGGGAAGGTCTAGAGCTGTACGGCGTGGAGCTGGATTACGGAGGATGGATGT
TTCAGGCTTCCATCTCGCCGGTGTGGGACACGGGCCTCGCCGTGCTCGCGCTGCGCGCTGCGGGGCTTCC
GGCCGATCACGACCGCTTGGTCAAGGCGGGCGAGTGGCTGTTGGACCGGCAGATCACGGTTCCGGGCGAC
TGGGCGGTGAAGCGCCCGAACCTCAAGCCGGGCGGGTTCGCGTTCCAGTTCGACAACGTGTACTACCCGG
ACGTGGACGACACGGCCGTCGTGGTGTGGGCGCTCAACACCCTGCGCTTGCCGGACGAGCGCCGCAGGCG
GGACGCCATGACGAAGGGATTCCGCTGGATTIGTCGGCATGCAGAGCTCGAACGGCGGTTGGGGCGCCTAC
GACGTCGACAACACGAGCGATCTCCCGAACCACACCCCGTTCTGCGACTTCGGCGAAGTGACCGATCCGC
CGTCAGAGGACGTCACCGCCCACGTGCTCGAGTGTTTCGGCAGCTTCGGGTACGATGACGCCTGGAAGGT
CATCCGGCGCGCGGTGGAATATCTCAAGCGGGAGCAGAAGCCGGACGGCAGCTGGTTCGGTCGTTGGGGC
GTCAATTACCTCTACGGCACGGGCGCGGTGGTGTCGGCGCTGAAGGCGGTCGGGATCGACACGCGCGAGC
CGTACATTCAAAAGGCGCTCGACTGGGTCGAGCAGCATCAGAACCCGGACGGCGGCTGGGGCGAGGACTG
CCGCTCGTACGAGGATCCGGCGTACGCGGGTAAGGGCGCGAGCACCCCGTCGCAGACGGCCTGGGCGCTG
ATGGCGCTCATCGCGGGCGGCAGGGCGGAGTCCGAGGCCGCGCGCCGCGGCGTGCAATACCTCGTGGAGA
CGCAGCGCCCGGACGGCGGCTGGGATGAGCCGTACTACACCGGCACGGGCTTCCCAGGGGATTTCTACCT
CGGCTACACCATGTACCGCCACGTGTTTCCGACGCTCGCGCTCGGCCGCTACAAGCAAGCCATCGAGCGC
AGGTGA

SEC ID NO.: 24 (Secuencia de aminodcido de variante de SHC/HAC

215G2+L37Q)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLQSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRF IQSQGGIESSRVF TRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMF LGKRMPLNIYEFGSWARATVVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNT LRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQOS SNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVIDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWFGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL
MALTAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQATER
R
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SEC ID NO.: 25 (Secuencia de aminoadcido de variante de SHC/HAC

215G2+V17471)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATIVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQSSNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVIDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWFGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL

MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGFPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIER
R

SEC ID NO.: 26 (Secuencia de aminoadcido de variante de SHC/HAC

215G2+V174I+F601Y)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGPLLSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATIVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAETRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWFYALTALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNTLRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMQS SNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVIDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWEGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL

MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGYPGDFYLGY TMYRHVFPTLALGRYKQAIER
R

SEC ID NO.: 27 (Secuencia de aminoadcido de variante de SHC/HAC

215G2+L37Q0+V174I+F601Y)

MAEQLVEAPAYARTLDRAVEYLLSCQKDEGYWWGP LQSNVTMEAEYVLLCHILDRVDRDRMEKIRRYLLH
EQREDGTWALYPGGPPDLDTTIEAYVALKYIGMSRDEEPMQKALRFIQSQGGIESSRVFTRRWLALVGEY
PWEKVPMVPPEIMFLGKRMPLNIYEFGSWARATIVALSIVMSRQPVFPLPERARVPELYETDVPPRRRGA
KGGGGWIFDALDRVLHGYQKLSVHPFRRAAEIRALDWLLERQAGDGSWGGIQPPWEFYALIALKILDMTQH
PAFIKGWEGLELYGVELDYGGWMFQASISPVWDTGLAVLALRAAGLPADHDRLVKAGEWLLDRQITVPGD
WAVKRPNLKPGGFAFQFDNVYYPDVDDTAVVVWALNT LRLPDERRRRDAMTKGFRWIVGMOSSNGGWGAY
DVDNTSDLPNHTPFCDFGEVIDPPSEDVTAHVLECFGSFGYDDAWKVIRRAVEYLKREQKPDGSWEGRWG
VNYLYGTGAVVSALKAVGIDTREPY IQKALDWVEQHQNPDGGWGEDCRSYEDPAYAGKGASTPSQTAWAL

MALIAGGRAESEAARRGVQYLVETQRPDGGWDEPYYTGTGYPGDFYLGYTMYRHVFPTLALGRYKQAIER
R
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SEC ID NO.: 28 (Secuencia de aminoacido de BmeSHC de tipo

salvaje)

MIILLKEVQLEIQRRIAYLRPTQKNDGSFRYCFETGVMPDAFLIMLLRTFDLDKEVLIKQLTERIVSLON
EDGLWTLFDDEEHNLSATIQAYTALLYSGYYQKNDRILRKAERYIIDSGGISRAHFLTRWMLSVNGLYEW
PKLFYLPLSLLLVPTYVPLNFYELSTYARIHFVPMMVAGNKKFSLTSRHTPSLSHLDVREQKQESEETTQ
ESRASIFLVDHLKQLASLPSYIHKLGYQAAERYMLERIEKDGTLYSYATSTFFMIYGLLALGYKKDSFVI
QKAIDGICSLLSTCSGHVHVENSTSTVWDTALLSYALQEAGVPQQDPMIKGT TRY LKKRQHTKLGDWQFH
NPNTAPGGWGF SDINTNNPDLDDTSAAIRALSRRAQTDTDYLESWQRGINWLLSMONKDGGFAAFEKNTD
SILFTYLPLENAKDAATDPATADLTGRVLECLGNFAGMNKSHP S IKAAVKWLFDHQLDNGSWYGRWGVCY
IYGTWAAITGLRAVGVSASDPRIIKAINWLKS IQQEDGGFGESCYSASLKKYVPLSFSTPSQTAWALDAL
MTICPLKDQSVEKGIKFLLNPNLTEQQTHYPTGIGLPGQFYIQYHSYNDIFPLLALAHYAKKHSS

SEC ID NO.: 29 (Secuencia de aminoacido de SalSHC de tipo

salvaje)

VTATADGRLDPEYDPEPAAVGERPPVITDRLTGRQTTVATAPAPGAGRRQAEGPERSGP LDPAQALARATA
ELLSRQSPDGWWKGDLETNVITMDAEDLLLRQFLGIREPEQTAATAAWIRSQQREDGTWSTFYGGPPELST
TVEAYVALKLAGDDPGAPHMAAAARYVRERGGIAASRVEFTRIWLALFGWWPWERLPEMPPEIIFLPRWLP
LNIYAFGCWARQTIVPLTVVSAHRPVRPAPFDLTELHTDPADPYPLRPLAPPTGWDGVFERLDLVLHAYH
KRALRPLRRAALAQAGRWIVERQEADGCWGGIQPPAVYSLIALHLLGYDLEHPVMRAGLAAFDRFTVHTE
DGRRWLEACQSPVWDTCLATIALRDAGLPADHPALVSAADWMLAEE IRRPGDWSVQRPRLAPGGWAFEFE
NDNYPDIDDTAEVVLALKRVAHPDRARIDGAVRRGVEWNLGMQSRNGAWGAFDVDNTSTLPNKLPFCDFG
EVVDPPSADVTAHVVEMLAETGLAGDRRTRRGIDWLLKNQEPDGSWFGRWGTNYIYGTGSVLPALVAAGI
PGSHPAVRRAVDWLADRQNPDGGWGEDMRSYEDPVRWSGRGDSTASQTAWALMALLAAGEGPDGARSEVV
ERGVQWLCRTQLPSGSWDEPQF TGTGFPWDFSINYHLYRLVFPVTALGRYLHGSPLTGGGA

SEC ID NO.: 30 (Secuencia de aminoadcido de ApaSHCA de tipo

salvaje)

MAADGSALSESRLSSEALDRAVLSAHTALSQAQQDDGHWVYELEADATIPAEYILLEHFMDRID
DALEQKIAIYLRRIQSEEHGGWPLYHNGKFDLSATVKAYFALKAVGDDINAPHMQRAREAILDH
GGAERSNVFTRSQLALFGEVPWRATPVMPVELMLLPAKAFFSVWNMSYWSRTVIAPLLVLAALR
PVAANPRQVHVRELFVTPPEKVQODWIRGPYRSAWGYVFKGLDSVLRPVVPF IPEKTHKKAIQAA
LDFIEPRLNGKDGLGAIYPAMANVVMMYRAMGVPDEDPRAKTAWEAVQALIVEKDDEAYCQPCV
SPIWDTGLSGEAMIEAASGPNGIAPEKTVAELKKASAWLRSKQILNVKGDWAVRNPNLAPGGWA
FQYGNDYYPDVDDTAVVGMLLHREGDP TNAEAIERARTWIVGMQSTDGGWGAFDIDNNKDVLNH
IPFADHGALLDPPTADVTARCISFLAQLRNPEDEPVIQRGLEYLRKEQEKDGSWFGRWGTNYIY
GTWSALCALNAAGVSHDDPAVVKAVEWLRSVQRADGGWGEGCESYEGGPHGTYGESLPSQTAWA
VLGLMAAGRRDDPAVTRGIAWLADQQDANGEWHEDPYNAVGFPKVFYLRYHGYKQFFPLMALAR
YRNLESSNTRRVSFGF





